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Introduction Générale

Depuis 1’aube de I’humanité, les plantes permettent a ’homme non seulement de
se nourrir, se vétir, se loger, se chauffer, se parfumer ... mais aussi de maintenir son équilibre,
soulager ses souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé, sans avoir la

moindre connaissance scientifique, ni sommaire expliquant leurs vertus.

Selon ’OMS, 80% de la population mondiale utilise les plantes médicinales pour
se soigner. La valeur médicinale des plantes est de plus en plus démontrée scientifiquement,
ce qui constitue un argument de taille pour leur utilisation en médecine (Segnou et al., 1992 ;
Aighewi et al., 1998). De nombreux agents pharmaceutiques ont ét¢ découverts en criblant

des produits naturels a partir de plantes (Saslis-Lagoudakis et al., 2012).

Les Cistaceae sont une famille de plantes médicinales qui se répartis sur les zones
tempérées de I’hémisphére nord et spécialement le Tell et le littorale, les plantes de cette
famille s’acclimatent facilement et constituent une ressource végétale qui n’a cessé, depuis
des siecles d’étre utilisées par les populations autochtones.

Tuberaria lignosa, plante médicinale objet de notre étude, espéce méditerranéenne
appartenant a la famille des Cistaceae est récoltée dans la région kabyle d’Azazga (Tizi-
Ouzou). Elle est utilisée traditionnellement pour traiter les troubles gastro-intestinaux, plaies,

infections pouvant étre d'origine virale.

A Torigine, notre travail visait a faire un examen phytochimique de la plante
permettant de déterminer sa composition qualitative, procéder a 1’extraction, 1’identification,
I’étude de la bio activité (pouvoir antioxydant et effet antibactérien) des extraits de la plante et

enfin, finir avec la réalisation d’une formulation pharmaceutique adéquate a base des extraits.

Au vue de la situation sanitaires que nous vivons, I’étude expérimentale prévue ne
pouvait pas étre effectuée dans sa globalité, une partie de cette étude a donc é€tait remplacée
par une approche mathématique. La démarche consiste, dans un premier lieu, a faire un
screening de D’essentiel des résultats expérimentaux des travaux antérieurs effectués sur la
plante ou a défaut sur les plantes appartenant a la méme famille puis a appliquer a ces
résultats une méthode d’analyse de données multidimensionnelles ou plus particuliérement
une analyse factorielle. Il s’agit d’une approche géométrique et statistique par Analyse des
Composantes Principales I’ACP. Elle permet de résumer, sous forme de représentations

graphiques utilisant des projections, de grands tableaux de données. Les données d’intérét

—
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dans ce mémoire, sont le rendement d’extraction et I’effet antioxydant de la plante. L’outil
informatique utilisé dans ce travail, pour rendre accessibles la méthodologie de I’ACP est le
logiciel STATISTICA 2010.

Ce mémoire est réparti en 3 chapitres :
Le premier est consacré a la synthése bibliographique sur la plante Tuberaria lignosa, ses
vertus, ses métabolites secondaires, ainsi que les méthodes d’extractions et d’analyse de ces
derniers.
Dans le deuxiéme chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes utilisés et a utiliser
pour réaliser les manipulations dans leur globalité.
Le troisieme chapitre traite I’analyse statistique avec ’utilisation de I’ACP appliquée sur les
résultats des études antérieures.
Le mémoire se conclut en présentant les principales perspectives envisagées pour la

réalisation et la poursuite de cette thématique.




Chapitre 1
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

1. Etude botanique de la plante étudiée

1.1. Tuberaria lignosa
Tuberaria lignosa est une plante médicinale, descendant du genre Tuberaria qui porte 12
especes de plantes annuelles ou vivaces en Algérie (Quezel et al.,1963), et qui appartient a la

famille des cistaceae (Bedoya et al., 2009).

Les Cistaceae sont une famille de plantes dicotylédones, indigénes méditerranéennes, contient
plus de 200 espéces d'arbustes (Andrade et al., 2009), regroupées en 8 genres : Cistus,
Crocanthemum, Fumana, Halimium, Helianthemum, Hudsonia, Lechea et Tuberaria
(Maarten et al., 2016 ; Bedoya et al., 2009 ; Guzman et al., 2009 ; Arrington et al., 2003 ;
Dansereau., 1939 ; Janchen., 1925). Les plantes de cette famille s’acclimatent facilement
aux feux sauvages qui détruisent les forets grace a la résistance de ses graines qui se

reproduisent lors de nouvelle saison (Ferrandis et al., 1999).

1.2. Classification
Selon les regles de classification de 1’Angiosperm Phylogeny Group (James et al., 2011 ;

Birgitta et al., 2009) la Tuberaria lignosa est classée comme suit (tableau 1.1) :

Tableau 1.1 : Classification botanique du Tuberaria lignosa.

Régne Plantae

Sous-Régne Viridaeplantae

Embranchement Angiosperme, Trachéophytes, Spermatophytes
Classe Eudicots/ Eudicotylédones

Sous-Classe Magnoliidae (Novak ex Takht., 1967)

Ordre Malvales (Juss. Ex Bercht. & J. Presl, 1820)
Famille Cistaceae ( Juss., 1789)

Genre Tuberaria

Espece T. lignosa
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1.3. Description botanique de I’espéce Tuberaria lignosa

La Tuberaria lignosa est une plante herbacée vivace, elle atteint une hauteur de 20 a 30 cm
(Florealpes), caractérisée par un calice a cinq sépales persistants dont les deux extérieurs
(épicalice) sont souvent plus petits que les intérieurs et sans nervures proéminentes. Les
feuilles sont en rosette, a la base de la plante, basilaires, non stipulées et généralement tri-
nerviées ou quintupli-nerviées et l'anatomie montre des poils tecteurs de types variés. Les
fleurs jaunes sont de nombre de 5, organisées en florences détendues et déterminées (Fig.
1.1). L’ovaire possede 3 loges incomplétes redressées, court ou presque nul (Castroviejo et
al., 2010 ; Arrington et al., 2003 ; Quezel et al., 1963). La période de floraison est de mars a

juin (Florealpes).

Figure 1.1: Images de Tuberaria lignosa de la région d’Azazga (Agouni Guizem)

1.4. Localisation géographique
La Tuberaria lignosa est une espece vivace se trouvant principalement dans les sites secs et

caillouteux de la Méditerranée occidentale (Castroviejo, 2010), (Fig. 1.2).

Figure 1.2 : Carte géographique de la répartition continentale du genre Tuberaria (CJB)

Les différentes régions ou est localisée ’espeéce Tuberaria en Algérie sont résumés dans le

(tableau 1.2) :

—
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Tableau 1.2 : Localisation de I’espéce Tuberaria en Algérie

Oran, Tlemcen (Benmezroua. H, 2015)
Constantine (Benoudina. F, Harieche. M,
(Djebel Ouahch) 2018)

Bejaia (Mm. J. A. Battandier & L.
(Djebel Guerrouch) Trabut, 2014)

Tizi-Ouzou Zone de récolte de Ila

(Azazga, Tigzight « Mizghana ») présente étude

1.5. Utilisation
Différentes parties des plantes 7. lignosa sont utilisées traditionnellement pour traiter diverses
maladies et affections, telles que troubles gastro-intestinaux, plaies, infections de la peau et
verrues pouvant étre lices a 1'origine virale (Bedoya et al., 2009). De plus, Tuberaria lignosa
est utilisée dans le but de soigner les animaux dans le traitement des blessures et entorses chez
les chevaux et autres bétails. Dans le domaine écologique, Dafri et Beddiar ont prouvé que les

truffes du désert forment des associations ectomycorhizienne avec le genre Tuberaria.

2. Composition chimique

Le Tuberaria Lignosa est une plante riche en métabolites secondaires qui offrent leurs vertus
médicinales, parmi ces métabolites on trouve des constituants volatiles comme, 1’huile
essentielle et des constituants non volatiles, tel que les flavonoides et autres composés

phénoliques.

Les études phytochimiques de la plante 7. /ignosa (Pinela et al., 2015 ; 2012) ont conduit a
I’isolement et a la caractérisation de 18 composés phénoliques : Punicalin, Punicalagine
(isomére 1 et 2), Monogalloylglucose, Acide 5- O-p Coumaroylquinique, Apigenine-6- C-

glucoside (Isovitexine), Apigenine-8- C-glucoside (Vitexine) etc.

Des résultats plus récents de Pinela et al (2017) issus d’une étude effectuée sur la méme
espeéce et qui avait pour objectif de quantifier les acides organiques et les composés

phénoliques ont noté la présence des acides organiques suivants :

COOH 0 Q

0 HO OH
HO g
HO™ ™ YOH HO™ " OH
OH 0 0 OH
Acide shikimique Acide oxalique Acide succinique  Acide quinique
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2.1. Composés phénoliques

2.1.1. Généralité sur les polyphé

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux pour
se défendre contre les agressions environnementales. Il s’agit des dérivés non azotés connus
par une grande variété structurale dont environ 8000 composés ont été identifiés (GHINIM,
W., 2015). Ils sont caractérisés par la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, 1i¢é au moins a un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une

(Bruneton, 2015 ; Saponjac et al., 2016). IlIs

autre fonction : éther, ester, hétéroside

interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant I’odeur, la couleur et le gout

(Dubois et al., 1977). La structure, le

structuraux qui lient ces noyaux sont les caractéres dominants de la classification des

Synthése bibliographique

nols

nombre de noyaux aromatiques et les ¢léments

polyphénols dont les principaux groupes sont (Ross., 2014) :

Phénols simples.
Acides phénoliques.
Flavonoides.
Coumarine.

Tanins.

Lignanes.

Figure 1.3 : Structure d’unité de base des polyphénols.
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Stilbénes.

2.1.2. Principales substances actives

% Phénols simples

Les phénols simples comme le catéchol, le guaiacol et autre phloroglucinol, présentés sur la

(Fig. 1.4) forment une série de composés possédant un ou plusieurs groupements hydroxyles

liés a un noyau aromatique (J. Bruneton (1993).
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Figure 1.4 : Structures chimiques de quelques phénols simples
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% Acides phénoliques
Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette

dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoiques et cinnamiques.

v’ Acides phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénoliques en C6-Cl, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont tres
communs aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside (Laraoui,
H., 2016). Ces composés sont issus de la dégradation de la chaine latérale des composés

cinnamiques.
V' Acides phénols dérivés de ’acide cinnamique

Les acides hydroxycinnamiques sont principalement composés des acides p-coumarique,
caféique, férulique et sinapique. On les trouve a I’état libre ou combiné (esters, amide,

glucosides). Ils acylent fréquemment les divers métabolites (Laraoui, H., 2016).
“* Flavonoides

Les flavonoides (Fig. 1.5) sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. Il existe pres de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (Stockigt et al., 2002)
qui présentent environ 50% des polyphénols. Définis comme étant des pigments rencontrés
dans la plupart des végétaux. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Ils interviennent aussi dans les processus de défense contre le
rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (Bruneton, 2015). Ces
composés ont une structure de base formé de 2 noyaux benzéniques A et B reliés par un

noyau qui est un hétérocycle pyranique (Lobestein, 2010).

Figure 1.5 : Structure de base des flavonoides.

Plusieurs classes de flavonoides (Fig. 1.6) apparaissent en fonction du degré d’oxydation du

noyau pyranique central lors de la biosynthése des flavonoides (Lobestein, 2010).
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Figure 1.6 : Différentes classes de flavonoides

«» Coumarines

A présent plus de 1000 composés coumariques sont isolés, dont plus de 800 sont isolés a

partir des plantes et des micro-organismes (Sakagami et al.,2005).

Les coumarines sont des composées dérivées de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés 2H-1-benzopyran-2-ones qui sont initialement considérés comme étant les lactones
des acides 2-hydroxy-Z-cinnamiques-pyrone, sont généralement substituer en C7 par un
hydroxyde (Lobstein, 2010). FElles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien
combinées avec des sucres, et ils sont responsables de l'odeur caractéristique du foin

(Cowan., 1999).
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Figure 1.7 : structure de base des coumarines
% Tanins
Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols, localisés dans les vacuoles

(Aguilera-Carbo et al., 2007), utilisés pour tanner les peaux.
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Ils possédent la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines
(Fogliani, 2002), ainsi qu’une grande capacité de piégeage des radicaux libres et aussi dans

I’inactivation des ions pro-oxydants (Bruneton, 1999).
Selon leurs structures biochimiques, il existe deux classes de tannins :

v Tannins hydrolysables : Ce sont des esters de I’acide gallique ou de ses

dérivés, associés a un polyol (habituellement le glycose) (Clifford.,1999).

v Tanins condensés : ils ne renferment pas de sucres dans leurs molécules, et
sont de masse molaire élevé, constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre

elles par des liaisons carbone-carbone (Bruneton., 1999).

% Lignanes
Ce sont des composés de large distribution botanique, dont environ 70 familles ont été isoler.
Ils sont formés par dimérisation de trois types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool

coniférique et alcool sinapique (Axelson et al., 1982).

(/ ™~
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Figure 1.8 : Structure générale des lignanes.
% Stilbénes
Les Stilbénes sont des composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les

microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Crozier et al., 2006).

Elles possedent la structure de deux noyaux aromatiques liés par un groupe éthylénique (C6-

C2-C6), avec deux configurations Cis et Trans (Lobstein, 2010).
C

Figure 1.9 : Structure de base des Stilbénes.
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% Alcaloides
Les alcaloides sont des composés azotés, basiques qui se précipitent avec des réactifs
iodométalliques tels que les réactifs de Mayer et Wagner. Ils peuvent étre présents dans tous
les organes de la plante (Sahraoui; 2011). Les alcaloides jouent un role écologique de

défense contre les herbivores, et possédent une puissante action pharmacologique.

Ils constituent un des groupes de métabolites secondaires contenant plus de 10000 a 12000

structures (Stockigt, J., et al., 2002).
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Figure 1.10 : Quelques exemples d’alcaloides

2.1.3. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire tres fine. Les
particules solides ont un diamétre pouvant atteindre jusqu’a 5 pm. Le garnissage est tassé
dans une colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous I’effet d’une haute pression.
L’injection de 1’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible volume de
produit (quelques microlitres) dans 1’éluant sous pression. Apres leur séparation, les différents
constituants de I’échantillon sont détectés en sortie de colonne. Un calculateur assure
I’acquisition et le traitement des données (Audigie et al., 1995 ; Bencheikh, 2005). Cette
technique est peu intéressante pour les fractions volatiles, toutefois elle est efficace pour
étudier les constituants non volatils ou pour opérer des préfractionnements, on peut la coupler

¢galement a un analyseur de masse (Bruneton, 1999).

2.2 Huile essentielle
2.2.1. Définition

Selon la pharmacopée européenne (01-2008 : 2098) I’huile essentielle est un produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére végétale
botaniquement, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche ou par un

procédé mécanique sans chauffage. Une huile essentielle est le plus souvent séparé par la

]
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phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition.

2.2.2. Composition chimique des H. Es.
L'é¢tude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de mélanges

complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes caractérisés
par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés

du phenylpropane (Dorosso Sonate J. 2002).

2.2.3. Méthodes d’extraction des H. Es
La méthode d’extraction dépend exclusivement de [’utilisation ultérieure de [I’huile

essentielle, la pharmacopée européenne préconise les procédés suivants :
2.2.3.1. Meéthodes conventionnelles d’extraction

> Hydrodistillation
C’est une technique simple et plus courante (la méthode de Moritz) basée sur la distillation
des mélanges binaires non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un
alambic rempli d'eau puis I’ensemble est porté a ébullition a pression atmosphérique. La
vapeur d’eau détruit la structure des cellules végétales et libére les molécules volatiles, les
vapeurs formées chargées de 1’essence végétale se condensent au niveau d’un serpentin a
I’aide d’un systeme de réfrigération par courant d’eau avant d'étre récupérées dans un
essencier (vase de décantation pour les huiles essentielles). Une décantation est effectuée par

la suite pour récupérer I’huile essentielle surnageant (BENCHEIKH, S.E., 2017).

> Distillation par entrainement a la vapeur d’eau
L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles
essentielles. A la différence de ’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct
I’eau et la matiere végétale a traiter. Sous l'action de la vapeur d'eau formée dans l'extracteur ;
l'essence se libere du tissu végétal et est entrainée par la vapeur d'eau pour former un mélange
« eau + huile essentielle », le mélange de vapeurs est condensé sur une surface froide et I'huile

essentielle se sépare par décantation (Bruneton.,1993).

L’absence de contact direct entre I’eau et la matiére végétale, évite certains phénomenes

d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile.

2.2.3.2. Méthodes innovantes d’extraction
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» Hydrodistillation assistée par chauffage micro-onde
Ce procédé basé entierement sur le principe de ’hydrodistillation classique consiste a placer
une partie du montage d’hydrodistillation dans le four a micro-ondes. Le matériel végétal est
donc placé en présence d’une quantité d’eau suffisante dans un ballon disposé dans I’enceinte
du four a micro-ondes. Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est complétement
inversé par rapport au chauffage conventionnel puisque le volume traité devient lui-méme
source de chaleur. Les avantages sont la rapidit¢é de I’extraction et la similitude de la

composition de I’huile par rapport a une hydrodistillation classique (R. Deschepper 2017).

2.3 Méthodes d’analyse des huiles essentielles
Plusieurs techniques et méthodes permettent d'analyser quantitativement et qualitativement

une huile essentielle afin d’identifier et de contrdler sa qualité¢ (Fernandez, X., 2017).

2.3.1. Indices physiques : tels que la densité relative, indice de réfraction, angle de

rotation optique. ..

2.3.2. Indices chimiques: comme [!’indice d’acide, indice d'esters, indice de

peroxyde ...

2.3.3. Analyses chromatographiques : La chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse CPG/MS :

C’est une méthode d'analyse qui combine la séparation et l'identification afin
d'identifier et de quantifier précisément de nombreuses substances, elle est basée sur la
séparation des constituants a l’aide de la CPG et leur identification par la
spectrométrie de masse. Les spectres de masse obtenus sont ensuite comparés avec
ceux des produits de référence contenus dans les bibliotheéques informatisées
disponibles, commerciales (NIST/EPA/NIHMass Spectral Library), WileyRegistry of
Mass Spectral Data (Lafferty, M.C. et al.,1994) ... contenant plusieurs milliers de

spectres ; ou identifiés au laboratoire.

2.4 Conservation et condition de stockage
Afin de profiter durablement et au mieux des huiles essentielles, il est primordial de bien les
conserver a ’abri de la chaleur et de la lumicre, dans un endroit plus frais et de préférence
dans des flacons propres et sec en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté. Ces

conditions de stockage permettent d’éviter les risques de dégradation tels que les coupures

]
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oxydatives de propénylphénols, peroxydation des carbures et décomposition en cétones

(Bruneton,1999).

2.5 Toxicité de I’huile essentielle
Bien que les huiles essentielles sont des substances naturelles, cela ne signifie pas qu'elles
sont sans danger pour la santé humaine. Il est ainsi important de connaitre le produit, de
respecter avec précision les doses et de choisir le mode d’administration adéquat pour éviter
la survenue d’effets indésirables. L’huiles essentielle peut s’avérer allergisante, photo
sensibilisante, cytotoxiques, irritante, néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques
principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et allaitantes,

personnes agées ou allergiques ...) (Degryse, A.C et al, .2008).

L’accumulation des essences dans 1’organisme par des prises répétées peut conduire a des
nausées, des céphalées, ... L’ingestion de plus de 10 mL d’huile essentielle provoque des
effets neurotoxique et épéliptogéne par inhibition de I’apport d’oxygene au niveau des tissus

encéphaliques (Baudoux, D, .1997).

3. Activité biologique
L’activité biologique est liée a la composition chimique des extraits de la plante ainsi que les

groupements fonctionnels des composés majoritaires (Lahlou, M.,2004).

3.1 Activité antibactérienne
Les constituants chimiques de 1’huile essentielle ont une propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne
(Keita, 2002). L’action des huiles essentielles s’exerce sur un large spectre de bactéries. Dans
I’ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une série de réactions
biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des caractéristiques des

constituants chimiques présents dans I’huile essentielle (Nazzaro et al., 2013).

3.2 Activité antioxydante
L’activité antioxydante est capable de retarder ’oxydation par des mécanismes indirects tels
que la réduction d’oxygene (Madhavi et al., 1996). Elle est capable aussi de donner des
¢lectrons a ’oxygene radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction
des structures biologiques (Kohen et al.,2002). Les antioxydants sont des substances capables
de protéger I'organisme contre les effets de stress oxydatif (Beirao et al., 2006). 11 existe trois

types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de réparation, et les
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antioxydants non enzymatiques. L’effet antioxydant des huiles essentielles revient a la

présence des groupements d’hydroxyle dans leur structure chimique (Hussain, A.,2009).

4. Méthodologie des Plans d’expériences

4.1. Définition
Les plans d’expériences constituent essentiellement une stratégie de planification
d’expériences afin d’obtenir des conclusions solides et adéquates de manicre efficace et
économique, elles permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent une
recherche scientifique ou des études industrielles et d’obtenir le maximum de renseignements

avec le minimum d’expériences (Jacques GOUPY., 2006).

La méthodologie des plans d’expériences se base sur le fait qu’une expérience
convenablement organisé, conduira fréquemment a analyse et a une interprétation statistique

relativement simple des résultats. (Norme ISO 3534-3).

4.2 Objectif

e Déterminer des valeurs optimales de réglage de différents paramétres pour obtenir une
valeur souhaitée sur un produit.

e Réduire le nombre d’essais a ce qui est strictement nécessaire pour minimiser les
dépenses.

o Identifier les facteurs les plus influents, les interactions éventuelles entre les facteurs,

et le nombre de points de mesures minimum pour obtenir le maximum d’informations.

4.3. Théorie sur I’analyse de données
Aujourd’hui, ’analyse de données est couramment utilisée dans bon nombre d’activités ou de
professions : économistes, médecins, politiciens, chefs d’entreprises, ingénieurs et bien des
bases de disciplines comme : la physique, la chimie, la géologie, I’économie, la sociologie, la
psychologie (KARAM, S., 2004), la biométrie, les sciences médicales. Toutes utilisent des
« fais numériques » qu’on appelle données. Mais ces techniques ne sont pas encore trés
répandues dans le domaine de I’électronique et notamment dans toutes les disciplines relevant
de la technologie comme les techniques d’¢laboration des dépdts ou pourtant elles semblent
étre un outil pertinent. Dans le chapitre 2 de ce mémoire, ’analyse des données a été d’une

grande utilité, dans I’interprétation de résultats et dans la prédiction d’expériences.
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4.4. Statistique descriptive multidimensionnelle
On désigne par statistique descriptive multidimensionnelle 1’ensemble des méthodes de la
statistique descriptive (ou exploratoire) permettant de traiter simultanément un nombre
quelconque de variables de méme nature : toutes quantitatives (Analyse en Composantes
Principales) ou toutes qualitatives (Analyse des Correspondances). Ces méthodes sont
purement descriptives c’est-a-dire qu’elles ne supposent, a priori, aucun modele sous-jacent,
de type probabiliste. Les méthodes les plus classiques de la statistique descriptive
multidimensionnelle sont les méthodes factorielles. Elles consistent a rechercher des facteurs
en nombre restreint et résumant le mieux possible les données considérées. Elles aboutissent a
des représentations graphiques des données (comme des variables) par rapport a ces facteurs,
représentés comme des axes. Ces représentations graphiques sont du type nuage de points ou
diagramme de dispersion, est doivent se faire en dimension réduite : le nuage initial, situé
dans un espace de dimension p, sera réduit ou projeté en dimension q. Le nombre q de

facteurs retenus sera compris entre 1 et p ; le plus souvent, 2 ou 3 (BAAZIZ, B., 2017).

Plusieurs méthodes sont développées a savoir : Analyse en Composantes Principale (ACP),
Analyse Factorielle des Correspondances (AFC), Analyse des Correspondances Multiples
(ACM), Analyse Factorielle Discriminante et Analyse Canonique (méthodes factorielles plus
particulieres), ainsi que les méthodes non factorielles (principalement la classification)

(BACCINI A. 2010).

4.5. Analyse en composante principale A.C.P

4.5.1. Présentation générale sur ’ACP
L’Analyse en Composante Principale (ACP) est une méthode d’analyse de données
multidimensionnelles et plus particuli¢rement une analyse factorielle. Elle est née d’un besoin
qui s’impose comme une évidence dans le domaine scientifique ou, aujourd’hui on est appelé
a manipuler de grands ensembles de données. Le propre de I’ACP est de raisonner sur un
nombre quelconque de variables: dans toute problématique ayant des résultats ou
interviennent de trés nombreuses variables, il est intéressant de pouvoir les traiter ensemble et
non plus seulement deux a deux, (J. DE LAGARDE., 1995). Ce type d’analyse représente, la
meilleure introduction aux méthodes offertes par la statistique exploratoire des données
multidimensionnelles. Il a fallu attendre la démocratisation des outils informatiques (a partir

des années 60) et la diffusion de logiciels spécialisés pour rendre accessibles, a un large
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public, différentes méthodologies comme 1I’ACP permettant de résumer, souvent sous forme

de représentations graphiques utilisant des projections, de grands tableaux de données.

4.5.2. Objectif de PACP
L’analyse en composantes principales (ACP) est la méthode de classification la plus courante,
elle fait partie du groupe des méthodes descriptives multidimensionnelles appelée méthodes
factorielles. L’ACP propose a partir d’un tableau rectangulaire de données comportant les
valeurs de p variables quantitatives pour n unités (appelées aussi individus), des
représentations géométriques de ces unités et de ces variables permet ainsi d’établir des

liaisons entre ces variables.

4.5.3. Principe de ’ACP

e Le principe général de I’ACP est de réduire la dimension des données initiales (qui est
p si ’on considére p variables quantitatives), en remplacant les p variables initiales par
q facteurs appropries (q < p).

e Une rotation des axes dans I’espace des facteurs est effectuée afin que le premier axe
soit dans le sens du plus grand allongement du nuage de point, le deuxiéme axe soit
dans le sens du second plus grand allongement du nuage de point etc. Cette rotation
revient a chercher de nouveaux axes appelés composantes principales qui sont des
combinaisons linéaires des variables de départ.

e Les composantes principales qui apportent peu d’informations sur la forme sont
¢éliminées

e La quantité d’information conservée (perdue) est quantifiée et est appelée I’inertie.

L’ACP est une technique qui permet de calculer les coefficients de corrélation linéaire entre
chaque variable initiale et chaque facteur retenu (calcul des corrélations variables-facteurs)

(BAAZIZ, B., 2017).

4.5.4. Démarche d’une analyse factorielle

» Construction des axes principaux

Les droites et les plans issus d’une ACP ne sont pas réalisées avec les variables initiales mais
avec des « indices synthétiques » obtenus a partir de « combinaison linéaires » des variables
initiales. Parmi tous les indices possibles I’ ACP recherche d’abord celui qui permet de voir au
mieux les individus c’est-a-dire celui pour lequel la variance des individus est maximale : cet
indice est appelé 1°° composante principale portée par le 1° axe principal appelé axe 1 ou

PC1. Une certaine proportion de la variation totale des individus est expliquée par cette
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composante principale. Ensuite une deuxiéme composante principale est recherchée, et ceci

sous trois conditions :

e R (PC1, PC2) =0 (R est le coefficient de corrélation) ; En effet, le but de I’ACP
¢tant de former un nouveau repére orthonormé, la condition nécessaire est donc la
perpendicularité des axes 1 et 2.

e La variance (PC2) doit étre, a son tour, la plus grande possible. Ainsi, cette
deuxi¢éme composante principale fournit la plus grande information possible
complémentaire a la premiere. Le processus se déroule jusqu’a 1’obtention de la
p™ et derniére composante principale, les parts d’informations expliquées par
chacune d’elles devenant de plus en plus faibles (avec p variables, on obtient p
composantes principales).

e L’intersection de tous les axes principaux se situe au centre de gravité du nuage de

points.

La figure (1.11) illustre la projection des individus dans le plan principal formé par les deux
premicres composantes principales PC1 et PC2. La projection en trois dimensions (repére X1,

X2, X3) au lieu de p dimensions, impossible a représenter.

Centre de gravité K

Projection de

'individu i

Figure 1.11 : projection des individus dans le plan
principal
En conclusion, la phase essentielle de I’ACP consiste a transformer ces p variables
quantitatives initiales, toutes plus ou moins corrélées entre elles, en p nouvelles variables

quantitatives, non corrélées, appelées composantes principales.
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> Analyse de données

On considére p variables quantitatives, notées X',..., X, ..., XP, observées sur n individus,

notés 1, ..., i, ... , n. L’observation de la variable X/ sur I’individu i, X (i), sera plus

simplement notée XU (X =1 ou -1) (BACCINI A., 2010). Les données se présentent ainsi
sous le schéma d’un tableau et d’un cercle comme suit :

1

0,8

0,6

-1 -0,5 0 0,5 1
PC1 (44 %)

Figure 1.12 : Cercle des corrélations dans le plan
principal (PC1-PC2)
X1 et X5 sont positivement corrélées.

X1 et X3 sont inversement corrélées.
X2 est inversement corrélée a X5 et X4.

X5 et X4 sont indépendantes.

AN N NN

X3 et X4 sont positivement corrélées.

» Interprétation

0°< valeur absolue de ¢< 90 °: les variables sont corrélées dans le méme sens. Par exemple,

quand la valeur de X1 augmente, la valeur de X5 augmente aussi.

90 °< valeur absolue de ¢< 180 °: les variables sont inversement corrélées. Quand X1

augmente, X3 diminue. De la méme manicre quand X2 augmente X5 diminue.

® proche de 90 °: les variables sont indépendantes, c"st-a-dire non corrélées par exemple,

X5 et X4 varient de maniere indépendante, il n'existe aucune relation entre ces deux variables.
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Chapitre 2 Matériel et méthodes

La partie « matériel et méthodes » présente les réactifs a utiliser, les méthodes et les

manipulations a réaliser et les tests d’analyse ou d’identification des extraits obtenus.
Dans les circonstances ordinaires, il était prévu d’exécuter les taches suivantes :

v’ Effectuer les tests phytochimiques permettant d’identifier qualitativement la
composition de la plante ;

v Procéder a ’extraction et a la caractérisation des métabolites secondaires de la plante
Tuberaria lignosa,

V" Suivit de I’évaluation de Iactivité biologique, effet antibactérien et antioxydant des
métabolites secondaires.

v" Enfin, préparation et controle qualité d’une créme formulée a base des extraits de la

plante.

Au vue des conditions sanitaires vécues et des conséquences engendrées, I’accés aux
laboratoires pédagogiques de la faculté n’était pas autorisé, les seuls travaux pratiques que nous

avons pu réaliser sont :

v Larécolte et le séchage de la plante,
v’ L’extraction de substances naturelles de la plante Tuberaria lignosa,

v L’examen de I’effet antibactérien.

Nous avons comme méme tenu a présenter 1’intégralité de cette partie dans le but de constituer

un travail préliminaire pour les futurs étudiants inscrits dans la méme spécialité.
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1. Matériel
1.1.

leur formule chimique sont regroupés dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Produits chimiques utilisés ou a utiliser.

Matériel et méthodes

Matériel chimique (réactifs et solvants) : les produits utilisés/a utiliser ainsi que

Réactifs et solvants Formule Réactifs et solvants Formule
_ chimique
chimique
Ether diéthylique (C2H5)20 Acide acétique CH;COOH
Chlorure de sodium NaCl Iodure de potassium KI
Sulfate de sodium Na2S04 Thiosulfate de sodium NazS203
0.01M
anhydre
Ethanol, 96% C:HsOH Acide chlorhydrique HC1
Hydroxyde de potassium
0,1 M et 0,5N KOH Régctlf de M?lyer
Acide ascorbique
Chloroforme CHCl3 Réactif de Wagner
Copeaux de Mg //Chlorure de fer (1I1) 4 1% FeCls
Anhydride acétique C4HsO3 Acide sulfurique H>SO4
Ammoniaque NH4+OH Ether de pétrole CHs-(CH2) n-CH3
Ampoi d’amidon +
phénophtaléine / Méthanol CH3;0H
Butanol CH3-(CH2);0H DPPH CisH12N50¢

1.2

L’ensemble de matériel utilisé/a utiliser est regroupé dans le tableau 2.2.

Matériel de laboratoire :

——
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Tableau 2.2 : Matériel de laboratoire utilisé/a utiliser durant le travail.

Equipement et dispositifs

Balance analytique, chauffe ballon, hotte, étuve, thermométre,
bain marie, micro-onde, papier pH, rota vapeur, papier wattman
N 3.

Verrerie

Béchers, cristallisoirs, verre de montre, fiole jaugée, seringue,
éprouvette, ballon, ballon tri-col, pipette, micropipette, tubes en
verre, boites de pétri, écouvillons, pipettes pasteur,
pycnometre, flacons, burette, Erlenmeyers, entonnoir, spatules,
mortier.

Matériel Végétal

Tuberaria Lignosa

Matériel de mesure et analyse

UV-visible, Viscosimetre, Turbidimetre, microscope, pH-

métre.

Matériel microbiologique

Boites de pétries, milieux de cultures , anse calibrée

1.3.  Matériel végétal

> Récolte et séchage de la plante

Les parties aériennes du « Tuberaria lignosa » ont été récoltés pendant la période de floraison
au mois de Mai 2020, dans la forét du village d’AGOUNI GUIZEM dans la commune
d’AZAZGA a 750 métres d’altitude, a 38 Km de 1’est de la ville de Tizi Ouzou.

L’identification et la reconnaissance de la plante a été effectuée par les professeurs SMAIL Noria

et Abdelkader Nabil BENGHANEM, enseignants au niveau du Département de Biologie de La

Faculté Des Sciences Biologiques et Agronomiques de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi

Ouzou.

Le matériel végétal (environ 3kg) recueilli a été nettoyé des débris puis séché a une température

ambiante a I’ombre a I’abri de la lumiére et de I’humidité.

Figure 2.1 : Photo de la partie aérienne du Tuberaria Lignosa

21

——
—




Chapitre 2 Matériel et méthodes

2. Méthodes

2.1. Evaluation du taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. L’évaluation
du taux d’humidité des plantes, consiste a sécher une masse des feuilles de la plante a I'étuve a
une température de 105 £ 5 °C pendant environ 2 heures (Fadil, M., et al., 2015). Le calcul est

effectué a I’aide de 1’équation suivante :

m —m
(%)H = ———2 %100
my

Avec :
H : Taux d’humidité (en %).
m, : Masse de 1’échantillon avant séchage (en g).

My : Masse de 1’échantillon aprés séchage (en g).

2.2.  Etude phytochimique

Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs effectués sur un décocté afin de caractériser
les différents groupements chimiques contenus dans un organe végétal, ils sont basés sur les
réactions colorimétriques et de précipitation par ajout de réactifs spécifiques (Harbone et al,

1998).
2.2.1. Préparation du décocté

1375 g des parties aériennes de la plante Tuberaria Lignosa, préalablement séchés ont été
introduits dans la cucurbite rempli d’eau distillée, couvert afin d'éviter l'évaporation des

principaux composants et laissés décocter 3h. Le décocté est filtré et gardé au frais.
a. Protocole d’identification des alcaloides
Introduire 1 mL du décocté dans deux tubes a essai,

e Dans le premier tube, acidifier le milieu par quelques gouttes de HCI, et ajouter
quelques gouttes de réactif de Mayer.

e Dans le second tube rajouter quelques gouttes de réactif de Wagner.
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La présence d’alcaloides est caractérisée par la formation d’un précipité de couleur blanc-

jaunatre pour la premiere réaction et brun pour la deuxiéme (Stockigt J., et al., 2002).
b. Protocole d’identification des flavonoides

Introduire SmL du décocté dans un tube a essai auquel il faut ajouter 4mL d’alcool d’éthanol,
ImL d’acides chlorhydrique (HCL) et apres agitation quelques copeaux de magnésium,
I’apparition d’une coloration rose ou rouge indique la présence des flavonoides (Békro et al,

2007).
c. Protocole d’identification des Saponosides

Introduire dans un tube a essai 10mL de la solution a analyser. Agiter le tube dans le sens de la
longueur pendant 15 secondes a raison de 2 agitations par seconde (soit 30 agitations). Apres

un temps de repos de 15min, la hauteur de la mousse dans le tube est mesurée.

La formation d’une mousse stable de hauteur supérieur a 1cm, persistant plus de 15min indique

la présence des Saponosides (Alain dit philippe Bide et al., 2011).

d. Protocole d’identification des Tanins

Introduire SmL du décocté dans un tube a essai auquel il faut ajouter ImL d’une solution
aqueuse diluée de chlorure de fer (III) (FeCls) a 1%. La présence de tanins est caractérisée par

une coloration verdatre ou bleu noiratre (Békro et al. 2007).

e. Protocole d’identification des stérols et triterpenes (Réaction de

Liebermann Buchard)

Introduire 10mL du décocté dans un bécher, auxquelles il faut ajouter SmL d’anhydride
acétique et SmL de chloroforme. A I’aide d’une pipette, ajouter ImL de H>SO4 concentré sur
la paroi du bécher sans agiter. La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact
des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant révelent la présence de

stérols et triterpénes (A. Sofowora., 1993).
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f. Protocole d’identification des anthocyanes

Introduire 1mL du décocté dans un tube a essai et rajouter 3mL de H>SO4 concentré et ImL de
NH4OH. Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu en milieu basique, cela

indique la présence des anthocyanes (Békro et al, 2007).

2.3. Isolation des polyphénols
2.3.1. Isolation des tannins

» Préparation de I’extrait aqueux

Dégraisser par macération 30 g de poudre végétale dans 100 mL d’éther de pétrole pendant 24
h. Effectuer une filtration afin de récupérer le marc et ¢liminer la chlorophylle et les lipides (S.

Feknous et al, .2014).
» Isolation

Reprendre le marc récupéré avec S0mL d’éther diéthylique pendant 30 min, ensuite filtrer pour
¢liminer les phénols, les catéchines et I’acide oxybutyrique. Reprendre une autre fois le marc
avec 100 ml de méthanol pendant 30 min, puis filtrer dans un ballon préalablement taré.
Soumettre le filtrat méthanolique a une évaporation sous vide pour obtenir un résidu sec. C’est

’extrait pur de tanins qu’il faut ensuite peser.

2.3.2. Isolation des flavonoides

» Préparation de I’extrait aqueux

Macérer une masse de 30 g de poudre végétale dans 100 mL de méthanol pendant 72 h. Apres
filtration sous vide le méthanol est éliminé alors que le résidu sec doit étre traité avec 50 mL

d’eau tiede pour I’obtention d’un extrait aqueux (S. Feknous et al, .2014).

» Isolation
= Dans une ampoule a décanter, procéder a une série d’opérations d’extraction liquide-liquide
par ajout de plusieurs fractions de solvants non miscibles a I’extrait aqueux obtenu.
L’addition de trois fractions de 30 mL de chloroforme chacune permet I’¢limination de la
chlorophylle et des lipides.
= L’ajout de trois fractions de 30mL d’éther diéthylique chacune permet d’extraire les génines

et les flavonoides libres.
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= L’ajout de trois fractions de 30mL chacune d’acétate d’éthyle permet 1’élimination des
monosides et entraine la majorité des hétérosides flavoniques.

= L’ajout pour la derni¢re phase aqueuse trois fractions de 30mL chacune de butanol pour
récupérer la phase alcoolique. Récupérer et soumettre cette derniére phase contenant les
flavonoides a une évaporation sous vide pour I’obtention du résidu sec, c’est I’extrait pur

des flavonoides qu’il faut ensuite peser.

2.3.3. Evaluation du rendement des métabolites secondaires

Le rendement en extrait sec (de flavonoides ou tanins) est évalué¢ a la base de la formule

suivante :

sec

M
R(%) = T * 100

m

M;e. : masse de I’extrait sec en g.

M : masse de la mati¢re végétale en g

2.4. Meéthode d’extraction de substances naturelles

L’extraction des substances naturelles est réalisée par hydro distillation (figure 2.2). Il s’agit
d’un équipement en acier inoxydable chauffé par une chaudiére a gaz et muni d’un serpentin
congu pour la réfrigération des vapeurs de solvant. Cet appareil est utilisé pour les extractions

a échelle pilote, fabriqué par une entreprise algérienne.

Col de
cygne
Cucurbite
Réfrigérant
Chaudiére
a gaz
Vase
Florentin

Figure 2.2 : Photo du montage a extraction par hydrodistillation.
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L’extraction consiste a immerger directement le matériel végétal (1375g) séchée dans le
cucurbite rempli d’une quantité d’eau distillée suffisante, pour recouvrir la matiere végétale,
ensuite le mélange est porté a ébullition a I’aide d’une chaudiere a gaz pendant 3h. Sous I’effet
de la chaleur, les cellules renfermant les substances odorantes éclatent et I’'H.Es est entrainée
avec la vapeur d’eau. Le mélange monte alors dans le col de cygne et passe ensuite dans le
réfrigérant, il est en permanence refroidi par une circulation d’eau et se condense. Le distillat
est recueilli dans un essencier servant a la décantation de I’huile et de I’hydrolat (vase

Florentin).
2.4.1. Evaluation du rendement de ’extraction

Le rendement de I’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle
obtenue par extraction et la masse totale du matériel végétal traité. Il est exprimé en

pourcentage.

M
RHE (%) = VH +100

v

RHE : Rendement en Huile essentielle en %.

My : Masse d’huile essentielle récupérée en gramme.

Myv : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.

2.5. Etude biologique
2.5.1. Activité bactériologique

Afin d’étudier la stérilité de notre extrait et la présence des germes pathogénes nous avons

effectué un test cytobactériologique sur différent milieux de cultures.

2.5.1.1. Méthodes de dénombrement des germes
La technique choisie est la METHODE DE L’ANSE CALIBREE, Cette méthode est la
méthode manuelle actuellement la plus utilisée, elle nécessite un milieu non sélectif coulé
en boite de Petri et une anse calibrée de 10 pL. Plusieurs milieux peuvent étre utilisés allant
de milieux classiques type BCP ou CLED a des milieux chromogenes plus performants
(CPS3, URISELECTA4...). Ces derniers ont comme avantage de permettre une orientation
rapide voire une identification directe des bactéries, c’est un gain de temps. Les milieux

de culture utilisés sont :
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v" Gélose Chromagar: Milieu d’isolement, d’identification directe et de
différenciation des bactéries (E-coli (rose), Klebs-cilla (violet), Pseudomonas
(verdatre), Staphylococcus aureus (blanc)...).

v Sabouraud : Milieu acide d’isolement des levures et moisissures.

v" Hektoen : Milieu d’isolement des Salmonelles, shigelles et de nombreuses
GRAM- qui peuvent se développer sur ce milieu.

v" Chapman : Milieu sélectif, permettant la croissance des germes halophiles, on
peut suivre la fermentation du mannitol, par virage au jaune de I’indicateur
coloré, le rouge phénol.

v Gélose au sang cuit : Milieu d’isolement enrichi, préconisé pour I’étude des
Neissiria notamment le méningocoque et aussi pour la culasse de Haemophilus

influenza.

Hektoen

Chromagar

Chapman

Gélose au Sang cuit

Sabouraud

Figure 2.3 : Milieux de cultures utilisés

2.5.1.2. Ensemencement
L’ensemencement se fait selon les étapes suivantes :

v Déposer 10 pL de I’extrait bien homogénéisée sur un rayon de la boite a 1’aide d’une
anse calibrée stérile (Fig.2.4.(a)).

v Etaler le dépot en stries perpendiculaires au rayon sur toute la surface de la gélose
(Fig.2.4.(b)).

v" Incuber 24 a 72 heures a 37°C.
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v L’ensemencement se fait prés d’un bec bunsen d’un diamétre de 15 a 20cm afin d’éviter

la contamination.

U, _

Figure 2.4 : Méthode d’ensemencement

Bec bunsen

Anse calibrée

2.5.2. Evaluation du pouvoir antioxydant
Le pouvoir antioxydant de I’extrait de Tuberaria Lignosa est évalué par le Test de DPPH®.
v" Principe du test au radical DPPH®

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®) est un radical organique stable
de couleur violette, qui absorbe a 517nm. Sa stabilité est due au fait qu’il posséde un électron
non apparié sur un atome du pont d’azote. En présence d’agents antioxydants qui sont des
donneurs d’hydrogene (AH), le composé est réduit en une forme non radicalaire DPPH-H (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazine) et vire au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance

(D. Bruyne T, 1999).

La réaction peut étre représentée par 1’équation suivante (figure 2.5) :

e b S A
Ry

Violet Jaune

Figure 2.5 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant
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v" Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par dissolution de 4mg de DPPH dans 100mL de méthanol,

ensuite diluée jusqu'a obtention d’une absorbance allant de 0,7 a 0,9.

Avec les métabolites secondaires, préparation des solutions méres de concentration 50mg/mL
et 100mg/mL ; pour les extraits, les solutions méres préparées sont de concentration de

Smg/mL.

Apres la préparation des solutions meéres, réaliser une dilution de ces dernieres afin d’avoir des

concentrations de 75 %, 50%, 25%, 12,5% (solutions filles).

Additionner 50uL de chacune des solutions méres et solutions filles & 2mL de DPPH, apres
30min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, lire les absorbances. Utiliser I’acide

ascorbique comme témoins positif (référence).

L’activité antioxydante est calculée par I’équation suivante :
1% =100 « (Ayg — A.) /Ay

Avec :

1% : le pourcentage d’inhibition.

Ay : ’absorbance du blanc sans métabolites secondaire.

Ae: ’absorbance de 1’échantillon.

2.6. Formulation pharmaceutique

2.6.1. Composition et préparation de la formulation

La formulation choisie est la préparation d’une créme ayant pour composition :

Sulfatede Zinc ..........cooiiiiiiiiiiiiie 0.35¢g
Sulfate de cuivre .........oooeiiiiiiiiiiii, 0.10g
Oxyde de ZinC .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 10g
Eaupurifiée ..o 10g
Lanoline .......ccooviiiiiiiiii 20g
Extrait de Tuberaria Lignosa ................................ lg
Vaseline blanche ..., 59.55¢g
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Dissoudre les sels de zinc et cuivre dans I’eau purifiée en y ajoutant 1’extrait de la plante ;
Tamiser I’oxyde de zinc ;

Faire fondre le mélange lanovaseline @ une température avoisinant les 60° c, y incorporer

1”oxyde de Zn. Laisser refroidir ;
Incorporer la solution obtenue dans le mélange lanovaseline, mélanger jusqu’a homogénéité.

2.6.2. Controle qualité de la formulation pharmaceutique

e Examen macroscopique : apprécier les caractéres organoleptiques tels que la couleur,
I’odeur et I’homogénéité en étalant la pommade sur une surface colorée et regarder s’il y a
des agrégats blancs visibles a I’ceil nu.

e Examen microscopique : a ’aide d’un microscope qui permet d’apprécier la taille des
particules.

e Mesure du pH : Le pH de la créme est déterminé par un pH métre. Ce premier doit étre

neutre pour éviter toute irritation de la peau.

La créme doit étre conservée a I’abri de la lumiére et la chaleur dans des pots en plastiques ou
en verre brun, tubes avec une fermeture vissée et étanche afin d’éviter ’oxydation de la

substance.
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1. Taux d’humidité

La masse de la plante avant séchage : m; = 3000 g
La masse de la plante apres séchage : mg= 1375¢g

La plante a été séchée a ’air libre, le taux d’humidité évalués pour les feuilles de Tuberaria
Lignosa est de 54%. Ceci signifie que plus de la moitié¢ du poids de la plante utilisée, est

constitué¢e d’eau. Ce résultat est présenté sur la figure (3.1).

MS
46%

Figure 3.1 : Teneur en eau et en maticre séche (MS) de plante utilisée

2. Rendement d’extraction de I’huile essentielle de Tuberaria Lignosa

Le distillat illustré sur la photo de la figure 3.2 montre 1’absence totale de séparation de phase
indiquant un rendement en huile essentielle tres faible, ceci est étroitement li¢ a I’altitude de la
région de la zone de récolte, a la période de cueillette de la plante et aussi au procédé
d’extraction, appuyant ainsi le manque d’étude antérieur réalisée sur les H.Es. de la plante

étudiée.

En raison du trés faible rendement de I’H.Es. de Tuberaria Lignosa nous n’avons pas pu

effectuer les tests d’identifications prévus (CPG/SM) sur cette huile.
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Figure 3.2 : Photo du distillat obtenu par hydrodistillation

3. Rendement des métabolites secondaires

Les tests phytochimiques sur I’extrait de décoction (figure 3.3) prévus, et I’extraction des
métabolites secondaires qui fait appel a des lavages successifs de I’extrait par plusieurs solvants
de polarités différentes suivit par un séchage au rota vapeur, n’ont malheureusement pas été

réalisé en raison de la fermeture des laboratoires en rapport avec la situation sanitaire due au
Covid-19.

Figure 3.3 : Photo du décocté obtenu apres hydrodistillation
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4. Examen cytobactériologique

L’activité antibactérienne de I’extrait de Tuberaria Lignosa a été testée dans 05 différents

milieux de culture : Gélose Chromagar, Sabouraud, Hektoen, Chapman et gélose au sang cuit.

L’incubation des boites de pétri est réalisée dans une étuve a 37°c pour les milieux Gélose
Chromagar, Sabouraud, Hektoen, Chapman (figure 3.4), et dans une boite avec bougie (figure

3.5) pour le milieu gélose au sang cuit.

Figure 3.4 : Photo de I’incubation en étuve Figure 3.5 : Photo de I’incubation avec bougie

Aprés 24 heures d’incubation, nous avons effectué une 1° lecture sur les 05 milieux de culture

testés, aucun développement de la flore bactérienne ni formation de colonie n’est constaté.

Figure 3.6 : Photo de la 1°° lecture aprés 24h

Le méme constat est fait aprés 72 heures d’incubation (tigure 3.7)
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Figure 3.7 : Photo de la 2™ lecture aprés 72h

D’apres les résultats obtenus, le compte rendu procuré par le laboratoire d’analyses, photo de
la figure 3.8 et la confirmation du diagnostic du Dr BERCHICHE médecin biologiste, nous
pouvons dire que I’extrait des substances naturelles de Tuberaria Lignosa ne développe aucun
germe par conséquent notre échantillon est stérile et peut étre utilisé lors de la formulation

pharmaceutique.
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Figure 3.8 : Photo du compte rendu de I’analyse cytobactériologique
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5. Apercu statistique des études antérieures

Cette partie du travail concerne I’analyse par la méthode ACP des résultats des études

antérieures en rapport avec la plante Tuberaria Lignosa et le genre de la famille des Cistaceae,

pour cela, nous avons sélectionné sept (07) articles traitant :

= [’¢évaluation du rendement d’extraction des substances naturelles par différentes
méthodes en rapport avec la méthode de séchage, la forme (broyée ou non broyée) et la

partie (feuilles ou fleurs) de la plante, le solvant et la durée d’extraction.

* Du pouvoir antioxydant, ce dernier est examiné en tenant compte de la méthode de

séchage, la teneur en composés phénoliques et le solvant d’extraction.

5.1. Evaluation des facteurs influencant le rendement d’extraction

Les facteurs influencant le rendement d’extraction sont représentés dans le Tab (3.1), selon les

différentes références consultées.

Tableau 3.1 : Facteurs influencant le rendement d’extraction

Facteurs influencant le rendement
Réf | Exp | R (%) Méthodes d’Extraction Temps Solvant Partie Forme
D’Ext : 4
Mac¢ | Infus | Déco | Perc | (miny | H2O | EtOH | Feuilles | Fleurs broyée | T v | Séchage
Cl1 C6 C7 C8 C9 C13 C10 Cll1 C3 Cc4 C5 C12 C2

R (%) MmacA Minﬁ MdécA Mper text. HZO EtOH PFeu Pﬂe FbroyA T C Séch
[1] 1 13.56 | Mn - - - 2880 - - P - Broy. 25 Amb.
[3] 2 10.51 M - - - 1440 | H,O - P¢ - Broy. 25 Amb.
3 07.51 A% - - - 1440 | H.O - - Py Broy. 25 Amb.
4 10.51 M - - - 1440 - EtOH P¢ - Broy. 25 Amb.
5 07.51 M - - - 1440 - EtOH - Py Broy. 25 Amb.
[4] 6 11.8 - M; - - 5 HO - Ps - - 25 Amb.
7 21.2 - - My - 10 HO - Ps - - 25 Amb.
8 16.0 - M; - - 5 HO - Ps - - 25 Amb.
9 19.7 - - My - 10 H,O - P¢ - - 25 Amb.
10 17.1 - M; - - 5 HO - Ps - - 25 Amb.
11 20.8 - - My - 10 HO - Ps - - 25 Amb.
[5] 12 7 - M - - 60 H,O - P - Broy. 65 Fraic.
13 10 - M - - 60 H,O - P - Broy. 65 Fraic.
[6] 14 10.6 - - - M, | 7200 - EtOH Py - Broy. 25 Amb.
15 15.4 - M; - - 30 H,O - P - Broy. 25 Amb.
16 32.2 - - - M, | 7200 - EtOH P¢ - Broy. 25 Amb.
17 3 - M; - - 30 H,O - P - Broy. 25 Amb.
[7] 18 11.9 - - - M, | 1440 - EtOH Pe - Broy. 25 Amb.
19 10.5 - - - M, | 1440 - EtOH Pr - Broy. 25 Amb.
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e Rendement R (%): Rendement des métabolites secondaires
e Meéthodes d’Extraction : les différentes méthodes d’extraction utilisées par les
différents auteurs ; Macération (Macé), Infusion (Infus), Décoction (Déco) et
Percolation (Perc).
e Temps d’extraction (Temps d’Ext) : la durée de I’extraction en minute et qui differe
d’une méthode a une autre.
e Solvant : c’est le solvant utilisé lors des extractions soit H>O ou EtOH.
e Partie : indique la partie utilisée de la plante lors de I’expérience, les feuilles dans la
majorité des cas et les fleurs dans d’autres.
e Forme : concerne la forme de la plante au moment de I’extraction soit broyée ou bien
non broyée.
e Température T °c : température d’extraction.
e Séchage : indique si la plante est utilisée séche ou fraiche.
Nous avons utilisé la méthode statistique nommée Analyse en Composante Principale (A.C.P)
adaptée a I’outil informatique : le logiciel STATISTICA 2010. L’ACP a pour objectif de

présenter, sous une forme graphique le maximum de I’information contenue dans une table de

données, basées sur le principe de double projection sur les axes factoriels (Lagarde, 1995).

Le traitement des données par I’analyse en composante principale, considére comme variables
le Rendement (R%), Séchage, Partie (Feuilles/Fleurs), Forme broyée ou non, Méthodes
d’extraction (Macération, Infusion, Décoction et Percolation), Solvant d’extraction (H.O,
EtOH), Température, Temps d’extraction, et comme individus les 19 résultats tirés de

expériences réalisées par les différents auteurs.
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Tableau 3.2 : ACP Variables/individus (rendement)

R(%) Séch Preu. | Prie. Fbroy. Mmac. | Minf. | Mdéc. Mper. H0 | EtOH T°c text.

1 /13,56 |Amb. |Pf 0 Broy. |Mm 0 0 0 0 0 25 2880
2 10,51 |Amb. |Pf 0 Broy. |Mm 0 0 0 H20 |0 25 [1440
3751 |Amb. [0 Pfl  |Broy. |Mm 0 0 0 H20 |0 25 [1440
4 10,51 |Amb. |Pf 0 Broy. |Mm 0 0 0 0 EtOH (25 1440
5 751 |Amb. [0 Pfl  |Broy. |Mm 0 0 0 0 EtOH (25 1440
6 11,8 |Amb. |Pf 0 0 0 Mi 0 0 H20 |0 25 |5
7 21,2 |Amb. |Pf 0 0 0 0 Md 0 H20 |0 25 |10
8 |16 Amb. |Pf 0 0 0 Mi 0 0 H20 |0 25 |5
9 19,7 |Amb. |Pf 0 0 0 0 Md 0 H20 |0 25 |10
10 17,1 |Amb. |Pf 0 0 0 Mi 0 0 H20 |0 25 |5
11 20,8 |Amb. |Pf 0 0 0 0 Md 0 H20 |0 25 |10
12 |7 Fraic. |Pf 0 Broy. |0 Mi 0 0 H20 |0 65 |60
13 |10 Fraic. |Pf 0 Broy. |0 Mi 0 0 H20 |0 65 |60
14 10,6 |Amb. |Pf 0 Broy. |0 0 0 Mp 0 EtOH (25 |7200
15 (154 |Amb. |Pf 0 Broy. |0 Mi 0 0 H20 |0 25 |30
16 (32,2 |Amb. |Pf 0 Broy. |0 0 0 Mp 0 EtOH (25 |7200
17 3 Amb. |Pf 0 Broy. |0 Mi 0 0 H20 |0 25 |30
18 (11,9 |Amb. |Pf 0 Broy. |0 0 0 Mp 0 EtOH (25 1440
19 10,5 |Amb. |Pf 0 Broy. |0 0 0 Mp 0 EtOH (25 1440

L’inertie des axes factoriels indique la présence de corrélation entre les variables et suggere
d’autre part le nombre de composantes principales a interpréter. Les deux premiers axes F1 et
F2 expriment 56.31% de ’inertie totale, c’est-a-dire 56.31% de la variabilité totale du nuage
des individus. L’inertie totale est représentée par le Tab (3.3) qui exprime la variance contenue
dans I’ensemble du jeu de données actif. Les 8 axes qui restent n’apportent pas beaucoup
d’informations. On ne retient donc que les deux premicres dimensions afin d’interpréter

I’analyse.
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Tableau 3.3 : Corrélations entre variables et Facteurs F1/F2/F3

Factor coordinates of the variables, based on correlations (ACP-R-zéro)

Factor 1 Factor 2 Factor 3
R(%) 0,025100 -0,761728 0,183300
Séch -0,441350 0,376409 -0,662265
Peeu. -0,342322 -0,693409 -0,471786
Pele. 0,342322 0,693409 0,471786
Foroy. 0,567033 0,494591 -0,493559
Mmac.  |0,427060 0,604464 0,397900
Mint. -0,712513 0,186226 -0,385097
Mgec.  |-0,331890 -0,487589 0,516734
Mper. 0,678631 -0,437128 -0,436309
H.0 -0,894943 0,098622 0,219828
EtOH 0,860084 -0,128157 -0,248513
ToC -0,441350 0,376409 -0,662265
text. 0,762538 -0,256980 -0,260408

L’axe F1 est exprimé sur son pole positif par, Furoy (forme broyée), Myper (Méthode de
percolation), EtOH, tex: (temps d’extraction). Tant dit que sur son pdle négatif par Mins
(Méthode d’infusion), H20.

L’axe F2 est quant a lui exprimé sur son pdle positif par ; Pre (Partie fleurs), Mmac (Méthode

de macération). Alors que sur son pole négatif, il est exprimé par ; R (%), Preu (Partie feuilles).

Les analyses statistiques des résultats ont donné une distribution de variables dans I’ACP qui
est sous forme de projection dans I’espace des axes F1 et F2 (figure. 3.9). Chaque variable porte

en elle une partie de I'information originale (part d’inertie) et une partie d’information
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redondante qui vient de la corrélation entre les variables. Les coordonnées factorielles de ces

variables sont obtenues par une projection orthogonale sur les deux axes F1-F2.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1x 2)

05

0,0 f

Factor 2 : 23,01%

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 33,30% O Act

Figure 3.9 : projection des variables dans 1’espace des axes F1-F2

La projection des variables dans I’espace selon I’axe F1 montre que la méthode d’extraction de
percolation est corrélée positivement avec la forme broyée de la plante ainsi que le solvant
EtOH et le temps d’extraction, alors qu’elle est corrélée inversement avec le solvant H2O.
Contrairement a la méthode d’extraction par infusion qui est corrélée positivement avec le

solvant H>O et inversement avec la forme broyée, le solvant EtOH et le temps d’extraction.

Selon I’axe F2 le rendement d’extraction est corrélée positivement avec la partie feuille de la

plante et inversement avec la partie fleur et la méthode d’extraction par macération.
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5.2. Evaluation des facteurs influencant le potentiel antioxydant

Les facteurs influencant le potentiel antioxydant sont représentés dans le Tab (3.4), selon les

différentes références obtenues.

Tableau 3.4 : Facteurs influengant le potentiel antioxydant

Facteurs influengant le potentiel antioxydant
Réf Exp | Séch | P.Anti
age Oxy Solvant DPPH ABTS Pouvoir TBAR
H20 EtOH (o) (o) réducteur Ao s S Polyphénols Flavonoides
1C5o
Séch PAntioxy. H20 EtOH DPPHicso. ABTS|C50 PRAo_s TBAR POly Flav
Sicso
c2 Cc1 Cc9 C10 c5 Cé6 c7 Cc8 c3 ca
[1] 1 Amb | Pantioxy. - - 3.56 1.69 12.01 - Poly Flav
[3] 2 Amb | Pantiory. | H2O - 1.19 10.40 55.63 - 55.98 20.11
3 Amb | Pantiory. | H2O - 1.548 16.70 59.02 - 53.75 18.52
4 Amb | Pantioxy. - EtOH 11.78 1.73 45.30 - 46.78 17.32
5 Amb | Pantioxy. - EtOH 35.87 37.26 19.07 - 12.32 06.54
6 Amb | Pantiory. | H2O - >52 >52 16.33 - 11.11 04.23
7 Amb | Pantiony. | H2O - 15.09 13.99 30.82 - 40.55 15.50
8 Amb | Pantiony. | H2O - 08.00 07.30 37.16 - 42.91 14.01
9 Amb | Pantiony. | H2O - 14.17 11.69 45.86 - 42.05 14.00
10 Amb | Pantiory. | H2O - 61.30 47.82 15.50 - 10.80 03.20
11 Amb | Pantiony. | H2O - >52.38 >52 15.71 - 9.45 03.00
[4] 12 | Amb | Pastiory. | H2O - 56.4 - 30.4 12.6 Poly Flav
13 Amb | Pantiory. | H2O - 57.3 - 27.1 3.99 Poly Flav
14 | Amb | Pantioxy. - EtOH 52.1 - 21.3 10 Poly Flav
15 Amb | Pantiory. | H2O - 58.7 - 32.8 10.1 Poly Flav
16 | Amb | Pantioxy. - EtOH 65.9 - 32.1 18.2 Poly Flav
17 Amb | Pantiony. | H2O - 61.1 - 48.5 19.2 Poly Flav
[5] 18 Fraic | Pantioxy. - EtOH - - 117.72 72.13 5.88 3.04
19 Fraic | Pantioxy. - EtOH - - 179.10 84.61 32.67 5.95

Il existe une grande diversit¢é de méthode physico-chimiques pour évaluer la capacité

antioxydante des extraits naturels.

Test de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) :

Le radical DPPH est I'un des substrats les plus généralement utilisés pour 1’évaluation rapide

et directe de la capacité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité

de I’analyse. La méthode est décrite dans le chapitre 2.

N\
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e ABTS (2,2'-azino-bis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

La méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical cation ABTS+e. Le
radical est formé par ’oxydation de ’ABTS incolore avec différents composés, comme le

peroxyde d’hydrogene (H202) ou le persulfate de potassium (Re et al.,1999).

e Pouvoir réducteur
Les composés qui sont doués d’une capacité réductrice indiquent qu'ils sont des donneurs
d'électron et peuvent réduire les intermédiaires oxydées des processus de peroxydation de
lipide, de sorte qu'ils puissent agir en tant qu'antioxydant (Chanda et Dave, 2009). Les

réducteurs présents induisent la réduction du complexe Fe** /ferricyanide en Fe**

e TBARS (Thiobarbiturics acid-reactive substances)
Un des biomarqueurs le plus souvent utilisé pour étudier les dommages oxydatifs sur les lipides

est le TBARS (Lefevre et al., 1998). C’est un produit majeur de la peroxydation lipidique.

La méme méthode statistique citée précédemment a été utilisée pour le traitement des données
reliées au potentiel antioxydant ; 09 variables : le Séchage, Solvant (H,O/EtOH), DPPH, ABTS,
Pouvoir réducteur, TBARS. Et comme individus les 19 résultats obtenus par les expériences

réalisées par les différents auteurs.
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Tableau 3.5 : ACP Variables/Individus (potentiel antioxydant)

PAntioxy.

— -
230N AN

Al Al Al al al al al a
O oo Nl b~ ODN

PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.
PAntioxy.

séch
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb

Poly

Poly
55,98
53,75
46,78
12,32
11,11
40,55
42,91
42,05
10,8
9,45
Poly
Poly
Poly
Poly
Poly
Poly

Fraic (5,88
Fraic (32,67

Flav

Flav
20,11
18,52
17,32
6,54
4,23
15,5
14,01
14
3,2

3
Flav
Flav
Flav
Flav
Flav
Flav
3,04
5,95

DPPHicso. |ABTSicso

3,56
1,19
1,548
11,78
35,87
>52
15,09
8
14,17
61,3
>52.38
56,4
57,3
52,1
58,7
65,9
61,1

1,69
10,4
16,7
1,73
37,26
>52
13,99
7,3
11,69
47,82
>52

PRao.s

12,01
55,63
59,02
45,3
19,07
16,33
30,82
37,16
45,86
15,5
15,71
30,4
271
21,3
32,8
32,1
48,5
117,72
179,1

TBARSicso | H20

12,6
3,99
10
10,1
18,2
19,2
72,13
84,61

H20
H20

H20
H20
H20
H20
H20
H20
H20
H20

H20

H20

EtOH

EtOH
EtOH

EtOH

EtOH

EtOH
EtOH

Le Tab (3.6) de corrélation entre variables et facteurs montre que les deux axes F1 et F2

expriment 70.77% de I’inertie totale ce qui permet une bonne analyse dans ce plan, par rapport

aux 07 autres facteurs qui n’apportent pas beaucoup d’information.
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Tableau 3.6 : Corrélation entre Variable et Facteurs F1/F2/F3

Factor coordinates of the variables, based on correlations (ACP antioxy H20 et EtOH tiret)

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Séch -0,895961 0,191494 -0,049734
Poly 0,608530 0,665361 0,314488
Flav 0,556459 0,782199 0,212361

DPPHicso. -0,545995 0,505459 -0,591656

ABTSics0 -0,230738 0,813616 -0,497748
PRao -0,790572 0,120415 0,017688
TBARSicso -0,287785 -0,925060 0,047770
H20 -0,554212 0,287186 0,713710

EtOH 0,675188 -0,320995 -0,546096

L’axe F1 est exprimé sur son pole positif par, EtOH. Tant dit que sur son pdle négatif par ;

séchage, DPPH, PR (Pouvoir réducteur), H>O.

L’axe F2 est quant a lui exprimé sur son podle positif par; Poly (Polyphénols), Flav

(Flavonoides), ABTS. Alors que sur son pole négatif il est exprimé par ; TBARS.

La figure (3.10), révele la projection des variables étudiées (09 variables) dans I’espace des
axes F1 et F2. Les coordonnées factorielles de ces variables sont obtenues par une projection

orthogonale de chaque variable sur les deux axes (F1 et F2).
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Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)

1,0}
ABTS)cs0 y
Poly
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S
Yo}
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™
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[&]
e tOH
-0,5
TBAI 1C50
-1,0 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 36,72% O Active

Figure 3.10 : projection des variables dans I’espace des axes F1-F2

La projection des variables dans I’espace selon I’axe F1 montre que le test de DPPH est corrélé
positivement avec le séchage, le solvant d’extraction H>O, le pouvoir réducteur, alors qu’il est

corrélé inversement avec le solvant EtOH.

Selon I’axe F2 le test ABTS est corrélé positivement avec le rendement des flavonoides et

négativement avec le test de TBARS.

5.3. Discussion des résultats
L’application de I’analyse en composante principale considérant comme variables
le Rendement (R%), Séchage, Partie (Feuilles/Fleurs), Forme broyée ou non, Méthodes
d’extraction (Macération, Infusion, Décoction et Percolation), Solvant d’extraction (H-O,
EtOH), Température, Temps d’extraction, et comme individus les 19 résultats tirés des

expériences réalisées par les différents auteurs, nous renseigne que pour obtenir un rendement
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appréciable, il est préférable de réaliser I’extraction en utilisant la partie feuille de la plante au

lieu de la partie fleurs.

Par ailleurs, pour un temps d’extraction réduit le choix de la méthode d’extraction par infusion
en utilisant H>O comme solvant est préconisé. Contrairement a la méthode d’extraction par
percolation utilisant ’EtOH comme solvant. Pour la méthode d’extraction par macération il est

avantageux d’utiliser la forme broyée de la partie fleur.

Le traitement des données reliées au potentiel antioxydant ; 09 variables : le Séchage, Solvant
(H2O/EtOH), polyphénols, flavonoides, DPPH, ABTS, Pouvoir réducteur et TBARS et comme
individus les 19 résultats obtenus par les expériences réalisées par les différents auteurs, indique
que la teneur en flavonoides est étroitement liée a la capacité antioxydante de ’extrait, cette

teneur obtenue par extraction avec HoO comme solvant est meilleure pour les plantes séchées.

Le résultat obtenu est confirmé prioritairement par le test DPPH, le test ABTS et le test du

pouvoir réducteur.
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Conclusion Générale

Ce travail a porté principalement sur I’investigation et ’application de I’ACP sur les résultats

expérimentaux réalisés antérieurement sur ’espece Tuberaria Lignosa.

Les résultats des tests expérimentaux réalisés permettent de conclure que :

Le rendement en huile essentielle de la plante est trés faible. Ce résultat est en accord
avec les études antérieures.

La stérilit¢ du décocté est prouvée par I’absence totale des germes examinée lors de
I’analyse bactériologique sur les différents milieux de culture, implique une présence

concreéte d’une activité antibactérienne.

L’analyse statistique par la méthodologie de I’ACP appliquée a :

L’évaluation du rendement, a montré qu’il est préférable d’utiliser les parties feuilles de
la plante contrairement au fleurs, et la méthode d’extraction la plus favorable est
I’infusion en utilisant H>O comme solvant.

L’étude de I’évaluation du pouvoir antioxydant par Analyse des Composantes
Principales, a montré que cette espéce avait un trés fort effet scavenging vis-a-vis des
radicaux DPPH, ABTS ainsi qu’un trés bon pouvoir réducteur, ces effets augmentent

par la présence des flavonoides.

L’ensemble des résultats obtenus constitue une phase importante dans la recherche de

substances naturelles biologiquement actives. Afin de mettre en valeur I’exploitation des

extraits de cette plante dans le domaine thérapeutique, les perspectives suivantes peuvent étre

envisagées :

1- L’identification des composés chimiques responsables de I’effet antioxydant et de

2-

3-

I’effet antibactérien ;

L’étude de la toxicité des extraits de la plante et identifier le/les composés
responsable(s),

S’intéresser a d’autres effets pharmacologiques tels que I’effet anti inflammatoire, anti-

cancéreux, ...
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Résumeé

Dans le cadre de la valorisation du potentiel médicinale des plantes algériennes nous nous
sommes intéressés a I’étude d’une plante appartenant au genre Tuberaria Lignosa de la famille
Cistaceae. Cette plante a été récoltée a Azazga (Tizi-Ouzou). Le rendement d’extraction de
I’huile essentielle effectuée par hydrodistillation est trés faible justifiant I’absence d’étude sur
cet extrait. L’effet bactériologique de I’extrait de décoction, examiné par la méthode de I’anse
calibrée révele I’absence totale de germe. L’approche statistique par ’application de I’ACP sur
les résultats expérimentaux des travaux antérieurs indique les conditions expérimentales pour
I’obtention d’un bon rendement d’extraction des métabolites secondaires et a montré que cette
espece possede un effet scavenging vis-a-vis des radicaux DPPH, ABTS ainsi qu’un pouvoir

réducteur, ces effets sont liés a la présence des flavonoides.

Mots clés : Tuberaria Lignosa, métabolite secondaire, extraction, analyse multidimensionnelle

ACP, activité biologique.

Abstract

As part of the enhancement of the medicinal potential of Algerian plants, we were interested in
the study of a plant belonging to the genus Tuberaria Lignosa from the Cistaceae family. This
plant was collected in Azazga (Tizi-Ouzou). The extraction yield of the essential oil carried out
by hydrodistillation is very low, justifying the absence by the study on this extract. The
bacteriological effect of the decoction extract, examined by the calibrated loop method, reveals
the total absence to germ. The statistical approach by the application of ACP on the
experimental results to previous work indicates that the experimental conditions required to
obtain a good extraction yield of secondary metabolites and has shown that this species has a
scavenging effect with respect to the DPPH and ABTS radicals as well as a reducing power,

these effects are linked to the presence of flavonoids.
Keywords: Tuberaria Lignosa, secondary metabolite, extraction, multidimensional analysis,

ACP, biological activity.



