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Introduction

Les plantes médicinales ont toujours été au cceur du traitement des maladies depuis les
origines de I’humanité. Avant I’avénement de la chimie synthétique et des thérapies modernes,
I’homme utilisait principalement ces plantes médicinales pour se soigner. Avec le temps,
certaines plantes ont acquis un statut sacré dans différentes cultures, non seulement grace a
leurs propriétés médicinales, mais aussi en raison des croyances et des rituels qui leur étaient

associes (Tihboussine et al., 2020).

L’utilisation de la phytothérapie reste toujours établie dans la pratique de santé a travers
le monde. D’apres 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2008), approximativement 80 %
de la population utilise encore la médecine traditionnelle pour ses soins de santé primaire. Cette
démarche est justifiée non seulement par 1’accessibilité économique de ces ressources,
particulierement dans les pays en développement, mais également par 1’idée largement partagée

de leur meilleure compatibilité avec 1’organisme humain (Kande et al., 2018).

L’étude scientifique des plantes médicinales en laboratoire a permis d’identifier les
principes actifs qui sont a 1’origine de leurs effets pharmacologiques. Cela a également ouvert
la voie a leur exploitation dans le domaine de la chimie synthétique. Selon les estimations
actuelles, environ 25% des produits conventionnels proviennent directement ou indirectement
de plantes. La contribution des plantes a la pharmacopée moderne met en lumiére leur
importance cruciale dans le développement de nouvelles classes thérapeutiques (Chebat et al.,
2014).

Ce travail vise a explorer la quantification des composés phénoliques et I’activité
antioxydants in vitro de quatre plantes médicinales : Inula viscosa, Aloysia citrodora, Ruta
chalepensis et Thymus vulgaris, ainsi que de quatre huiles essentielles, a savoir : Citrus limon,
Pinus halepensis, Myrtus communis et Rosmarinus officinalis seules ou combinées. A cet effet,
des associations d’huiles essentielles avec I'un des extraits éthanoliques ont été réalisées afin
d’estimer I’amélioration de I’effet antioxydant et ’augmentation de 1’éfficacité thérapeutique
en minimisant les effets indésirables, d’abord avec des combinaisons doubles, puis avec des

combinaisons triples.
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Ce travail comporte :

Une synthése bibliographique qui traite les différentes plantes médicinales étudiées, ainsi
que des notions globales et fondamentales liées au stress oxydatif et aux antioxydants.
Une partie expérimentale, répartie en deux chapitres : le premier présente les méthodes, les
matériaux et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail, tandis que le deuxieme
est consacré a la présentation et a la discussion des résultats obtenus.

Une conclusion générale qui récapitule les apports majeurs de ce travail.
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Synthése Bibliographique

I. Plantes médicinales

1.1 Inula viscosa

I. 1. 1 Généralités

Inula viscosa (L.) Aiton, posséde divers noms vernaculaires en fonction des régions
géographiques (Aeschimann et al., 2004; Rouibah et al., 2023). Elle est désignée sous le nom
d’Ammagramane en kabyle, d’Inule visqueuse en francais et d’El-Tayoun en arabe (Baba

Aissa, 2000) (Figure 1).

Figure 1 : Inula viscosa (photo originale).

I. 1. 2 Classification botanique

La position systématique de 1’espece Inula viscosa selon Greuter (1973), est montrée dans le

tableau I :

Tableau I : Classification d’Inula viscosa.

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
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Famille Asteraceae

Sous-famille Asteroideae

Genre Dittrichia

Espéce Dittrichia viscosa ou inula
viscosa (L.)

I. 1. 3 Composition chimique

Inula viscosa est une plante riche en composés actifs tels que les terpénoides, les lignanes, les
lactones sesquiterpéniques, les sesquiterpénes dimériques, les ditepénoides phénoliques et les
flavonoides (Kheyar-Kraouche et al., 2018), les polyphénols et les acides phénoliques, les

huiles essentielles et les glycolipides comme I’inugalactolipide A (Aydar et al., 2022).

I. 1. 4 Activités biologiques et effets thérapeutiques

Inula viscosa est largement appréciée pour ses propriétés médicinales et son emploi traditionnel
dans le traitement de différentes maladies. Elle est utilisée pour soulager la douleur,
I'inflammation, le diabete, 1'anémie et certains types de cancers (Ouari et al., 2025; Chahmi
et al., 2025). Cette plante possede des activités antiseptiques, antipyrétiques, antiphlogistiques

et antioxydants (Qneibi et al., 2021).
L. 2 Aloysia citrodora

I. 2. 1 Généralités

Aloysia citrodora Paldu est une plante vivace appartenant a la famille des Verbenaceae. Elle est
couramment appelée verveine citronnée en raison de son odeur distincte (Alam et al., 2024).

Elle porte différents noms selon la région, a savoir : Cedron/Cidron/Hierba Luisa en Amérique
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Latine, Lucia-lima/cidrdo au Portugal (Bahramsoltani et al., 2018) et verveine en France

(Recio-Cazares et al., 2024) (Figure 2).

Figure 2 : Aloysia citrodora (photo originale).

L. 2. 2 Classification botanique

La position systématique de 1’espéce Aloysia citrodora est montrée dans le tableau II (GBIF,

2023).

Tableau II : Classification d’Aloysia citrodora.

Rang taxonomique Nomenclature

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Classe Mangnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lameales

Famille Verbenaceae

Genre Aloysia

Espece Aloysia citrodora Palau
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I. 2. 3 Composition chimique

A. citrodora est une plante riche en métabolites secondaires comprenant les composés
phénoliques, les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les coumarines et les lignanes
(Alam et al., 2024), ainsi que les sesquiterpenes oxygéneés, les triterpenes et les alcaloides

(Bahlakeh et al., 2020).

L. 2. 4 Activités biologiques et effets thérapeutiques

A. citrodora est utilisée en médecine traditionnelle et moderne grace a ses activités biologiques,
comme l'activité antimicrobienne, antioxydants, antifongique et anti-inflammatoire (Alam et
al., 2024). Elle est utilisée pour soulager l'asthme, les coliques, la fievre, la diarrhée,
l'indigestion et les spasmes (Da Silva et al., 2023). En outre, elle est recommandée pour son

effet calmant et anxiolytique (Afonso et al., 2018; Hoseinifar et al., 2020).
I. 3 Ruta chalepensis

I. 3. 1 Généralités

Ruta chalepensis, communément appelée rue Frangée, fait partie de la famille des Rutacées

(Rutaceae). C’est une plante vivace, aromatique et indigéne (Alqhtani et al., 2024) (Figure 3).

Figure 3 : Ruta chalepensis (Jinous et al., 2012).
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Elle est désignée sous différents noms vernaculaires selon la région : Fringed Rue en anglais,
Fidjel en arabe, Aourmi en kabyle (Bouabidi et al., 2015) et Rue d’Alpe en frangais
(Aeschimann et al., 2004).

I. 3. 2 Classification botanique

La position systématique de 1’espéce de Ruta chalepensis est montrée dans le tableau 11T (IPNI,
2020).

Tableau III : Classification de Ruta chalepensis.

Rang taxonomique Nomenclature
Reégne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Ruta
Espece Ruta chalepensis

I. 3. 3 Composition chimique

R.chalepensis contient une large gamme de composés bioactifs (Khadraoui et al., 2014;
Qahtan et al., 2023) tels que des alcaloides, des flavonoides, des tanins, des anthraquinones
combinées, des oses et des holosides (Abdel-Salam et al., 2021; Barbouchi et al., 2024). Elle
contient également des lipides, des acides aminés, des coumarines et des huiles essentielles

(Alghtani et al., 2024).
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I. 3. 4 Activités biologiques et effets thérapeutiques

R. chalepensis est une plante fréquemment utilisée pour ses propriétés aromatiques et
thérapeutiques. Elle présente une variét¢ d’activités pharmacologiques, notamment
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antispasmodiques, anticancéreuses, antipyrétiques,
antidépressives, antidiarrhéiques, antiparasitaires, emménagogues, spasmolytiques, abortives et
antihelminthiques (Khlifi et al.,, 2013; Barbouchi et al., 2021). Elle est utilisée dans le
traitement de diverses affections telles que la fiévre, les rhumatismes, les convulsions, 1'asthme
et les troubles digestifs (Saidani-Tounsi et al., 2011), pour le controle des crises d'épilepsie et
pour soulager divers troubles du systéme nerveux central (Khadraoui et al., 2014; Kacem et

al., 2015).

I. 4 Thymus vulgaris
L. 4. 1 Généralités
Thymus vulgaris L., aussi appelé thym commun, fait partic de la famille des Lamiaceae

(Ivanova et al., 2022). Le thym est une plante herbacée méditerranéenne, vivace et aromatique

(Alharbi et al., 2023; Moussa et al., 2024; Maleki et al., 2024) (Figure 4).

Figure 4 : Thymus vulgaris L. (Fayad et al., 2013).

I1 porte différents noms selon la région : Thym vulgaire en francais, Common thyme/ Garden

thyme en anglais (Aeschimann et al., 2004) et Zaater en arabe (Morsy, 2020).
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I. 4. 2 Classification botanique

La position systématique de I’espece Thymus vulgaris est montrée dans le tableau IV (Goetz

et al., 2012).

Tableau IV : Classification de Thymus vulgaris.

Rang taxonomique | Nomenclature
Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris

I. 4. 3 Composition chimique

Thymus vulgaris est riche en métabolites secondaires (Patil et al., 2021), tels que les acides

phénoliques et les flavonoides (Rudiansyah et al., 2022; Zakrzewski et al., 2022). Les

composants majeurs sont le thymol et le carvacrol. On trouve aussi le linalol, le y-terpinene, le

p-cymeéne, le bornéol, le camphre et le 1,8-cinéole (Abd-elmonsif et al., 2025; Su-Bin et al.,

2025). 11 contient ¢galement des huiles essentielles, des tanins, des saponines et des triterpenes

(El-Newary et al., 2017; Nadi et al., 2023).

I. 4. 4 Activités biologiques et effets thérapeutiques

Thymus vulgaris est employé en médecine traditionnelle, ainsi que dans les secteurs de

I'alimentation, de la pharmacie et de la cosmétique. Il posseéde une activité antioxydants

9
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(Amamra et al., 2018; Banerjee et al., 2019; Taghouti et al., 2020). Il présente également des
effets antimicrobiens, anti-inflammatoires et immunomodulateurs (Tavukcuoglu et al., 2024;

Foroughi et al., 2024).
I1. Stress oxydatif

II.1 Définition

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production d’espéces réactives
d’oxygene (ERO) et les défenses antioxydants de I’organisme (Shalili et al., 2024). Les ERO
produites naturellement au cours du métabolisme, englobent les radicaux libres tels que le
superoxyde (O27), ainsi que des especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne
(H202) (Musazadeh et al., 2025; Zandona et al., 2025). Les espéces réactives de 1'oxygeéne
sont générées par des sources endogeénes comme les mitochondries et certaines enzymes
(NADPH oxydase, xanthine oxydase) (Teleanu et al., 2022), et des sources exogenes telles que

les radiations, les rayons UV, les substances toxiques et le tabac (Ping et al., 2020).
I1.2 Conséquence du stress oxydatif sur I’organisme

Le stress oxydatif est un facteur majeur dans le développement de plusieurs maladies
neuropsychiatriques et neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) (Zheng et al., 2025). 11
affecte divers systémes biologiques et provoque des modifications (Zeng et al., 2024; Wang
et al., 2024), des pathologies et des inflammations chroniques et accélere le vieillissement

cellulaire (Chaudhary et al., 2023).

II1. Antioxydants

III.1 Définition et role

Les antioxydants sont des piégeurs efficaces de radicaux libres (Bjerklund et al., 2022). IIs
sont capables de prévenir les dommages oxydatifs causés par les especes réactives de I’oxygeéne
(Golnarnik et al., 2025). Ils interviennent essentiellement en neutralisant les radicaux libres et

en bloquant les réactions en chaine oxydatives (Cao et al., 2025).
I1I. 1. 1 Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont cruciaux pour éliminer les espéces réactives de 1’oxygene

(ROS). La superoxyde dismutase (SOD) transforme les superoxydes en peroxyde d’hydrogeéne,
10
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ensuite dégradé par la catalase (CAT) ou la glutathion peroxydase (GPx). La GPx1 est présente

dans les cellules, tandis que la GPx2 se trouve dans le systeme digestif (Macvanin et al., 2023).
I1I. 1. 2 Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques comprennent des composés naturels tels que la vitamine E,
la vitamine C, le glutathion (GSH), la coenzyme Q10, le rétinol et le B-caroténe. Ces molécules
neutralisent les radicaux libres et préservent les structures cellulaires (Senoner et al., 2019;

Teleanu et al., 2022).

IV. Polyphénols

IV.1 Définition et role

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes, que 1’on retrouve en abondance
dans les aliments d’origine végétale. Leur structure complexe, généralement hydrosoluble,
comprend de multiples cycles aromatiques et groupes phénoliques, ce qui leur donne une forte
capacité a piéger les radicaux libres (Dzah et al., 2025). Ils ont un rdle protecteur contre le
stress oxydatif et sont impliqués dans la prévention de diverses maladies chroniques et
degénératives, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2 et le cancer

(Hernandez-Bautista et al., 2025).

IV.2 Classification

Tableau V : Classe et sous-classe de polyphénols (Dzah et al., 2025).

Classe Sous-classe

Flavonoides Flavonols, Flavones, Flavanones, Flavanols

Acides hydroxybenzoique

Acides phénoliques Acides hydroxycinnamique
Stilbénes Resvératrol, Pinosylvine
Lignanes Matairesinol, Justicidine A, Pinorésinol,
Tanins hydrolysables
Tanins

Tanins condensés

11
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Chapitre I Matériel et Méthodes

I. Matériel Végétal
I.1 Récolte et identification des plantes

Les parties aériennes (feuilles, tiges, fleurs) des plantes Inula viscosa, Aloysia citrodora, Ruta
chalepensis ont été récoltées manuellement au mois de février 2025 au niveau des montagnes
de Maghra et El-Djabia, dans la commune de Tichy (wilaya de Bejaia). Alors que Thymus
vulgaris a été récolté dans la région d’Oued El-Sebt, dans la commune de Bougaa (wilaya de
sétif) (Figure 5), au mois de décembre 2024. Etant donné que la teneur en composés actifs varie
selon la saison. Cette période a été choisie a cause des conditions météorologiques, la

température n’était pas trop ¢élevée, ce qui aide les composés actifs a ne pas se dégrader.
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Figure 5:Localisation géographique des points de collecte des échantillons végétaux(Google Map)

L'identification botanique des plantes a ¢été réalisée par Dr S. Bouadam, enseignant-chercheur

a 'université de Bejaia, département des sciences biologiques de I’environnement.

1.2 Séchage

Les plantes médicinales fraiches ont été récoltées et nettoyées de la poussiére, de la boue ainsi
que des feuilles jaunies et endommagées. Puis, elles ont été lavées avec 1'eau du robinet et

placées sur un papier journal pour sécher a I'ombre et a température ambiante pendant une
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semaine. Les plantes séchées ont été broyées a 1'aide d'un broyeur électrique commercial pour
obtenir une poudre fine. Cette dernic¢re a ¢été stockée dans des sacs en papier, a l'abri de la

lumicére et de 1'humidité pour un usage ultérieur.

I1. Huiles Essentielles

Quatre huiles essentielles (HE), a savoir Pinus halepensis, Citrus limon, Myrtus communis et
Rosmarinus officinalis (Salvia rosmarinus), ont ét¢ achetées aupres d'un laboratoire spécialisé

en huiles essentielles situ¢, a Aokas (commune de Bejaia).

III. Méthode d’extraction éthanolique

30g de chaque poudre ont été mis en macération dans 300 mL d'éthanol a 70% (1:10 p/v) sous
agitation douce pendant 24 heures, a une température ambiante et a l'aide d'une plaque

d'agitation magnétique (500 tr/min).

Les extraits ont été filtrés a 1'aide d'un papier filtre, puis le filtrat a été¢ recueilli dans des
cristallisoirs. Ces derniers ont été laissés a I'évaporation pendant 3 jours, avant d’étre placés
dans une étuve pour assurer un séchage total durant 4 jours. Les cristallisoirs sont récupérés,
puis le résidu sec est soigneusement gratté¢ et transféré dans des boites hermétiques, et

conservé a une température ambiante (Zhang et al., 2011) (Figure 6).

30g matiére végétale
séche et broyée

Macération
24h
Filtration Séchage a I’air
4

5
Agitation Séchage a I’étuve Extrait
j o Brut
25.€° 4j/40 C

Figure 6: Préparation de I’extrait brut par macération éthanolique.
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II1.1 Rendement d’extraction

Le rendement en extraits bruts représente le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu et
celle de la maticre végétale seche utilisée (Mahmoudi et al., 2013; Adima et al., 2018). Il est

exprimé en pourcentage et se calcule selon la formule suivante (Falleh et al., 2008) :

R%= (P1-P0/PE) x100

R% : rendement en %
P1 : masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant en g
PO : massea videen g

PE : masse de la mati¢re végétale (poudre) utilisée pour I’extraction en g
IV. Dosage des Polyphénols

IV.1Principe

La teneur en polyphénols totaux des extraits végétaux est déterminée par la méthode du Folin-
Ciocalteu (1,2-naphtoquinone-4-sulfonate de sodium), qui repose sur des réactions
d’oxydoréduction (Mahjoubi et al., 2018). Ce réactif, initialement de couleur jaune, est
constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. En milieu
alcalin, les polyphénols réduisent ces composés en oxydes de tungstene (WOz2) et de molybdene
(Mo03) de couleur bleue (Ghazghazia et al., 2013) (Figure 7). Le carbonate de sodium est
ajouté comme catalyseur pour favoriser la réaction. L’intensité de la coloration bleue,
proportionnelle a la concentration en polyphénols, est mesurée par spectrophotométrie a une

longueur d’onde de 760 nm (Boizot et Charpentier, 2006; Benlloch-Tinoco et al., 2024).
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HO OH M
HO. _A._ _OH

RéactifdeFolin-Ciocalteu RéactifdeFolin-Ciocalteuréduit

Figure7: Schéma illustrant la réduction du réactif duFolin-Ciocalteu induite par I’oxydation des

composés phénoliques présent dans un échantillon (Ford et al., 2019).

IV.2 Mode opératoire

Une quantité de 100 pL d'extrait éthanolique ou d'huile essentielle a différentes concentrations
est placée dans des tubes a essai. Puis additionnée de 400uL de solution de carbonate de
sodium et 500 pL de réactif de Folin-ciocalteu a 1/10. Afin d’assurer une meilleure précision
dans la détermination du taux de polyphénols, chaque dilution d'extrait est réalisée en 3

répétitions.

Les tubes sont ensuite recouverts pour éviter I'évaporation de 1'éthanol et du méthanol, puis
soumis a une agitation au vortex. Les échantillons sont placés a 1'obscurité pendant une heure.
Un tube témoin est également préparé de la méme manicre, en remplagant respectivement
l'extrait éthanolique ou l'huile essentielle par de 1'éthanol a 70% ou du méthanol. Enfin, la

lecture des absorbances est effectuée a 760 nm (Zhou et Yu, 2004).

IV.3 Expression des résultats

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits est déterminée a partir de la droite
d’¢étalonnage ¢établie avec différentes concentrations d’acide gallique. Les résultats sont
exprimés en milligrammes d’équivalent acide gallique par gramme de matiere séche (mg

EAG/g MS) (Hamdaoui et al., 2018; Bouyahya et al., 2017).
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V. Activités antioxydants

Les huiles essentielles ainsi que les extraits éthanoliques ont été évalués pour leur capacité

antioxydants en utilisant le radical libre synthétique DPPH (le 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle).

V.1 Inhibition du radical DPPH

V.1.1 principe

Le radical libre stable DPPH est largement utilisé pour évaluer la capacité antioxydants des

extraits végétaux. Ce test s’appuie sur la capacité des antioxydants a transférer des atomes

d’hydrogene aux radicaux libres, ce qui réduit le radical libre stable DPPH (Villano et al.,

2007). Cette méthode repose sur une réaction d’oxydoréduction, ou 1I’atome d’azote du DPPH

porteur d’un électron célibataire est réduit en hydrazine (DPPH-H) par les antioxydants. Ce

processus entraine une décoloration visible de la solution, qui évolue du violet au jaune pale

(Gulcin et al., 2023) (Figure 8).

Antioxidant H

N—N NO,

DPPH-
Violet, 517nm

Figure 8 : Mécanisme de la réaction du DPPH avec un antioxydant (Kitts., 2014).

V.1.2 Mode opératoire

Pour évaluer I’activité antioxydants, 1 mL d’extrait éthanolique ou 0,5 mL d’huile essentielle,

a différentes concentrations, sont mélangés avec 1 mL de solution de DPPH (0,1 mM). Chaque
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concentration est testée trois fois. Un tube témoin est préparé en remplagant I’échantillon par la
méme quantité d’éthanol a 70%. Les tubes ont ensuite été¢ incubés a température ambiante et a
I’obscurité¢ pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. La formule suivante est utilisée pour calculer le pourcentage d’activité

antioxydants (sykula et al., 2025; Bouyahya., 2017):

AA% =(ABS C —ABS E)/ABS C x 100

AA% : Activité antioxydants en %
ABS C : Absorbance du controle

ABS E : Absorbance de I’échantillon

V1. Concentration inhibitrice a 50%

La concentration d’inhibition a 50 % correspond a la concentration d’un extrait nécessaire pour
inhiber 50 % de ’activité des radicaux libres DPPH. C'est un indicateur clé¢ pour évaluer la
capacité antioxydants d'un extrait. On obtient cette valeur par une représentation graphique
(Bouyahya et al., 2017). L’activité antioxydants est inversement proportionnelle a I’'IC50 %,

plus la valeur est faible, plus I’activité antioxydants est élevée (Bentabet et al., 2014).

VI.1 Inhibition du radical DPPH par la double combinaison huile
essentielle-extrait éthanolique

Pour examiner le type d’interaction antioxydants entre les huiles essentielles et les extraits

éthanoliques, des combinaisons doubles sont effectuées en associant a chaque fois un extrait

éthanolique avec une huile essentielle. L’activité antioxydants de ces associations est ensuite

testées sur le radical DPPH (Tableau VI).
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Tableau VI : Combinaisons doubles (huile essentielle-extrait éthanolique).

Les substances combinées

Rosmarinus officinalis (HE) & Aloysia citrodora (EE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Ruta chalepensis (EE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Inula viscosa (EE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Thymus vulgaris (EE)

Myrtus comminus (HE) & Aloysia citrodora (EE)

Myrtus comminus (HE) & Thymus vulgaris (EE)

Myrtus comminus (HE) & Ruta chalepensis (EE)

Myrtus comminus (HE) & Inula viscosa (EE)

Pinus halepensis (HE) & Aloysia citrodora (EE)

Pinus halepensis (HE) & Thymus vulgaris (EE)

Pinus halepensis (HE) & Ruta chalepensis (EE)

Pinus halepensis (HE) & Inula viscosa (EE)

Citrus limon (HE) & Aloysia citrodora (EE)

Citrus limon (HE) & Thymus vulgaris (EE)

Citrus limon (HE) & Ruta chalepensis (EE)

Citrus limon (HE) & Inula viscosa (EE)

VI.1.1 Mode opératoire

Pour évaluer le pouvoir antioxydant des combinaisons extrait éthanolique/huile essentielle, un

volume de 0,25 mL d’huile essentielle ou 0,5 mL d’extrait éthanolique est mélangé avec 1 mL

de la solution de DPPH a 0,1 mM. Les tubes préparés sont maintenus a température ambiante

et a ’obscurité¢ pendant 30 minutes. Un tube témoin est préparé en remplacant 1’extrait ou

I’huile par le méthanol, 1’absorbance est ensuite mesurée a 517 nm a ['aide d’un

spectrophotometre.

Pour [I’interprétation des interactions (synergie, additivité, antagonisme), seules les

combinaisons ayant montré un taux a 50 % sont retenues (Zhang et al., 2016).
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V1.2 Combinaisons triples

Apres avoir analysé les interactions en double combinaison, les associations ayant donné des
effets additifs ou antagonistes sont sélectionnées pour étudier les combinaisons triples ceci pour
éventuellement améliorer I’effet obtenu. A cet effet, deux huiles essentielles sont associées a
un extrait éthanolique, ou deux extraits sont associés a une huile essentielle. Pour évaluer I’effet
de ces combinaisons, nous les avons comparées a la somme des effets partiels (Tableau VII),

(Tableau VIII).

Tableau VII : Deux extraits éthanoliques (EE) associés a une huile essentielle (HE).

Les substances combinées

Rosmarinus officinalis (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Ruta chalepensis (EE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Ruta chalepensis (EE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Ruta chalepensis (EE) & Inula viscosa (EE)
Rosmarinus officinalis (HE) & Inula viscosa (EE) & Aloysia citrodora (EE)

Myrtus comminus (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Ruta chalepensis (EE)

Myrtus comminus (HE) & Ruta chalepensis (EE) & Inula viscosa (EE)

Myrtus comminus (HE) & Inula viscosa (EE) & Thymus vulgaris (EE)

Myrtus comminus (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Ruta chalepensis (EE)

Pinus halepensis (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Thymus vulgaris (EE)

Pinus halepensis (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Ruta chalepensis (EE)
Pinus halepensis (HE) & Inula viscosa (EE) & Ruta chalepensis (EE)

Pinus halepensis (HE) & Inula viscosa (EE) & Aloysia citrodora (EE)

Citrus limon (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Aloysia citrodora (EE)

Tableau VIII : Deux huiles essentielles (HE) associées a un extrait éthanolique (EE).

Les substances combinées

Rosmarinus officinalis (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Myrtus comminus (HE)
Rosmarinus officinalis (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Myrtus comminus (HE)

Rosmarinus officinalis (HE) & Inula viscosa (EE) & Myrtus comminus (HE)
Rosmarinus officinalis (HE) & Ruta chalepensis (EE) & Myrtus comminus (HE)
Pinus halepensis (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Rosmarinus officinalis (HE)

Pinus halepensis (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Rosmarinus officinalis (HE)
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Pinus halepensis (HE) & Ruta chalepensis (EE) & Rosmarinus officinalis (HE)

Pinus halepensis (HE) & Inula viscosa (EE) & Rosmarinus officinalis (HE)

Pinus halepensis (HE) & Aloysia citrodora (EE) & Myrtus comminus (HE)

Pinus halepensis (HE) & Ruta chalepensis (EE) & Myrtus comminus (HE)

Pinus halepensis (HE) & Inula viscosa (EE) & Myrtus comminus (HE)

Pinus halepensis (HE) & Thymus vulgaris (EE) & Myrtus comminus (HE)

VI1.2.1 Mode opératoire

Un volume de 0,25 mL de deux huiles essentielles avec un volume de 0,25 mL d’extrait
¢thanolique ou 0,25mL de deux extraits éthanoliques avec 0,25mL d’une seule huile
essentielle sont mis dans un tube. A chaque mélange, 1 mL de solution DPPH a 0,1 mM est
rajouté. Un tube témoin a également été préparé en remplagant I’huile ou I’extrait par
I’éthanol a70%. Les tubes sont ensuite laissés a température ambiante et a 1’obscurité pendant

30 minutes. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre (Zahin et

al., 2010).
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Chapitre Il Résultats et Discussion

I. Rendement d’extraction

Les extraits ont été préparés a partir des parties aériennes des plantes, par macération a
température ambiante, en utilisant de I’éthanol a 70 % comme solvant. Les rendements
d’extraction sont présentés dans le Tableau IX :

Tableau IX : Rendements d’extraction.

Extrait Rendement %
Inula viscosa 9
Aloysia citrodora 7
Ruta chalepensis 7,66
Thymus vulgaris 8,33

Le rendement d’extraction est un parameétre important pour déterminer la richesse en composés
bioactifs dans une plante. Dans notre étude, les rendements des quatre plantes étudi¢es varient
de 7 % a 9 %, avec un taux maximal pour /nula viscosa (9 %) et un taux minimal pour Aloysia
citrodora (7 %), alors que Ruta chalepensis et Thymus vulgaris ont présenté des rendements
moyens de 7,66 % et 8,33 % respectivement.

Les études réalisées sur Inula viscosa par Cavdar et al, (2024), ont révélé un rendement de
12,11 % pour les échantillons de Manisa (Turquie), Kheyar-Kraouche et al. (2018), ont obtenu
un rendement de 10,54 % sur des échantillons récoltés a Bejaia (Algérie), et Chahmi et al.,
(2015), ont eu un rendement de 10,50 % sur des échantillons récoltés a Imouzzer (Maroc), Ces
auteurs ont tous obtenu des rendements supérieurs a celui révélé dans notre étude.

Le rendement d’extraction obtenu dans notre cas pour Aloysia citrodora est de 7 %, ce résultat
est supérieur a celui observé par Rezig et al. (2019) qui est de 6 % révélé suite a une
maceération avec du méthanol. Il est légerement inférieur a celui décrit par Tammar et al.
(2021) qui est de 8 %. Ces 2 équipes ont travaillé sur des échantillons récoltés en Tunisie.
Dans notre cas, Ruta chalepensis présente un rendement de 7,66 %, ce qui coincide parfaitement
avec celui mentionné par Al-Jaberi et al. (2023) pour des échantillons récoltés a El Basra (Irak)
et extraits avec de I’éthanol (7,66 %). Il est 1égerement supérieur a la valeur de 7,36 % décrite
par Kacem et al. (2015) pour les plantes de Mahdia (Tunisie) traitées avec le méme solvant.

Le rendement d'extraction de Thymus vulgaris obtenu dans notre étude est de 8,33 %,
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cette valeur est trés proche de celle mentionnée par Kintzios et al. (2012) (8,5 %). Cependant
notre rendement est largement supérieur a celui de Moussa et al. (2024), qui n’ont extrait que
4 %, a partir de plantes récoltées dans la région du Caire (Egypte).

L’¢écart entre nos résultats et ceux de la littérature peut étre dii au choix des solvants ou aux
techniques d’extraction utilisées, a la saison et au lieu de récolte, aux parameétres d’extraction
(température, humidité, lumiére), a la durée et a la vitesse d’agitation pendant 1’extraction, ou

a la nature chimique des constituants chimiques des matiéres végétales (Azwanida et al., 2015).

I1. Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols des extraits et des huiles essentielles a été déterminée a partir
de I’équation de régression linéaire établie a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
(y = 1,1826x - 0,0082 ; R? = 0,9985) (Figure 9). Les résultats sont exprimés en milligrammes
d’équivalent acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/g MS).
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Figure 9 : Courbe d’¢étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
I1.1 Dosage des polyphénols dans les extraits éthanoliques

Les résultats de la teneur en polyphénols des extraits éthanoliques sont présentés dans le

Tableau X :
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Tableau X : Teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques.

Extrait Thymus Ruta Inula viscosa Aloysia
éthanolique vulgaris chalepensis citrodora
Concentration 0,103 0,086 0,085 0,098
en polyphénols | (mgEAG/gMS) | (mgEAG/gMS) | (mgEAG/gMS) | (mgEAG/gMS)

Thymus vulgaris montre la teneur la plus ¢élevée (0,103 mg EAG/g MS). Cette valeur est
nettement inférieure aux valeurs obtenues par Merghem et al. (2013) (9,07 mg EAG/g MS),
Moussa et al. (2024) (96,3 mg EAG/g MS) et Amamra et al. (2018) (62,196 mg EAG/g MS).
Les concentrations en polyphénols totaux pour nos extraits éthanoliques : 0,086 mg EAG/g
MS pour Ruta chalepensis, 0,085 mg EAG/g MS pour Inula viscosa et 0,098 mg EAG/g MS
pour Aloysia citrodora, sont largement inférieures a celles présentées dans la littérature : 2,73
mg EAG/g MS (Khadhri et al., 2017) concernant Ruta chalepensis, 141,40 mg EAG/g MS
(Cavdar et al., 2024) pour /nula viscosa et 11.66 mg EAG/g MS (Tammar et al., 2021) pour
Aloysia citrodora.

Les faibles teneurs en polyphénols totaux obtenues dans nos résultats peuvent étre attribuées a
divers facteurs liés aux conditions d’extraction tels que le type et la polarité des solvants, la
durée et la température d’extraction ou la vitesse d’agitation et la technique d’extraction utilisée.
Ces différences peuvent également étre attribuées aux caractéristiques des échantillons,

notamment la période de récolte et la floraison (Azwanida et al., 2015).
I1.2 Dosage des polyphénols dans les huiles essentielles

Les résultats relatifs a la teneur en polyphénols des huiles essentielles sont présentés dans le

Tableau XI :

Tableau XI : Teneurs en polyphénols totaux des huiles essentielles.

Huile Citrus limon Pinus Myrtus Rosmarinus
essentielle halepensis communis officinalis
Concentration 1,652 6,8 0,466 0,656

en polyphénols | (mgEAG/mL) | (mgEAG/mL) | (mgEAG/mL) (mgEAG/mL)

L’huile essentielle de Pinus halepensis a montré la concentration la plus é¢élevée (6,8 mg
EAG/mL). Cette proportion peut éEtre expliquée par sa richesse en hydrocarbures

sesquiterpéniques (58,20 %), en B-caryophylléne (40,31 %), en a-pinene (jusqu’a 23,3 %), en
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a-humuléne (7,92 %), ainsi que de faibles proportions de sabinene, d’aromadendréne et de
myrcene (Mitic et al., 2019).

L’huile essentielle de Citrus limon a été étudiée par plusieurs auteurs. Elle a montré une richesse
en monoterpene, dominée par le limonene (56 a 78 %), un compos¢ connu pour ses
caractéristiques antioxydants. L’huile contient aussi des teneurs significatives en B-pinéne (7 a
17 %) et y-terpinéne (6 a 12 %) et des composés mineurs tels que le géranial, le néral (Lobstein
et Marinier., 2016).

Myrtus communis a présenté la concentration la plus basse en polyphénols (0,466 mg
EAG/mL), avec une composition chimique dominée par les monoterpénes oxygénés (71,2 %).
Le linalol constitue le principal composant (36,2 %), suivi de pres par 'estragole (18,4 %), le
1,8-cinéole (11,4 %) et les sesquiterpénoides (16 %) (Usai et al., 2018).

Rosmarinus officinalis a montré une teneur de 0,656 mg EAG/mL. Parmi les composants
prédominants, on trouve les monoterpenes oxygénés (63,64 %), les monoterpenes
hydrocarburés (26,35 %), les sesquiterpenes hydrocarburés (7,34 %), les sesquiterpenes
oxygénés (0,11 %), le 1,8-cinéole (43,99 %), le camphre (12,41 %), I’a-pinéne (10,09 %), le -
caryophylléne (5,53 %), et le B-pinene (4,84 %). Ces cinq composants constituent ensemble
pres de 77% de la composition totale de I’huile (Ait-Ouazzou et al., 2011).

II1. Inhibition du radical DPPH

ITI.1 Inhibition du radical DPPH par les extraits éthanoliques seuls

La figure 10 montre les pourcentages d’inhibition du radical DPPH par les extraits éthanoliques

selon les différentes concentrations en polyphénols testées.

Thymus vulgaris A Aloysia citrodora B
N
10 100 83.66 84.65 g»79 86.01
8 5 80 66,46
=
6 50 T 60 s
S
40 g W
=
20 = 20
o 0
£ 0.00306 0.00612 0.01225 0.0245 0.049 0.098
0.003 0.006 0.012 0.025 0.05 §
5
=  Concentration (mg/g)

Concentration (mg/g) B9 Inhibition Il DPPH (%)
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

A : Thymus vulgaris B : Aloysia citrodora C : Ruta chalepensis D : Inula viscosa

Le test de piégeage du radical libre DPPH par les extraits éthanoliques a montré que, dans
I’ensemble, le pourcentage d’inhibition augmente en fonction des concentrations (Pisoschi et
Pop., 2015).

L’extrait d’Aloysia citrodora a montré le pourcentage d’inhibition le plus élevé parmi les 4
plantes étudiées (86,01%), suivi par Thymus vulgaris (84,77%), puis Inula viscosa (82,92%) et
enfin Ruta chalepensis avec le pourcentage le plus faible (76,73%).

Cela indique que I’activité antioxydants n’est pas seulement liée a la concentration, mais

également a la nature et a la structure chimique des polyphénols totaux (Shahidi et

Ambigaipalan., 2015).
II1.2 Inhibition du radical DPPH par les huiles essentielles seules

La figure 11 montre les pourcentages d’inhibition du radical DPPH par les huiles essentielles selon

les différentes concentrations en polyphénols testées.
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Figure 11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

A : Citrus limon B : Rosmarinus officinalis C : Pinus halepensis D : Myrtus communis

Le test de piégeage du radical libre DPPH par les huiles essentielles a montré une augmentation
proportionnelle a la concentration. Les capacités antioxydants sont globalement inférieurs a
celles des extraits éthanoliques, en raison de la composition et de la nature chimique des
composants prédominant dans les huiles essentielles, dominées par les composés volatils qui
sont souvent moins polaires (Pisoschi et Pop., 2015).

L’huile de Rosmarinus officinalis a montré un pourcentage maximal d’inhibition (70,51%),
suivie par Pinus halepensis (69,94%). L’huile de Myrtus communis a donné un pourcentage
d’inhibition de 64,27%, cependant le pourcentage le plus faible, obtenu avec I’huile essentielle
de Citrus limon, est seulement de 50%. L’activit¢é antioxydants n’est pas toujours
proportionnelle a la richesse en polyphénols, elle dépend également des caractéristiques

chimiques de ces derniers. En régle générale, les extraits qui possedent une concentration élevée
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en groupements hydroxyle présentent une capacité antioxydants significative (Fadili et al.,
2015).

I11.3 Détermination de la concentration inhibitrice 50%

La concentration inhibitrice a 50 % désigne la concentration d’extrait de plante ou d’huile
essentielle nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux DPPH (Bouyahya et al., 2017). Les

valeurs de I’IC50 sont présentées dans les Tableaux XII, XIII :

Tableau XII : Valeurs de I’IC50 pour chaque extrait éthanolique.

Extrait Aloysia Inula viscosa Ruta Thymus vulgaris
éthanolique citrodora chalepensis
IC 50 0,00306 (mg/g) | 0,00265 (mg/g) | 0,01075 (mg/g) | 0,00321 (mg/g)

L’extrait de Ruta chalepensis a affiché la plus forte valeur d’IC50 parmi les extraits analysés
(0,01075 mg/g), indiquant une activité antioxydants moindre par comparaison aux autres
extraits. Pour I’extrait de Thymus vulgaris, la valeur inhibitrice a 50% a été de 0,00321(mg/g),
indiquant une activité antioxydants importante. /nula viscosa a montré la plus faible valeur
d’1C50 (0,00265 mg/g), ce qui témoigne d’une excellente capacité antioxydants. L analyse de
I’extrait d’Aloysia citrodora a présenté une valeur d’IC50 légerement plus ¢€levée (0,00306

mg/g), ce qui témoigne aussi d'une trés bonne activité antioxydants.

Tableau XIII : Valeurs de I’IC50 pour chaque huile essentielle.

Huile Cirus limon Pinus Rosmarinus Myrtus
essentielle halepensis officinalis communis
IC 50 0,826 (mg/ml) | 0,425 (mg/ml) | 0,041 (mg/ml) | 0,01456 (mg/ml)

Myrtus communis est I’huile essentielle qui posséde la capacité antioxydants la plus forte
(0,01456 mg/ml), suivie par Rosmarinus officinalis. En revanche, Citrus limon présente un
faible pouvoir antioxydants (0,826 mg/ml), suivi par Pinus halepensis. Cette divergence peut
s’expliquer par la concentration en polyphénols ou par la différence en composés chimiques

des extraits et des huiles essentielles étudiés.
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IV. Inhibition du radical libre DPPH par les huiles essentielles et

les extraits éthanolique associés

On a souvent recours en pharmacothérapie, a I’association de diverses substances qu’elles
soient des composés synthétiques, naturels purs ou des extraits végétaux.

Le but des combinaisons vise a augmenter ou potentialiser 1’effet biologique et 1’efficacité
thérapeutique en minimisant les effets indésirables (Latreche — Douar et al., 2022).

Dans notre travail, nous avons associ¢ a chaque fois une I’huile essentielle avec un extrait
éthanolique. Les résultats obtenus ont été évalués a 1’aide d’un isobologramme. C’est un modele
mathématique, utilisé pour illustrer les types d’interactions pharmacodynamiques entre deux
substances. Pour un effet donné (50% de I’effet maximal), les concentrations nécessaires de la
substance 1 et de la substance 2 sont représentées respectivement en abscisse et en ordonnée.
Une ligne de non-interaction, appelée ligne additivité, est tracée en reliant les points
représentant les concentrations donnant 50% d’inhibition pour les composés 1 et 2.

Si les points obtenus lors de la combinaison sont en situés dessous de la droite, la combinaison
est dite synergique ; s’ils sont sur la droite, la combinaison est dite additive, ou antagoniste si
les points sont au-dessus de cette ligne (Milde et Motsch., 2003).

Les isobologrammes obtenus pour chaque combinaison effectuée sont illustrés dans les figures

12a27:
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Les interactions médicamenteuses peuvent é&tre définies par la modification de 1’effet
pharmacologique de deux substances médicamenteuses associées. Trois grandes classes
d’interactions médicamenteuses pharmacodynamiques sont communément décrites
antagonisme, additivité et synergie potentialisatrices.

Antagonisme : Les deux médicaments agissent sur la méme cible (cellulaire, systéme) mais
ont des effets opposés, ce qui provoque une diminution, voire une disparition de 1’effet du
premier médicament (Baxter et al., 2008).

Additivité : Les deux médicaments agissent sur la méme cible et ont une action
pharmacologique similaire, ce qui provoque une augmentation de D’effet du premier
médicament seul (Baxter et al., 2008).

Synergie potentialisatrice : La plupart du temps, les deux médicaments n’agissent pas sur la
méme cible et I’effet produit par I’association est supérieur a la somme de 1’effet de chacun des
médicaments utilisés seuls (Hemaiswarya et al., 2010).

Les résultats, obtenus dans notre étude, montrent différents types d’interactions, aboutissant a
une additivité dans la plupart des cas (12 associations), un antagonisme concernant une seule
association, ou une synergie potentialisatrice pour trois associations.

Les extraits et les huiles essentielles associées ayant donné un effet additif comportent
probablement des composés qui présentent le méme effet sur le radical DPPH, ce qui pourrait
expliquer la sommation de leurs effets partiels. La combinaison ayant donné un effet
antagoniste comporte probablement des composés dont les effets s’opposent, ce qui induirait
une diminution de 1’action vis-a-vis du radical DPPH (Huang et al., 2019). Cependant, les

combinaisons ayant donné un effet synergique pourraient comporter des composés qui
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interagissent entre eux pour exhiber un effet trés important sur le radical DPPH.

En effet Peyrat-Maillard et al. (2003) ont ¢tudié les interactions entre les antioxydants
phénoliques dans les combinaisons, en ajoutant deux antioxydants simultanément, en
proportions équimolaires a une solution aqueuse d'acide linoléique, qui a ensuite été soumise a
une oxydation induite par le dichlorhydrate de 2,2'-azobis (2-amidinopropane), et en évaluant
l'effet protecteur du mélange antioxydant. Le pouvoir antioxydant du mélange a ensuite été
comparé a l'activité antioxydants calculée par la somme des efficacités de chaque composé
séparément, en fonction de leurs proportions dans le mélange. Si cette activité était supérieure,
une synergie était mise en évidence, tandis qu'une valeur inférieure était représentative d'un
antagonisme.

Ainsi, des effets synergiques ont été observés entre 1’acide rosmarinique et la quercétine, ou
entre 1’acide rosmarinique et 1’acide caféique, alors que des effets antagonistes ont été obtenus
avec les mélanges suivants : a-tocophérol / acide caféique ; a-tocophérol / acide rosmarinique
; (+) - catéchine / acide caféique ; et acide caféique / quercétine. Ces effets de mélange ont été
expliqués en partie par les mécanismes de régénération entre antioxydants, en fonction de la
structure chimique des molécules et de la formation possible de complexes intermoléculaires
stables. Cela peut avoir un effet globalement positif si I’antioxydant le plus faible régénére
I’antioxydant le plus fort, ou un effet négatif (antagoniste) si le contraire se produit.

D’autres hypothéses ont été avancées pour expliquer les interactions d'antioxydants, notamment
les vitesses de réaction des antioxydants, la polarit¢ des molécules interagissant entre elles,

ainsi que et la concentration efficace des antioxydants au site d'oxydation (Reber et al.,2011).

Ruta Romarinus — [ Addivite
chalepensis officinalis (12 cas)
— 7 — /
Secten halepensis
Synergie
(3 cas)
Aloysia Myrt_us
citrodora COUITHTIE
Thymus Citrus limon = el
vulgaris L Eas)

Figure 28 : Analyse des doubles combinaisons extrait-huile essentielle.
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La synergie est parfois recherchée en pharmacologie afin de renforcer I’effet thérapeutique, en
utilisant des faibles doses, ce qui diminuer généralement les effets secondaires (Lemachatti et
al., 2010). Dans cette optique, nous avons décidé d’effectuer des combinaisons triples pour les
associations ayant donné des effets additifs et antagonistes. L’évaluation de ces combinaisons

a été réalisée en comparant 1’effet global a la somme des effets partiels.
V. Combinaisons triples
Les combinaisons triples ont été réalisées en associant deux extraits éthanoliques avec une huile
essentielle ou deux huiles essentielles avec un extrait éthanolique.
V.1 Deux extraits éthanoliques combinés a une huile essentielle

Les combinaisons suivantes ont été réalisées et ont toutes donné un effet antagoniste.

Tableau XIV : Effet antioxydants des combinaisons triples de deux extraits associés a une
huile essentielle.

Effets > des effets Effets de la
Combinaisons Individuel % partiels % combinaison
triple %

Rosmarinus officinalis (HE) 38,94

Aloysia citrodora (EE) 50 125,57 64,87
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94

Thymus vulgaris (EE) 25,50 101,09 66,86
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94

Ruta chalepensis (EE) 36,63 100,74 59,48
Inula viscosa (EE) 25,50
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94

Inula viscosa (EE) 25,50 114,44 52,59

Aloysia citrodora (EE) 50

Myrtus comminus (HE) 31,37

Aloysia citrodora (EE) 50 118 58,48
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Myrtus comminus (HE) 31,37

Ruta chalepensis (EE) 36,63 93,50 60,37
Inula viscosa (EE) 25,50
Myrtus comminus (HE) 31,37
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Inula viscosa (EE) 25,50 82,37 72,55
Thymus vulgaris (EE) 25,50
Myrtus comminus (HE) 31,37
Thymus vulgaris (EE) 25,50 93,50 62,59
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Pinus halepensis (HE) 33
Aloysia citrodora (EE) 50 108,50 72,15
Thymus vulgaris (EE) 25,50
Pinus halepensis (HE) 33
Thymus vulgaris (EE) 25,50 95,13 73,35
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Pinus halepensis (HE) 33
Inula viscosa (EE) 25,50 95,13 59,68
Ruta chalepensis (EE) 36,63
Pinus halepensis (HE) 33
Inula viscosa (EE) 25,50 108,50 50,29
Aloysia citrodora (EE) 50
Citrus limon (HE) 12
Thymus vulgaris (EE) 25,50 87,50 41,99
Aloysia citrodora (EE) 50

V.2 Deux huiles essentielles combinées a un extrait éthanolique

Les combinaisons suivantes ont été effectuées et ont toutes abouti a un effet antagoniste.

Tableau XV : Effet antioxydants des combinaisons triples de deux huiles essentielles
associées a un extrait.

Effet X des effets Effets de la
Combinaisons individuel % partiels% combinaison
triple %
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Aloysia citrodora (EE) 50 120,31 41,91
Myrtus comminus (HE) 31,37
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Thymus vulgaris (EE) 25,50 95,81 49
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Myrtus comminus (HE) 31,37
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Inula viscosa (EE) 25,50 95,81 58,58
Myrtus comminus (HE) 31,37
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Ruta chalepensis (EE) 36,63 106,94 49,20
Myrtus comminus (HE) 31,37
Pinus halepensis (HE) 33
Aloysia citrodora (EE) 50 121,94 49
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Pinus halepensis (HE) 33
Thymus vulgaris (EE) 25,50 97,44 66
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Pinus halepensis (HE) 33
Ruta chalepensis (EE) 36,63 108,57 52,79
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Pinus halepensis (HE) 33
Inula viscosa (EE) 25,50 97,44 60,5
Rosmarinus officinalis (HE) 38,94
Pinus halepensis (HE) 33
Aloysia citrodora (EE) 31,37 114,37 64,67
Myrtus comminus (HE) 50
Pinus halepensis (HE) 33
Ruta chalepensis (EE) 31,37 101 65,80
Myrtus comminus (HE) 36,63
Pinus halepensis (HE) 33
Inula viscosa (EE) 31,37 89,87 64,47
Myrtus comminus (HE) 25,50
Pinus halepensis (HE) 33
Thymus vulgaris (EE) 31,37 89,87 74,85
Myrtus comminus (HE) 25,50
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Les résultats présentés dans les Tableau XIV et XV montrent que les combinaisons triples
testées ont donné un effet antagoniste, en se basant sur la comparaison entre les sommes des
effets partiels et I’effet de la combinaison triple. Ce dernier est nettement inférieur a la somme
des effets individuels, ce qui indiquerait une interaction négative entre les composants. Dans ce
cas, les composés des extraits combinés s’opposent mutuellement, chacun empéchant 1’autre
d’agir correctement et diminuant ainsi son efficacit¢ (Huang et al., 2019). L’interaction des
substances antagonistes pourrait induire soit une compétition entre les molécules, soit
I’induction d’un mécanisme de résistance, par I’une des molécules, aboutissant a une inhibition
partielle ou complete de ’effet combiné.

Méme si ’antagonisme est, plutdt considéré comme une interaction défavorable, il peut étre
recherché dans le but de corriger certains effets indésirables en pharmacologie (Baxter et al.,
2008).

Il existe trois types d’antagonismes selon le mode d’action on distingue :

L’antagonisme fonctionnel : qui correspond a I’interaction des médicaments sur des
récepteurs bien distincts, avec des mécanismes différents mais qui entraine des effets opposés
et irréversibles.

L’antagonisme non compétitif : ou les deux substances se fixent sur le méme récepteur mais
a des sites différents, cette interaction est non surmontable.

L’antagonisme compétitif : ou les deux médicaments se fixent sur les mémes sites des mémes
récepteurs. Ayant la méme affinité, les deux substances agissent en compétition, mais
I’antagoniste dans ce cas est dépourvu d’activité, par conséquent il pourrait corriger les effets
secondaires de ’agoniste, ce type d’antagonisme est dans la plupart des cas favorable (Baxter
et al., 2008).

Nous avons par exemple, la morphine, qui est largement utilisée comme substance efficace pour
le contrdle de la douleur postopératoire. Malgré ses avantages, les effets secondaires induits
sont treés indésirables, notamment la détresse respiratoire, les nausées et les vomissements, ce
qui limitent son utilisation dans certains cas. Cependant, Martin et al., (1976) ont signalé que
la naloxone, utilisée comme antagoniste et co-administrée en quantité appropriée avec de la
morphine par voie péridurale, réduisait les nausées, les vomissements et les démangeaisons

sans altérer 1’effet analgésique de la morphine.
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Conclusion et Perspectives

Cette ¢tude fait partie d’une démarche de valorisation des plantes médicinales, grace a
I’évaluation de leurs potentiels antioxydants. Dans un environnement ou le stress oxydatif
influence la genése et 1’évolution de différentes pathologies, I’identification d’une nouvelle
substance naturelle apte a neutraliser les radicaux libres représente une voie thérapeutique
intéressante. Dans cette optique, nous avons étudi¢ 4 extraits éthanoliques et 4 huiles

essentielles.

Le dosage des composés phénoliques a été effectué tant pour les extraits que pour les
huiles essentielles. L’extrait éthanolique de Thymus vulgaris a montré la concentration la plus
¢levée avec un taux de 0,103 mg EAG/g MS, tandis qu’ayant donné la teneur la plus élevée

était celle de Pinus halepensis avec 6,8 mg EAG/ml.

L’utilisation de la méthode DPPH pour évaluer I’activité antioxydants a révélé une
efficacité variable entre les différents extraits éthanoliques et les huiles essentielles analysées.
Ainsi, les valeurs d’IC50 indiquent que le potentiel antioxydants le plus élevé revient a Aloysia
citrodora (0,00306 mg/g) et a Inula viscosa (0,00265 mg/g) chez les extraits éthanoliques,
tandis que pour les huiles essentielles, Myrtus communis présente la plus faible valeur avec

0,01456 mg/ml.

L’analyse des combinaisons doubles a mis en évidence surtout des effets additifs (12
cas), ainsi que trois cas de synergie et un seul cas d’antagonisme. Ces résultats soulignent que
I’effet global d’une combinaison ne peut pas étre déterminé simplement par 1’addition des effets

individuels, en raison des interactions spécifiques entre les composés actifs.

Les résultats issus des combinaisons triples ont révélé une prédominance des effets
antagonistes. Cet ajout d’un troisiéme composant pourrait engendrer une compétition ou une
interférence entre les molécules bioactives, réduisant I’activité antioxydants totale grace a des

interactions physico-chimiques ou a une altération des mécanismes d’action antioxydants.

Les résultats de cette étude ouvrent la porte a diverses perspectives de recherche :

» Validation des résultats in vitro par des essais biologiques in vivo sur des modéles
cellulaires ou animaux, afin de confirmer 1’efficacité des combinaisons.

» Réalisation de tests de toxicité en perspective d’une future application thérapeutique.

» L’intégration des combinaisons les plus prometteuses dans la préparation des produits

naturels médicinaux ou cosmétiques.
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Résumé

Les soins de santé traditionnels intégrent fortement les plantes médicinales en raison de leurs
composants bioactifs naturels, qui possédent des vertus thérapeutiques diverses. Cette
recherche a eu pour but d’évoluer I’activité antioxydants d’extraits éthanoliques de plantes
médicinales et d’huiles essentielles. Le dosage des polyphénols totaux a montré que I’extrait de
Thymus vulgaris (0,103 mgEAG/gMs) et I’huile essentielle de Pinus halepensis (6,8
mgEAG/ml) en sont les plus riches. Le test du radical DPPH a été utilis¢é pour évaluer
I’activité antioxydants et déterminer les valeurs IC50, Inula viscosa a présenté la plus faible
valeur (0,00265mg/g) et Myrtus communis avec 0,01456 mg/ml chez les huiles essentielles. Par
la suite, des combinaisons doubles ont été réalisées pour analyser les interactions possibles
entre les composants, a 1’aide d’isobologrammes. Les résultats indiquent une majorité d’effet
additif, avec quelques cas de synergie et d’antagonisme. Les combinaisons triples ont donné
un effet antagoniste. Cette recherche souligne I’intérét et la complexité des associations de
molécules actives en thérapeutique.

Mots clés : Activité antioxydants, combinaisons, extrait éthanolique, huile essentielle.

Abstract

Traditional healthcare heavily incorporates medicinal plants due to their natural bioactive
components, which possess diverse therapeutic properties. The aim of this research was to
evaluate the antioxidant activity of ethanolic extracts from medicinal plants and essential oils.
The total polyphenol assays showed that Thymus vulgaris extract (0,103 mg GAE/g DW) and
Pinus halepensis essential oil (6,8 mg GAE/ml) were the richest. The DPPH radical assay was
used to assess antioxidant activity and determine the IC50 values, Inula viscosa exhibited the
lowest IC50 (0.00265 mg/g), while Myrtus communis showed 0.01456 mg/ml among essential
oils. Subsequently, double combinations were performed to analyze possible interactions
between the components using isobolograms. The results indicate a majority of additive
effects, with some cases of synergy and antagonism. Triple combinations produced an
antagonistic effect. This research highlights both the interest and complexity of combining
active molecules in therapeutics.

Keywords : Antioxidant activity, combinations, ethanolic extract, essential oil.
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