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INTRODUCTION

Introduction

Ces dernieres années les chercheurs portent un intérét accru aux effets biologiques des
antioxydants naturels. Ces molécules permettent la lutte contre le stress oxydatif, genéré par
les espéeces réactives de 1’oxygene, impliqué dans le vieillissement et le déclenchement et/ou
la progression de plusieurs maladies, telles que le cancer, les accidents cardiovasculaires les

maladies inflammatoires et neuro dégénératives (Pietta et al., 2000).

L'utilisation des plantes médicinales, pour le traitement des maladies, vient
généralement de la croyance qu'elles présentent une trés faible toxicité du fait de leur origine

naturelle.

Selon l'organisation mondiale de la santé, 80 % de la population du monde emploie la

médecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies (OMS, 1976).

Dans ce contexte de nombreuses recherches scientifiques se sont penchées sur 1’étude
de différentes propriétés de multiples plantes médicinales riches en métabolites secondaires.
Ainsi les polyphénols et les huiles essentielles se sont avérés étre doués de multiples vertus
thérapeutiques, jouant un réle trés important, principalement, dans la lutte contre les maladies
provoquées par les especes oxygénées réactives, comme les maladies; 1’athérosclérose,

I’hypertension artérielle, le diabéte, la sclérose en plaques et autres (Bruneton, 2009).

Plusieurs travaux ont porté sur 1’efficacité des plantes médicinales dans les maladies
précitées (Hennebelle et al., 2004 ; Favier , 2003), cependant les nouveaux projets visent au
développement d'une nouvelle génération de produits phytopharmaceutiques, basés sur

I’utilisation des associations de substances issues de la phytothérapie (Tallarida et al., 2003).

Le but ultime de ces associations est la recherche d’effets synergiques ou, & défaut
additifs, car ceux-ci ont certains avantages, comme 1’¢largissement du spectre d’activité
biologique, I’amélioration de 1’efficacité des substances utilisées en thérapeutique et la

réduction de la toxicité liée a la dose. (Breitinger, 2012)

Les principaux objectifs de notre recherche sont d’évaluer Les effets antioxydants,
des huiles essentielles et des extraits éthanoliques, de la partie aérienne de trois plantes
aromatiques, a savoir Lavandula stoechas, Laurus nobilis,Hyoscyamus albus, seuls ou en
association, grace a ’utilisation d’un radical synthétique, le DPPH, et de tester la toxicité des

1
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extraits précites sur des souris femelles. Ces tests ont pour objectifs d’évaluer la dose 1étale
50% et les effets des extraits sur les organes vitaux : le foie et les reins qui jouent un role

crucial dans I’élimination des xénobiotiques.
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I- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
I.1- Lavandula Stoechase

1.1.1- Généralité sur Lavandula stoechas

Le genre Lavandula se compose d’environ 28 espeéces, dont la plupart sont originaire
du bassin méditerranéen (Barrett, 1996), ce nom deérive du latin Lavare qui signifie laver, elle
appartient a la famille des labiées (Lamiaceae) (Chu et Kemper, 2001).

La lavande était déja utilisée par les Romains pour conserver le linge et parfumer les
bains. En Provence, elle fut utilisée au Moyen Age, pour la composition de parfums et
de médicaments, mais ce n’est qu’a partir du XIx° siécle que sa culture se developpa. (Upson
et al., 2000).

Lavandula stoechas est une espece trés florifére parfois appelée lavande papillon ou
lavande stéchade. Elle a été historiqguement la premiere lavande a étre formellement décrite et

c’est aussi la lavande la plus répandue.

En Algérie, L.stoechas est trés connue sous le nom local "Helhal" et est largement
distribuée a travers toute la périphérie nord du pays de Tlemcen a Bejaia.

1.1.2- Description Botanique

L. stoechas se présente sous la forme d’un arbrisseau trés aromatique et trés ramifiée
pouvant atteindre un métre de haut avec une forte odeur semblable a celle du pin. Les feuilles
sont opposées de 2 a 4 cm de long, sessiles, oblongues, lancéolées, velues, étroites et

recourbées sur les bords et sont souvent gris vert.

Les bractées sont fertiles et largement ovales a obovales-subtrilobées, brievement
acuminées, membraneuses, veinées et plus courtes que le calice. La Corolle est de couleur
violet foncée ou mauve. Les fruits sont sans intérét économique comme tous ceux de la

famille. Ils permettent cependant la production de graines. (Upson et Andrews, 2004)

Contrairement a beaucoup d’autres lavandes, celle-ci préfere les sols siliceux et les terrains
acides. Elle supporte la mi ombre et tolére le froid jusqu’a -5°C. La floraison se déroule

d’avril a mai puis en automne. La couleur vive des bractées attire les insectes: elle


https://fr.wikipedia.org/wiki/Rome_antique
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est entomophile. Cette plante velue et glanduleuse repousse les herbivores. Sa pollinisation

est assurée par les insectes. (Chu et Kemper, 2001)
1.1.3- Classification Botanique

Classification botanique de Lavandula stoechas d’aprés (Quezel et Santa, 1963).

> Regne: Plantae

»> Division : Magnoliophyta
» Classe : Magnoliopsida
» Ordre: Lamiales

» Famille : Lamiaceae

> Sous-famille :  Nepetoideae
» Genre: Lavandula

» Espece : Lavandula Stoechase L

1.1.4- Composition Phytochimique

La composition de 1'huile essentielle et de I’extrait éthanolique de Lavandula stoechas

est résumée dans le tableau | :


https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_(biologie)
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Tableau I:Composition de I’huile essenticlle et de I’extrait éthanolique de Lavandula

stoechas.
Extraits éthanolique Huile essentielle
(Ez Zoubi Y et al., 2014). (Mohammedi Z, Atik F., 2011).
Tanins Fenchone (27.6%)
Tanins catéchique Cineole (18.9%)
Flavonoides Camphre (18.1%)
Terpénes et stérols acetate de Bornyl (1.3%)
Coumarins Camphéne (3.2%)
Leucoanthocyanes Viridiflorol (1.1%)
Glycosides cardiaques Borneol (0.6%)
Mucilages a-pinéne (0.5%)

1.1.5- Utilisations traditionnelles de Lavandula stoechas

L.stoechas est une espece végétale bien connue et utilisée a travers toutes les régions
méditerranéennes pour ses vertus médicinales principalement attribués a sa teneur en H.E.
Elle était utilisée par les médecins musulmans qui la considéraient comme céphalique
(tonique), résolvante, désobstruante, et carminative. lls la prescrivaient pour lutter contre des

infections pulmonaires . (Said et Saeed, 1996).

En Créte, I'H.E et l'infusion des feuilles sont utilisées par des thérapeutes traditionnels
comme spasmolytique, contre le diabete, les douleurs menstruelles féminines, les calculs
rénaux, |’anthrax, l'otite, I'hypertension. La matiere végétale brute est également utilisée
comme insectifuge (Skoula et al., 1996). La plante est également utilisée dans la médecine
populaire comme antispasmodique dans les douleurs coliques (Usmanghani et al., 1997),
expectorant, stimulant, (Giray et al., 2008) et pour les différentes maladies du systéme
nerveux central, comme I'épilepsie et la migraine. Elle est d’ailleurs utilisée sous forme de

fumigation pour soigner les sinusites. (Usmanghani et al., 1997)
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I.1.6- Activités biologiques de Lavandula Stoechase

e Pouvoir antifongique

Les huiles essentielles de L. stoechas sont des antifongiques naturels trés efficaces et
pouvant étre une source tres importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour
éradiquer les infections d’origine fongique. Les moisissures tel que Rhizopus stolonifer et
Fusarium spp ont montré une sensibilité accrue a 1’augmentation de la concentration de
I’huile dans leur milieu de culture ou le diamétre de la colonie se réduit & chaque fois qu’on
augmente la dose jusqu’a une inhibition totale ou aucune croissance n’est observée.

(Mohammedi et Atik, 2011).
e Pouvoir antioxydant

Les extraits de Lavandula stoechas ont une efficacité dans 1’élimination des radicaux
libres tel que I’anion superoxyde et la chélation des métaux. En outre, des études ont
démontré D’activité antioxydants de I’huile essenticlle contre la dégradation oxydative du

saindoux. (Gulcin et al., 2004).
e [Effet antibactérien

L’huile essentielle de Lavandula stoechas a été testée contre des souches bactériennes
standards, les résultats obtenus ont montré une activité antibactérienne contre la plupart des
souches testées a I’exception de streptococcus epidermidis, entrococus faecalis et candida
albicans (Goren et al., 2002).

1.1.7- Toxicité de Lavandula stoechas

A fortes doses I'huile essentielle de Lavandula stoechas est considérée comme un
poison narcotique (Aouadhi, 2010). Selon un rapport de 'EFSA (Autorité europeenne de
sécurité des aliments) d'aout 2008, Le niveau de la toxicité tient uniqguement a la présence du
camphre qui est I’'un de ses composés majoritaires. Ce phénol est connu pour provoquer des
convulsions notamment a la suite d'ingestion par des enfants. Elle contient également de
grandes quantités de fenchone, Cette cétone convulsivante est interdite en tant qu'additif
alimentaire en France. L'huile peut également provoquer une dermatite (EFSA, 2008).
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1.2- Laurus nobilis

1.2.1- Généralités sur Laurus nobilis

Le nom Laurus dérive du latin, qui signifie « toujours vert » faisant allusion au

feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001).

Laurus nobilis autrement appelé Laurier noble pousse dans les lieux humides et
ombragés, mais également dans les jardins, ou elle est cultiveée comme condiment (Iserin,
2001). C’est un membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ 2000-
2500 espéces (Barla et al., 2007). Originaire du bassin méditerranéen, ces feuilles sont
largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe médicinale depuis les

périodes antiques grecques et romaines (Demir et al., 2004).
1.2.2- Description botanique :

Laurus nobilis, est un arbuste ou arbre aromatique pouvant atteindre jusqu'a 15m de
hauteur mais généralement taillé en arbrisseau pour en faciliter la récolte, son écorce est lisse

et noir et au feuillage persistant (Baba Aissa, 1991).

Les feuille sont alternes, allongées, d’environ 10cm de long et 3 2 5 cm de large et
sont courtement pétiolées, leur limbe est coriace, glabre, souvent 1égérement ondulé, épaissi
sur les bords et recourbé vers ’intérieur, d’un vert foncé et luisant a leur partie extérieure
(anton et Lobstein, 2005). Les fleurs sont dioiques, jaunes, groupées par 4 a 5 en petites
ombelles. Le fruit est une petite baie ovoide de 2cm de long sur 1cm de largeur, noir vernissé

a maturité (Demir et al., 2004).
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1.2.3- Classification botanique

Classification botanique de 1’espéce Laurus nobilis (Quezel et santa, 1962).

>

>

Reégne :
Sous regne :

Embranchement :

Sous embranchement :

Classe :

Sous classe :

Ordre :

Famille :

Genre :

Espece

1.2.4- Composition Phytochimique

Plante

Plante vasculaire
Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones
Dialypétales
Laurales
Lauracées
Laurus

Laurus nobilis L.

La composition de I'huile essentielle du laurier est exprimée en pourcentage de divers

composés des familles des oxydes terpéniques, des monoterpénols, des phénols des

monoterpenes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques (Flamini et al, 2007) (Tableau II) :
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Tableau Il : Composition phytochimique de 1’huile essentielle de Laurus nobilis.

Classe Composés

Oxydes terpéniques : | 1,8-cinéole (48.38%)
Monoterpénols : linalol (3.50%), terpinén-4-ol (2.84%), alpha-terpinéol (2.46%)
Phénols : méthyl-eugénol (2.22%), eugenol (0.08%)

Esters terpéniques : acetate d'alpha-terpenyle (8.52%), acétate de bornyle (0.16%)

Monoterpenes : sabinene (9.46%), béta-pinéne (4.99%), alpha-pinene (5.77%),
limonéne (4.10%), para-cyméne (2.38%), gamma-terpinéne
(2.12%), myrcene (0.64%), camphéne (0.32%), alpha-
phellandréne (0.24%), alpha-terpinéne (0.28%).

De plus Demo et al., (1998) ainsi que Gémez-Coronado et al., (2004) ont montré la

richesse de ses feuilles en vitamine E.
1.2.5- Utilisations traditionnelles de Laurus nobilis

Les feuilles de Laurus nobilis font partie des assaisonnements les plus connus dans
tous les pays. Elles sont généralement utilisées comme plante aromatique en cuisine et en
industrie alimentaire. Cette plante a aussi des applications importantes en médecine, le laurier
est principalement utilisé, par voie orale, dans le traitement symptomatique des troubles de
I’appareil digestif supérieur tels que les ballonnements épigastriques, la lenteur de la digestion

et les éructations et flatulences (Iserin, 2001).

L’extrait aqueux est utilis¢é dans la meédecine traditionnelle turque en tant
qu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote lors des morsures de

serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Kivgak et Mert, 2002).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été

employées pour traiter 1’épilepsie et la maladie du parkinson (Aqili Khorasani, 1992).

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cette plante a été employée pour le
soulagement des hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al., 2002). En outre,

elle est employée par I’industrie cosmétique en parfumerie et dans la fabrication des savons.
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Elle compte parmi les meilleurs moyens pour éloigner les insectes génants (Demir et al.,
2004).

1.2.6- Activités biologiques de Laurus nobilis

e Effets antioxydants

L’activité antioxydants des extraits méthanoliques (bruts et dégraissés) des feuilles, de
I’écorce et des fruits de Laurus nobilis a été étudiée par I’inhibition de la peroxydation
lipidique (LP) dans les liposomes, induite par le systeme Fe+2 / ascorbate. Les résultats ont
montré que tous les extraits possédaient une activité antioxydants. L’extrait dégraissé des

feuilles a également montré une inhibition plus élevée de la LP (Simie et al., 2003).

Dans une autre étude, Demo et al., (1998) ont démontré la présence des tocophérols,
principalement I’a- tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la fraction
apolaire par extraction avec I’hexane. L’activité antioxydants de cet extrait était strictement
corrélée avec la teneur en tocophérol. Ainsi, ces résultats préliminaires ont confirmé que
I’utilisation traditionnelle des feuilles de Laurus nobilis dans I’industrie alimentaire est reliée
non seulement a I’odeur et a 1’arébme plaisant, mais probablement aussi a des capacités

préservatives des substances présentes dans les feuilles et d’autres parties de cette plante.

e Effet anticonvulsif

L’huile de Laurus nobilis a protégé des souris contre des convulsions toniques induites
par électrochoc maximal et particulierement par pentylénetétrazol. Aux doses
d’anticonvulsivant, ’huile essentielle a produit la sédation et relachement du coeur. Les
composants responsables de cet effet peuvent étre le cinéol, eugénol et le méthyle eugénol
mais d’autres ¢tudes sont exigées avant que toutes conclusions puissent étre tirées (Sayyah et

al., 2002).

o Effet cytotoxique

Certains composés isolés a partir des feuilles et des fruits de Laurus nobilis se sont
avérés cytotoxiques, il s’agit essentiellement de ces deux sesquiterpenes; lactones et
lauroxepines, qui selon ces expériences sont fortement cytotoxiques vis-a-vis d’une lignée

cellulaire cancéreuse ovarienne; la A2780. (Barla et al., 2007).

10
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e Effet gastroprotectif

Une seule étude a été réalisée a ce sujet par Gorbivz et al., (2002). Cing plantes
aromatiques dont Laurus nobilis, usuellement employées pour traiter le mal d’estomac. Une
décoction et un extrait méthanolique ont été préparés a partir des fruits du Laurier pour
déterminer leurs effets sur un modele d’ulcére gastrique induit chez le rat. Les expériences
pharmacologiques et les techniques histopathologiques ont clairement montré que ces extraits

administrés oralement ont significativement protégé 1’estomac contre les ulcérations.

e [Effet Cicatrisant

L’effet cicatrisant de I’huile essentielle de Laurus nobilis a été examiné par Khalil et
al., (2007). Des lésions profondes induites dans le secteur dorsal de souris Mus musculus ont
¢été traitées quatre fois avec I’huile essentielle pendant deux jours successifs. Cette opération
fut répétée pendant plusieurs jours avec 12 h d’intervalle. Apres 16 jours, les blessures ont été
visuellement observeées, et le secteur de la blessure a été mesuré. Les animaux ont été sacrifiés
par la suite et I’histologie du secteur de blessure est examinée, ainsi L’huile essentielle de

Laurus nobilis a montré une bonne activité cicatrisante.

1.2.7- Toxicité de Laurus nobilis

L'effet toxique de I’huile essentielle de Laurus nobilis est généralement attribue a la
présence de certaines molécules tels que les monoterpenes retrouvés a des concentrations
comprises entre 57,3 et 85,90 %. Plusieurs rapports indiquent que les monoterpénoides
causent la mortalité des insectes en inhibant I’activité¢ enzymatique de l'acétylcholinestérase
(Houghton et al.,2006). Toutefois, d'autres travaux citée par Lee BH et all., (2001) ont
rapporté que la toxicité de ces terpénoide n'est pas nécessairement corrélé avec 1’activité
inhibitrice de l'acétylcholinestérase précédemment décrite. En outre, d’autres travaux ont
suggeré que certains monoterpénes pouvait inhiber le cytochrome P450 dépendant mono —
oxygenases (De-Oliveira et al., 1997) .

Aussi, il a été rapporté que I’eugénol et le méthyleugénol sont capable de causer la

cytotoxicite et la génotoxicité chez les rongeurs (Sayyah et al., 2002)

11
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1.3- Hyoscyamus Albus

1.3.1- Généralités sur Hyoscyamus albus

Les jusquiames sont des plantes appartenant a la famille des Solanaceae, ce genre se
compose de 15 espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces, vivant sur les talus, les falaises, les
friches et les plages de galets en Europe, en Afrique du nord et en Asie. Ces plantes se

caractérise par leur richesse en alcaloides tropanique (Guignard, 1998).

Hyosyamus albus fut utilisé comme un poison violent et est considéré comme 1’une
des plantes hallucinogene les plus importante ceci est dd a leurs métabolites secondaires qui
sont I’atropine et la scopolamine; qui sont des alcaloides qui furent utilisés comme « Sérum de

Vérité » pendant la seconde guerre mondiale (Goullé et al., 2004).
1.3.2- Description botanique

La jusquiame blanche est une plante herbacée, annuelle ou bisannuelle, qui mesure de
30 a 90 cm de hauteur, a port dressé, rameuse, visqueuse et velue. Les feuilles sont larges,
ovales, et longues de 5 a 10 cm, irrégulierement dentés, collantes et de couleur vert clair. Au
printemps, la floraison, donne des fleurs de 1 a 3 cm de long, bilabiées, disposées en cymes
scorpoides. Le calice est tres velu et divisé en 5 dents .La corolle est blanchétre ou d’un jaune
tres pale. Le fruit est une capsule contenant plusieurs graines blanches renfermées dans le
calice (Shultes et Hofmann, 1993).

1.3.3- Classification Botanique

Classification botanique de I’espéce Hyoscyamus albus (Quezel et santa, 1963) .

> Regne Plantae

> Division Magnoliophyta

»> Classe Magnoliopsida

» Ordre Solanales

> Famille Solanaceae

> Genre Hyoscyamus

> Espéce Hyoscyamus albus L
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1.3.4- Composition chimique :

La jusquiame blanche est trés riche en alcaloides tropaniques, La proportion en
alcaloides totaux dans la poudre séche de Hyoscyamus ablus varie de 0,045 a 0,14%. Le
principal constituant est la hyoscyamine et ses dérivés : (-)-6-béta-hydroxyhyoscyamine, N-
oxydes hyoscyaminiques et hyoscine-N-oxydes. De plus petites quantités d’atropine et de
scopalamine, d’apoatropine, de tropine, de cuscohygrine, de skimianine et d’alpha et beta
belladonine sont présentes dans les extraits de la poudre de la plante (Goullé et al., 2004) . En
plus la plante synthétise eégalement des alcaloides de la classe des calystégines (Tepfer et al.,
1988).

1.3.5- Propriétés thérapeutique

La composition phytochimique trés variée de la Jusquiame blanche lui confere
plusieurs effets thérapeutiques :

e celle est utilisée en médecine traditionnelle comme parasympatholytique et sédatif du
systeme nerveux (Benhouda et Yahia, 2014).

e Les flavonoides, les tanins condensés et les saponines jouent un role dans I’activité
analgésique et antipyrétique (Benhouda et Yahia, 2014).

e L’hyoscyamine et la scopolamine sont utilisées en ophtalmologie, dans le traitement des
spasmes gastro-intestinaux, dans le traitement d’empoisonnement par les
organophosphorés et comme anesthésique (Romeike, 1956).

e La jusquiame blanche présente aussi une activité antibactérienne importante contre des
éspeces bactériennes tels que : Escherichia coli, Staphylococus aureus, Pseudomonas

stutzeri, Klebsiella pneumoniae (Kadi et al., 2013).

1.3.6- Toxicité de Hyoscyamus albus

Chez I’homme, les alcaloides de la jusquiame blanche conduisent en cas d’intoxication
a un syndrome anti cholinergique. Les principaux signes cliniques sont : mydriase, sécheresse
cutanée et muqueuse, vasodilatation, tachycardie, agitation, hallucinations, convulsions, coma

et dépression respiratoire (Goullé et al., 2004).

13
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Les doses toxiques d’atropine produisent une stimulation centrale avec agitation,
irritabilité, désorientation, hallucinations dilatation des vaisseaux cutanés, en particulier ceux
du visage donnant un aspect rouge caractéristique ; tous ces symptdmes sont due a I’inhibition
de I’action de I’acétylcholine au niveau de ses récepteurs dans la synapse nerveuse, bloquant
de ce fait la fonction physiologique du systeme nerveux parasympathique (Bloom et al.,
2010).

La scopolamine est fortement hallucinogéne, c’est un dépresseur du SNC (Schultes et
Hofmann, 1993).

I.4- Le stress oxydatif
1.4.1- Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003). 1l correspond a

une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).
1.4.2- Origine du stress

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour l'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systémes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants / prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est

appelé «stress oxydant» (Favier, 2003).

1.4.3- Les radicaux libres
1.4.3.1- Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L'ensemble des radicaux libres

et leurs précurseurs sont souvent appelés espéces réactives de I'oxygene (Favier, 2003).
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1.4.3.2- Origine des radicaux

IIs sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de detruire des bactéries
par les cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des fonctions

cellulaires létales telle que la mort cellulaire programmée ou 1’apoptose (Favier, 2003).

Toutefois, au contact entre l'oxygene et certaines protéines du systeme de la
respiration, une production des anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la

chaine respiratoire mitochondriale.

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygenés produits
directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d'azote, est produit par les
systemes enzymatiques que sont les différentes NO synthases, les cellules endothéliales ou les

macrophages (Favier, 2003).
1.4.4- Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules

biologiques : oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides.

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle, réaction appelée peroxydation lipidique. Les conséquences
seront différentes : I'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de LDL oxydées
qui, captées par des macrophages, formeront le dépét lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires, L'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité
de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier, 2003).

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou l'arrét de la réplication de
I'ADN. lls agissent en provoquant des altérations des bases, des pontages ADN-protéines ou
des ruptures de brins (Hadi, 2004). lls inhibent la sécrétion d'insuline (Krippeit-Drews et al.,
1994), modifient les structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines (Pincernail et
al., 1999).

15



CHAPITIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoaldehydes et OH", qui entraineront la coupure de
protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomene de
glycosoxydation est tres important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs

parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydant représente ainsi la principale cause initiale de plusieurs maladies
telles que : le cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse
respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré, le diabete, la maladie
d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003), maladie de
Parkinson, les inflammations gastro-intestinales, ulceres (Atawodi, 2005), les oedémes et le

vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003).

1.5- Généralités sur la toxicité
1.5.1- Définition de la toxicité

Traditionnellement, on qualifie de toxique un composé pouvant nuire a la santé des
organismes vivants, en particulier a celle de homme, I’effet d’un toxique dépend toujours de
I’espéce et de la dose. Selon leur origine, on distingue les toxiques synthétiques et les toxiques

naturels (toxines) provenant des microorganismes, des plantes ou des animaux (Reichi, 2004).
1.5.2- Classification

Selon la fréquence et la durée de 1’exposition ou 1’administration du toxique, on peut

distinguer plusieurs formes de toxicité :

e Latoxicité aigue

La toxicité aiglie englobe tous les phénoménes speécifiques et les signes adverses, qui se
manifestent juste aprés 1’exposition de 1’organisme a une prise unique ou plusieurs prises tres
rapprochées d’un agent chimique. L’effet toxique aigu est généralement considéré comme un
effet qui se produit immédiatement ou dans les premiers jours apres 1’exposition (Claverie et

al., 2008).
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e Latoxicité sub-chronique

Lors de la toxicité sub-chronique, le xénobiotique est administré plusieurs fois pendant
une période plus longue, de 28 a 90 jours. Le but est de définir les organes et les fonctions
touchées par ce toxique. Pour une dose déterminée I’effet attendu peut se manifester
immédiatement ou avec retard (Claverie et al., 2008).
e Latoxicité chronique

La toxicité chronique est définie comme étant la mise en évidence d’effets toxiques

aprés administration répétée d’une dose de la substance a tester, pendant une période de temps

longue, supérieure a 90 jours (Claverie et al., 2008).
1.5.3- La dose létale 50 (DL50)

La dose létale 50 est un indicateur quantitatif de la toxicité d'une substance, Cet
indicateur mesure la dose de substance causant la mort de 50 % d'une population animale
donnée dans des conditions d'expérimentation précises, Elle s'exprime en milligrammes de
matiére active par kilogramme de poids corporel de I'animal, Plus ce chiffre est petit, plus la

substance est toxique (Reichi, 2004).

Cependant, la DL50 a une valeur tres limitée, car elle ne concerne que la mortalité et
ne donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des lésions. Il s’agit d’une
appréciation grossiére et préliminaire qui peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que

I’espéce animale, le sexe, 1’age, etc (Lapointe, 2004).

Tableau 111 : échelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs selon
(Hodge et Sterner, 1949)

jusqu’almg/kg Extrémement toxique
1 a 50 mg/kg Hautement toxique
50 a 500 mg/kg Modérément toxique
500 a 5000 mg/kg Légerement toxique
5000 a 15000 mg/kg Presque pas toxique

Plus de 15000 mg/kg Relativement inoffensif
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1.5.4- Organes cible des toxiques

Un toxique n’affecte pas tous les organes avec la méme intensité. Il agit plus
spécifiquement sur des organes cibles du fait d’une trés grande sensibilité de ces organes ou
d’une concentration plus élevée de la molécule inchangée et/ou de ses métabolites a leur

niveau.

Le foie et les reins, qui assurent des fonctions métaboliques et excrétoires plus
importantes et bénéficient d’une trés large irrigation sanguine, sont particulierement exposés

aux toxiques.

Les substances capable de traverser la barriere hémato-encéphalique peuvent exercer
leur toxicité au niveau du systeme nerveux. Le systeme respiratoire constitue un organe cible

pour les toxiques gazeux ou volatiles (Viala et Botta, 2005).
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CHAPITRE I1 MATERIELS ET METHODES

I1- Matériels et méthodes

Notre étude rentre dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques a travers la
détermination du potentiel d’activité antioxydants des huiles essentielles et des extraits

éthanoliques ainsi que ’effet de leurs associations avec d’autres composés chimiques.

11.1- Matériel
11.1.1- Matériel végetal

Trois plantes aromatiques ont été utilisées, il s’agit de Hyoscyamus albus (figure 1),

Lavandula stoechas (figure 2) et Laurus nobilis (figure 3).

Figure 1 : Photographie de hyoscyamus Figure 2 : Photographie de Lavandula
albus. stoechas

Figure 3 : Photographie de Laurus nobilis.
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Les parties aériennes de Laurus nobilis et de Lavandula stochas, ont été récolté
respectivement en Janvier 2016 sur les montagne de la commune de Djoua (Bejaia) , et de la
commune d’Akbou (Bejaia).Hyoscyamus albus a quand a elle, a été récoltée en mai 2015 a
Toudja (Bejaia). Et I’identification botanique de ces plantes a été réalisée en se référant a la

flore algérienne de Quézel et santa, (1962).

Les plantes fraichement récoltés ont été séchées a I’ombre dans un endroit aéré afin de
préserver au maximum 1’intégrité de leurs molécules. Une partie a ensuite été utilisé tel
qu’elle pour I’extraction des huiles essentielles, et 1’autre partie a été placé dans une étuve a
40°C pendant une semaine pour I’¢limination des résidus d’humidité puis broyés a I’aide d’un

broyeur électrique et tamisé en une poudre fine pour I’extraction des polyphénols.
11.1.2- Matériel animal

Pour évaluer la toxicité In vivo des différents extraits. Des souris femelles de I’espéce
Balbe/c (Figure 4) ont été employées, leur poids moyen varie entre 26 a 34 g avec une

moyenne d’age de 6 semaines. Ces souris proviennent de I’institut Pasteur d’Alger.

Les animaux ont été logés dans des cages standards. Pendant la période
d’expérimentation, ont été disposés d’eau potable et de nourriture, la litiére a été renouvelée
deux fois par semaine. Les animaux se sont acclimatés aux conditions de I’animalerie a

température ambiante, pendant une quinzaine de jours avant le début de 1’essai.

Figure 4 : Représentation d’une cage de souris standard.
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11.2- Méthodes
11.2.1- Extraction et quantification des huiles essentielles

11.2.1.1- Extraction

Les huiles essentielles des deux plantes étudiées ont été extraites par hydrodistillation

en utilisant un montage inspiré d’un appareil de type Clevenger (Clevenger, 1928) (figure 5).

Figure 5 : Montage utilisé pour I’hydrodistillation.

11.2.1.2- Le protocole

Nous avons effectué deux macérations : 100g et 50g respectivement de feuilles de
Laurus nobilis et de partie aérienne de Lavandula stoechas dans un litre d’eau de source
(source des aiguades Bejaia) pendant une nuit (16 a 20 heures ). L’ensemble est ensuite portée
a ébullition pendant 1h 30min. Les vapeurs chargées d'huile traversent un réfrigérant se
condensent et chutent dans une ampoule a décanter, I'eau et I'huile se séparent par différence

de densité.

Apres décantation des distillats, les HES ont été récupérées et complétement
déshydratées a I’aide du sulfate de sodium anhydre (Na2SOa4), puis conservées a 4°C et a

I’abri de la lumiére dans un flacon ambré et fermé hermétiquement (Sahin et al., 2004).
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11.2.1.3- Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement de I’HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue

et la masse du matériel végétal exprimé en pourcentage (AFNOR, 1986).

Rend . poids de l'HE %100
enaement = (Poids de la plante )

11.2.2- Préparation des extraits brutes par macération

Pour extraire les polyphénols des parties aériennes des trois plantes, nous avons opté

pour le protocole décrit par Romani et al, (2006). en y apportant quelques modifications.

Une quantité de 30 g de poudre a été mise a macérer sous agitation et a I’abri de la
lumiére, dans 200 ml d’éthanol a 96% pendant 24h. L’opération a été répétée 3 fois a

intervalle régulier.

Aprés décantation de la suspension, 1’extrait éthanolique a été prélevé et a ensuite été
filtré sur papier wattman. L’extrait ainsi obtenue a été séché a 1’aide d’un rotavapor pour
éliminer I’éthanol, I’extrait qui en a résulté a été sécher a I’étuve a 40°C jusqu'a atteindre un

poids constant.
11.2.3- Calcule du rendement en extrait éthanolique

Le rendement a été calculé comme suit :

Rendement (%) = poids de I’extrait brut sec /poids de la poudrex 100

11.2.4- Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode cité Singleton et
Rossi, (1965). La teneur en phénols totaux est déterminée par une méthode colorimétrique
avec le spectrophotomeétre UV-Visible en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu. Les résultats ont

été exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiére séche (mg
EAG/g).
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11.2.4.1- Principe

Le réactifde Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
( H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040) qui est réduit, lors de 1’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténeWgO23 et de molybdene MogO3 (Boizot
et Charpentier, 2006). Les phénols oxydés ont une absorption maximale aux environs de 765
nm. Cette absorption est proportionnelle au taux de composés phénoliques. Le carbonate de

sodium a été ajouté comme catalyseur.
11.2.4.2- Mode opératoire

0.2ml de solution d’extrait (1mg/ml) ont été mélangés avec 1ml du réactif de folin-
Ciocalteu (10%, v/v), suivis de 0.8ml de solution de carbonate de sodium (7.5%, w/v). Apres
avoir bien agité, les tubes a essai ont été incubés pendant 2h a température ambiante et a

I’obscurité, puis I’absorbance a été mesurée a 765nm.

Un témoin a été préparé dans les mémes conditions en utilisant du méthanol a la place

de I’extrait.
11.2.4.3- Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits, ont été déterminées
en se référant & une courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique

dans le méthanol.

Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par

gramme de matiere seche (mg EAG/qg).
11.3- Evaluation de I’activité antioxydants des différents échantillons

L’activité antioxydants des H.Es et des extraits éthanoliques ainsi que celle des trois
standards : le DL-a-tocophérol (Vit. E), I’acide caféique et la quercétine a été évaluée par la
mesure de la capacité de réduction d’un radical libre synthétique : le 2,2-Diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH").
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11.3.1- Principe

C’est une technique basée sur la décoloration d’une solution alcoolique de DPPH"
(méthanol ou éthanol), et donc la transformation de ce dernier, aprés 1’addition d’un agent
antioxydants. L’évaluation de la décroissance de 1’absorbance a une longueur d’onde de
515-528 nm est proportionnelle & la concentration et au pouvoir antioxydants de cet agent, et
au temps de réaction (Sanchez-Moreno, 2002 ; Deng, 2011).

La solution alcoolique du radical libre DPPH" présente une couleur mauve-foncée avec
une absorbance maximale (pic d’absorption) @ 517 nm, cette couleur disparait en présence d’un
capteur de radicaux dans le systéme réactionnel et quand 1’électron impair de I’azote du DPPH"
est apparié (Deng, 2011) (figure 6). Le DPPH", ainsi réduit par un donneur d’hydrogéne donne

I’hydrazine qui est un composé d’une couleur jaune-pale (Molyneux, 2004).

P
"

NO »

Hydrazine

Figure 6 : Le DPPH" (radical libre) et I’hydrazine (non radical) correspondant
(Molyneux, 2004).

11.3.2- Mode opératoire
L’activité anti-radicalaire a été évaluée suivant le protocole de Wu et Ng (2008).

1 ml d’une solution du radical DPPH a 0,1 mmol/L a ét¢ mélangé avec 3 ml des
différentes concentrations de chaque HE, extrait éthanolique, et les standards. Le mélange a été
incubé a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante. Les absorbances ont été lues a 517

nm en utilisant un spectrophotometre.

Pour le blanc réactif, 3 ml de méthanol ont été mélangés avec 1 ml de la solution de
DPPH.

Du méthanol (SIGMA-ALDRICH®, Allemagne) a été utilisé pour préparer la solution
de DPPH ainsi que pour diluer les extraits. Le zéro du spectrophotometre a était ajusté avec le
méthanol.
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11.3.3- Expression des résultats

Selon Sharififar et al. (2007), I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage

(1%) est calculée de la maniére suivante :

_ DO (control) — DO (échantillon)
DO (control)

1% x 100

Avec : DO (blanc) : Absorbance du control.
DO (échantillon) : Absorbance du DPPH non réduit (en présence de 1’échantillon).

Chague test a été réalisé en triplicata et les résultats ont été exprimés en tant que la

moyenne des trois tests + 1’écart type.

Les concentrations des échantillons donnant 50% d’inhibition (IC50) ont été calculées
a partir des graphes présentant les pourcentages d’inhibition (1%) en fonction des concentrations

en utilisant le logiciel « Origin® Pro 9 ».
I1.4- Evaluation de I’activité antioxydants des échantillons en associations
Vingt-cing (25) différentes combinaisons ont été réalisées.

La méthode utilisée pour évaluer I’interaction entre les différents échantillons est celle de

I’isobologramme.

Tallarida (2001) la décrit comme étant un graphique qui présente des paires de
concentrations (une combinaison de deux échantillons) qui donnent la méme efficacité qu’un
¢chantillon seul, d’ou leurs nom « isoboles », par exemple, I’efficacité 50% d’un maximum est

prise comme effet (I’IC50 dans notre cas).

La figure 7 représente un exemple type d’un isobologramme dont la concentration de
I’extrait (A) seul donnant I’effet recherché égale a 20 (unité) et celle de I’extrait (B) égale a 100
(unité). La ligne droite qui relie ces deux points doit théoriquement représenter toutes les
combinaisons de concentrations des deux échantillons donnant un effet additif ( le point A).
Cette droite est tracée dans chaque isobologramme, elle est la référence pour détecter s’il y a

une synergie (les points B), d’un antagonisme (le point C).
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Extrait B (concentration)

Figure 7

11.4.1- Protocole

100

Antagonisme

Synergie
ynerg 20

Extrait A (concentration)

> illustration d'un isobologramme typique (Hans-Goerg 2012)

Le protocole est le méme que pour les échantillons seuls décrit par Wu et Ng (2008),

sauf que I’échantillon a analyser se compose d’une des combinaisons précédentes.

Pour confirmer la conclusion portant sur I’effet des différentes combinaisons (tirée a

partir des isobologrammes), des résultats chiffrés ont été exprimés en calculant les FIC50 index

(FICsol) :

FICsol = FIC50 (A) + FIC50 (B)

IC50(A en présence de B)
IC50(A seule)

Avec: FIC50 (A) =

IC50(B en présence de A)
IC50(B seule)

FIC50 (B) =

Les combinaisons sont considérées comme :

Synergique Si FICs0l < 0,9
Additif Si0,9 < FICsol <1,1
Antagoniste SilaFICsl > 1,1

(Romano et al., 2009)
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I1.5- Evaluation in vivo de la toxicité aigle de nos extraits

La toxicité orale aigue des différents extraits a été testée selon la Méthode par classe
de toxicité aigué préconisee par ’OCDE, guide n°423 (2001).

11.5.1- Principe de la méthode

Les essais de la toxicité aiglie permettent de mettre en évidence les effets toxiques qui
apparaissent dans un temps court (de 1 a 14 jours) aprés administration d’une dose unique de
la substance a tester par voie orale. Le niveau de dose de la prise est choisi entre quatre niveaux
fixés, soit 5, 50, 300 et 2000 mg/kg de poids corporel. Et un essai limite correspond a un niveau
de dose d’au moins 2000 mg/kg de poids corporel (exceptionnellement 5000 mg/kg) peut étre

envisagé si la molécule est supposé étre non toxique.

11.5.2- Mode opératoire

Le protocole consiste a suivre les étapes suivantes :

11.5.2.1- Répartition des souris et administration des extraits

Les souris ont été répartie selon ’homogénéité de leur poids sur 11 lots de 6 souris
chacun. Elles ont été choisies au hasard et marqués pour permettre 1’identification

individuelle.

Les animaux de chaque lot ont été traité a jeun par gavage intra-gastrique (figure) avec

deux différentes doses de chaque extrait préparées dans du tween 80 a 1% comme suite :

» Lotl (lot témoin): I’eau physiologique (0.9% solution de NaCl).

> Lot Il et 1l : ont recu I’extrait éthanolique de Hyoscyamus albus a des doses de de 300
et 2000 mg/kg respectivement

> Lot IV etV : ontrecu I’extraits éthanolique de Laurus nobilis a des doses de 300 et
2000 mg/kg respectivement.

» Lot VIet VIl :ontrecu I’huile essentiel de Laurus nobilis a des doses de 300 et 2000
mg/kg respectivement.

> Lot VI et IX : ont regu I’extraits éthanolique de Lavandula stoechas a des doses de

300 et 2000 mg/kg respectivement.
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» Lot X et XI : ont recu I’huile essentiel de Lavandula stoechas a des doses de 300 et 2000

mg/kg respectivement.

e Notant que le volume de la solution administré pour chaque souris est constant (0.5ml)

Figure 8 : photographie de I’administration des extraits par voie orale.
11.5.2.2- Suivi des animaux du test

Chaque souris du test a été observé durant les quatre premieres heures qui ont suivis
I’administration pour la détermination d’éventuelles signes d’intoxications aigues ; cette
observation a par la suite été réitéré au moins deux fois par jours durant toute la durée de

I’expérimentation.

Le premier signe d’intoxication recherché a été la mortalité des animaux traités ; puis la
survenu de diarrhées, tremblements, convulsions, somnolence, géne respiratoire ou encore

Iéthargie ont également été surveillés.

L’¢évolution du poids corporel moyen de chaque lot, de la consommation en eau et en

nourriture a également été montrée durant toute la durée de I’expérimentation.

A la fin du test (au 15éme jour), tous les animaux ont éte sacrifiés et disséqués, une
observation de I’anatomie générale a ainsi €té faite et les deux organes cible; foie et reins de
trois souris choisis aléatoirement dans chaque lot ont été prélevés pour la réalisation d’une étude

histopathologique (figure 9).
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“

Figure 9 : Photograph'i?de la dessiccation.

11.5.2.3- Réalisation des coupes histologiques

La réalisation des coupes histologiques a été effectuée au niveau du laboratoire

d’histologie au centre de recherche médicale situ¢ au niveau de I'université d’aboudaou.
e Fixation

Apres le prélevement des organes, le foie et les reins ont été lavé avec du liquide de
ringer puis conservés dans une solution de formaldéhyde a 10%. Ce dernier est un fixateur,
son principe repose sur le fait qu'il réagit avec les groupements aminés des protéines. Cette
étape a pour objectif de conserver les structures dans un état morphologique aussi proche que

possible de 1’état vivant.
e Déshydratation des tissus

Les tissus ont été découpés en couches fines et ont été plongés dans un automate
(Figure) qui est constitué de 12 cylindres, repartis en 08 bacs d’alcools (éthanol) de degrés
croissant allants de 70° a 100°, pendant 45min chacun pour déshydrater les échantillons, 02
bains de xyléne d’une durée de 1 heure chacun, ont servie a éliminer d’une part toute trace
d’éthanol utilisé a la déshydratation et d’autre part, pour éclaircir les tissus. Une fois
totalement imprégné, les tissus ont été placés successivement dans 02 autres bacs de paraffine
fondue (portée a 56/58°C) pendant 1h30min chacun; la chaleur provoque I'évaporation du

solvant, les espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine.
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Figure 10 : Inclusion des organes par automate.

e Enrobage a la paraffine et confection des blocs

Les fragments d’organe déshydratés ont été placés dans des moules métalliques
remplis préalablement par la paraffine fondu couvert avec des cassettes. Celles-ci ont été
incubées par la suite a basse température dans une plaque réfrigérative jusqu'a refroidissement

et durcissement de la paraffine. (Figure 11)

(A) (B)

Figure 11 : Préparation des blocs d’inclusion

(A): Enrobage a la paraffine, (B): blocs de paraffine
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e Réalisation des coupes
Des coupes fines d’environs 2 a 6 microns d’épaisseur de chaque bloc ont été réalisées
a I’aide d’un microtome (Figure), elles ont ensuite été recueillies sur des lames de verre a I’aide

d’une solution d’eau gélatinée.

Figure 12 : Microtome utilisé pour la réalisation des coupes.

e Déparaffinage et coloration

Les lames ont été déparaffinées 1h dans une étuve a 70°C puis trempées dans un bain
de xyleéne pendant 30min et dans de I’éthanol puis lavées a I’eau pendant 10min, cette étape

assurant ainsi la réhydratation de la coupe pour la colorer.

Les lames ont été ensuite mises dans un bain d’hématoxyline pendant 05 a 10 minutes
pour la coloration des noyaux, suivie d’un bain d’éosine pendant 01 & 03 min pour la coloration
du cytoplasme. Les coupes ainsi colorées ont été a nouveau plongé dans trois bains respectifs
d’éthanol, d’un mélange éthanol + xyléne puis de xyléne. Enfin, le montage des lames a été

réalisé en ajoutant une goutte d’Eukit pour assurer la fixation des lamelles.

(A) (B)

Figure 13 : Les étapes de coloration des lames.

(A) : coloration, (B): lames colorées
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e Observation microscopique

La visualisation microscopique a été réalisée a I’aide d’un microscope optique de
type Leica DM1000 LED a un grossissement de X100 équipée d’un appareil de capture de
type Leica MC170 HD pour la photomicrographies , cette derniére est connecté a ordinateur

de type Hp.(figure 14)

Figure 14 : Photographie du Matériels utilisé lors de La visualisation microscopique.
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I11- RESULTATS ET DISCUTIONS

111.1- Rendement en huiles essentielles

Le rendement d’extraction ainsi que 1’aspect et ’odeur des huiles essentielles, des deux

plantes étudiées, sont donnés dans le tableau N° 1V.

Tableau IV : rendement et aspect des huiles essentielles.

Extraits Rendement Couleur Odeur

Laurus nobilis 0,53% Jaune tres claire  Aromatique, épicée, avec un fond
d’eucalyptus

Lavandula stoechas 0,6% Jaune limpide Odeur forte

Le rendement en huile essentielle des deux plantes se rapproche fortement. Le
rendement en HE extraite a partir de Laurus nobilis est inferieurs a celui obtenus a partir d’une
étude réalisée par Kahouli, (2010) qui est de 0.95%.

Celui de I’huile essentielle extraite a partir de Lavandulastoechase est relativement

proche a celui obtenue par une étude réalisé par Zuzarte et al., (2013) qui est de 0.7%.

De maniére générale, la différence en rendement pourraient étre due essentiellement a
I’origine de ’espece, la période et le lieu de récolte, le taux d’humidité et le stade de
développement de la plante ainsi qu’aux conditions climatiques et de conservation (Prieto et
al., 2007).

111.2-  Dosage des composés phénoliques

111.2.1- Rendement d’extraction

Les résultats des rendements d’extraction des composés phénoliques sont présentés
dans le tableau N° V.
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Tableau V : rendements en composés phénoligues.

Extrait Le rendement (%)
Laurus nobilis 20.77%
Lavandula stoechas 19.63%
Hyoscyamus albus 12.97%

D’aprés ces résultats nous constatons que les rendements de nos extraits se rapprochent
plus au moins de ceux déja rapportés dans la littérature avec le méme solvant (Kahlouli, 2010 ;
Menaceur, 2015).

Néanmoins, Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, le
rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (Telli et al.,2010).

On constate que malgré 1’utilisation du méme solvant (Ethanol) ,on observe des
différence significatives entre le rendements des trois plante et ceci pourrait etre expliqué par
des différences dans leurs compositions phytochimique ,la solubilité de leur composants dans

I’éthanol ,la granulométrie de la poudre qui a servi a I’extraction (Telli et al.,2010).

111.2.2- Détermination du taux des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits des parties aériennes de Hyoscyamus albus,
Laurus nobilis, Lavandula stoechas, ont été exprimées a partir d’une courbe standard utilisant

I’acide gallique comme étalon de référence (figure 15).
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Figure 15: Courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique

Les taux en composeés phénoliques totaux sont exprimés en mg équivalent d’acide

gallique / g d’extrait ou d’huile essentiel et sont représentées dans la figure 16 :
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Figure 16 : Taux de phénols totaux des extraits ethanoliques de Lavandula stoechase, Laurus
nobilis et Hyoscyamus albus exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme de matiere séche (mg EAG/Q).

On peut remarquer, d'aprés les résultats des phénols totaux des différents types d'extraits
(Figure 16), que I'extrait ethanolique de laurier est celui qui en contient le taux le plus éleve
avec 357.2m mg EAG /g d’extrait .L’extrait de la lavande présente un taux de 321.8 mgEAG/g
d’extrait .Enfin le taux le plus faible est I’extrait de la jusquiame qui contient 87.1 mg EAG/g

d’extrait .
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111.3- Evaluation de P’activité antioxydants
I11.3.1-  L’activité antioxydants des différents échantillons utilisés seuls

Les pourcentages d’inhibition de DPPH ainsi que les IC50 des différents échantillons
utilisés seul sont présenté dans le tableau N° VI

Tableau VI : Activité antioxydants des différents échantillons seuls.

. Concentration Inhibition
Echantillon (ug/mi) (%) IC50 (ug/ml)
2 24,98 + 3,96
) 4 36,9 + 3,32
Tocopherol 6 51,03+462 | 577+0,19
8 71,33 +£2,52
10 85,39+ 0,76
1 3257+1,75
_ . 2 415+0,21
Acide Cafeique 3 70.46 + 054 236 +002
4 88,65 + 1,52
5 91,38+0,1
1 9,43+0,1
. 2 30,76 £ 2,64
Quercetine 3 51,07+ 0,64 | 2,81 +0,04
4 82,31 + 1,65
5 86,08 + 1,44
20 27,95 +0,77
40 34,47 + 2,32
Hyosc;I/E;r(r?llj_ls albus 60 49,82 + 2,67 60,77 + 0,97
80 65,86 + 3,41
100 76,24 £ 0,74
20 17,6 + 0,67
40 38,58+ 1,54
LauEJts?nl_olbilis 60 58,69 + 0,37 50,2 +0,21
80 65,1 + 3,43
100 68,8 +0,18
10 20,35+1,48
EtOH 20 45,49 + 0,58
Lavandula stoechas 30 62,19+ 1,13 22,64 +£0,31
40 84,33 + 2,03
50 86,77 £ 0,28
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80 34,01 + 3,47
100 42,2 + 2,68
H.E . 120 48,79 +131 | 12258+ 293
Laurus nobilis 120 56.00 £ 2.52
160 63,22 + 0,55
1200 31,66 + 4,81
1400 4554 +141
Lavan dull_lé Etoechase 1600 48,94 + 0,93 | 1620,9 £ 65,34
1800 50,19+ 0,6
2000 54,28 + 0,12

Les figures 17,18 et 19 représentent les pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction

des concentrations des différents échantillons.
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Figure 17: Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction

des concentrations des composées phénolique
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Figure 18: Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction

des concentrations des huiles essentielles.
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Figure 19: Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction

des concentrations des Standards

Les resultats obtenus montrent que les standards utilises, et les huiles essentielles ainsi
que les extraits éthanolique ont une activité anti-radicalaire concentration dépendante.

Le pourcentage d’inhibition différe entre les deux huiles essentielles (figure 19). L’effet
scavenger de 1I’espéce Laurus nobilis varie de 34,01% a 63,22% pour des concentrations allant

de 80 a 160 pg/ml. Quant a 1’espéce Lavandula stoechas 1’effet scavenger varie de 31,66 a
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54,28 mais a des concentrations 10 fois plus que celle utilisées pour Laurus nobilis qui varie de
1200 & 2000 pg/ml.

Les extraits éthanoliques montrent un pourcentage d’inhibition élevé par rapport aux
huiles essentielles. En effet, la capacité anti-radicalaire la plus élevée est trouvée pour I’extrait
éthanolique de Lavandula stoechas qui varie de 20,35 a 86,77 % pour des concentrations allant
de 10 a 50 pg/ml. Une activité qui reste significativement inférieure a celle de Laurus nobilis
et de Hyoscyamus albus avec 65.1 et 76,24% d’inhibition respectivement avec des

concentrations identique allant de 20 a 100 pg/ml.

Les huiles essentielles et les extraits éthanoliques ont montré des activités plus faibles
que celles des antioxydants de synthése qui sont 1’a tocophérol, la quercétine et 1’acide caféique.
Il a été rapporté par plusieurs auteurs gque les antioxydants de synthese possédent plus d’aptitude
a piéger le radical DPPH que les huiles essentielles et les polyphénols (Tepe et al., 2006 ; kelen
et al., 2008).

L’HE de Lavandula stoechas a montré une tres faible activité anti radicalaire, ceci a déja
été constaté par Mohammedi et Atik, (2011). Cette faible activité étant probablement due a la
présence du cinéole en tant que composé majoritaire. En effet I’étude du pouvoir anti radicalaire
de ce composé, a des concentrations identiques a celle de 1’huile, a démontré une activité anti
radicalaire presque nulle : a 2000pg/ml le pourcentage d’inhibition était de 17% (Ruberto et
Baratta, 2000). Ce composé a été considéré comme un faible antioxydant avec un IC50 assez
élevé 9360 pg/ml. Cette huile est connue pour sa richesse en cétones dont I’activité antioxydants
est relativement faible. En revanche I’activité antioxydants attribué a Lavandula Stoechas réside

plutdt dans ces polyphénols.

Ce ne sont pas uniquement les composes majoritaires des HE qui sont responsables de
I’activité antioxydants, d’autres composés dits minoritaires peuvent interagir d’une fagon
synergique ou antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Sidi
Boulenouar et Ziane., 2003). Ainsi La présence d’acétate de Bornyl méme a faible
concentration dans I’huile essentielle de Lavandula Stoechas (3.2%) et de carvacrol peut

expliquer I’activité de piégeage du radical DPPH (Economou et al., 1991).
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L’HE de Laurus nobilis, quand a elle, a montré une bonne activité anti radicalaire, Car
celle-ci contient des monoterpénes, a des taux assez élevés, connus pour leur efficacité
antioxydants. Dans une étude antérieure, les huiles avec une prédominance mono terpénique

ont montré une activité assez modeste (Gachkar et al.,2007).

Ferreira et ses collegues (2006) ont étudié 1’activité antioxydants de trois extraits (huile
essentielle, extrait éthanolique et décoction) de Laurus nobilis, et ont enregistré une forte
activité antioxydants pour chacun des trois extraits avec une prédominance des extraits polaires.
La présence d’isoquercitrine, les glycosides flavonol et la vitamine E peuvent expliquer

I’activité démontrée (Demo et al. 1998 ; Kivgak et Mert, 2002; Simi¢ et al., 2003 )

L’évaluation de I’activité antioxydants a montré que les extraits éthanoliques de Laurus
nobilis et Lavandula stoechas possédent un fort pouvoir antioxydant par rapport a celui des
huiles essentielles. La teneur élevée en composés phénoliques serait a I’origine de cette capacité

réductrice importante du radicale DPPH.

La valeur de I’'IC50 de I’extrait éthanolique de lavandula stoechas se rapproche

fortement de celle rapportée par Menaceur, (2014) qui est estimée a 19,69+1,29 %.

L’inhibition du radical DPPH par les extraits de Hyoscyamus albus montre que 1’extrait
¢thanolique a exhibé un pourcentage d’inhibition important ceci est di au fait que I’extrait
éthanolique est riche en polyphenols qui sont des composés riche en groupement OH

(hydroxyle) donneurs d’¢lectrons et d’hydrogenes (Erol et al., 2010).

D’autres travaux réalisés par Alghazeer et al., (2012) sur I’inhibition du radical DPPH
ont montré une IC50 de 60.4 pg/ml pour I’extrait méthanolique de la Jausquiame blanche,
valeur similaire a celle retrouvée dans la présente étude estimée a 60.77ug/ml. Les molécules
polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent & 1’augmentation de 1’activité

antiradicalaire (Yang et al., 2012)
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111.3.2- Activité antioxydants des différentes combinaisons

Les figures 20 a 44 représentent les isobologrammes obtenus suite a 1’utilisation de

déférentes combinaisons entre extrais ou extrais et substances synthétiques.
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Figure 20: Isobologramme EtOH de L.nobilis combinée avec la Quercétine.
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Figure 21:1sobologramme HE de L.nobilis Figure 22: I1sobologramme EtOH de
combinée avec EtOH de H.albus. L.nobilis combinée avec EtOH de H.albus
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Figure 23: Isobologramme EtOH L.steochas Figure 24:1sobologramme EtOH H.albus
combinée avec EtOH de H.albus combinée avec Quercétine
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Figure 25 :1sobologramme EtOH de L.Nobilis Figure 26 :Isobologramme EtOH de

combinée avec EtOH de L.Stoechas L.Steochas combinée avec Acide Cafeique.
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combinée avec Acide caféique L.stoechas combinée avec H.E L.nobilis
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Figure 29:1sobologramme EtOH de L.stoechas Figure 30: Isobologramme EtOH de

combinée avec Quercétine . L.Nobilis combinée avec H.E L.nobilis
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Figure 31:l1sobologramme H.E de L.nobilis ~ Figure 32: Isobologramme H.E de L.nobilis

combinée avec Quercetine. combinée avec acide caféique.
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Figure 35 :1sobologramme EtOH de H.albus

combinée avec tocophérol
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Figure 37 :1sobologramme EtOH de

L.stoechas combinée avec Tocophérol.
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Figure 39 :Isobologramme H.E de L.stoechas

combinée avec Acide caféique .

H.E L.Nobilis (ug/ml)

Figure 36 :1sobologramme H.E de L.nobilis
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Figure 41 :1sobologramme EtOH de H.albus
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Figure 44: 1sobologramme H.E de
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Tableau VII : FIC50 et FICso Index des différentes combinaisons.

Combinaison 150 1C500 FIC50 FICsol
pg/mi (Hg/ml)

EtOH Jusquiame blanche 60.77 37.58 0.61 L35

EtOH Laurier 50.2 37.58 0.74

EtOH Jusquiame blanche 60.77 39.63 0.65 146

H.E Laurier 122.58 99.63 0.81

EtOH Jusquiame blanche 60.77 31.84 0.52 19

EtOH Lavande 22.64 15.92 0.7

45




CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSIONS

I EtOH Jusquiame blanche 60.77 76.11 1.25 233 I

I H.E Lavande 1620.9 1761.15 1.08
EtOH Jusquiame blanche 60.77 57.17 0.94 Los
Quercétine 2.81 2.85 1.01
EtOH Jusquiame blanche 60.77 73.02 1.2

ITocopheroI 5.77 7.3 1.26 249 I
EtOH Jusquiame blanche 60.77 37.85 0.62 L4
Acide cafeique 2.36 1.89 0.8

EtOH Laurier 50.2 26.68 0.53
H.E Laurier 122.58 86.68 0.7
EtOH Laurier 50.2 33.18 0.66
EtOH Lavande 22.64 16.59 0.73
EtOH Laurier 50.2 19.45 0.39
I H.E Lavande 1620.9 1388.9 0.86
EtOH Laurier 50.2 25.58 0.51
Quercétine 2.81 1.29 0.46
EtOH Laurier 50.2 33.74 0.67
Tocophérol 5.77 3.38 0.58
EtOH Laurier 50.2 19.91 0.4
Acide cafeique 2.36 1.99 0.84

EtOH Lavande
H.E Lavande
EtOH Lavande
H.E Laurier
EtOH Lavande

29.14
1583.05
27.69
115.36
16.86

Quercétine
EtOH Lavande

Tocopherol

1.68
13.71
5.48

1.23

1.39

1.25

0.97

1.26

1.24

EtOH Lavande

15.24

Acide Cafeique

H.E Laurier
H.E Lavande

122.58
1620.9
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I H.E Laurier 122.58 128.13 1.04 . I
IQuercétine 2.81 3.40 1.21 I
H.E Laurier 122.58 145.99 1.2
Tocopherol 5.77 8.72 1.51 e
H.E Laurier 122.58 86.53 0.7
Acide cafeique 2.36 1.34 0.57 Lt
H.E Lavande 1620.9 1471.99 0.91
Quercétine 2.81 2.36 0.84 L7
H.E Lavande 1620.9 1751.3 1.1
Tocopherol 5.77 7.5 1.3 24
H.E Lavande 1620.9 1462.67 0.9
Acide Cafeique 2.36 2.31 0.97 L7

Les résultats obtenus avec les différentes combinaisons ne montrent aucun effet
synergique. Cet effet est en général recherché pour potentialiser les effets des substances
utilisées en thérapeutiques, avec des concentrations plus faibles que si elles étaient employeées
seules. Dans notre cas la plupart des associations ont donné des effets antagonistes et s’averent,
donc non intéressantes pour une éventuelle utilisation en thérapeutique, car ce type de

combinaison diminue 1’effet des substances employées en combinaison (Romano et al., 2009).

I11.4- Evaluation de la toxicité aigue

Les résultats de la mortalité observés chez les souris exposées a deux doses des substances

testées, sont présentés dans le tableau N°VIII.
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Tableau VIII

éthanolique et huiles essentielles des trois plantes étudiées.

: Mortalité apres administration de deux doses différentes des extraits

L’extrait Dose (mg/kg) | Mortalité | Latence de mortalité
Témoin 0/6 0
: : . 300 mg/kg 0/6 0
Huile essentielle Laurus nobilis
2000 mg/kg 0/6 0
300 mg/kg 0/6 0
Extrait éthanolique Laurus nobilis
2000 mg/kg 0/6 0
: : 300 mg/kg 0/6 0
Huile essentielle Lavandulastoechas
2000 mg/kg 1/6 1
o ) 300 mg/kg 0/6 0
Extrait éthanoliqueLavandulastoechas
2000 mg/kg 0/6 0
_ : 300 mg/kg 0/6 0
Extrait éthanolique Hyoscyamusalbus
2000 mg/kg 0/6 0

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que les doses des différents extraits,

administrées aux souris (300mg/kg et 2000mg/kg) sont bien tolérées, dans le sens ou il n’y a

aucun cas de mortalité ; de méme qu’aucun signe d’intoxication di aux substances n’est observé

au cours des 14 jours du test.

Selon I’échelle de Hodge et sterner, (1949) pour les rats de laboratoire, une DL50 orale

> 2000 mg/kg signifie que la substance est Iégerement toxique. Les résultats du test de toxicité

aigue n’ont pas permis de calculer la DLso des différents extraits, ces derniers pourraient donc

etre considérés comme étant Iégérement ou encore non toxique.
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111.4.1- Evolution pondérale

L’évolution pondérale des souris étudiées est I’'un des paramétres qui est en relation
directe avec la toxicité. En effet 1’apparition d’une toxicité s’accompagne souvent d’un
amaigrissement. Les variations du poids corporel, des souris traitées avec les différents extraits,

sont illustrees dans la figure 46.
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Figure 46 : Variation du poids corporel des souris durant le test de la toxicité aigte

(Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type).

D’aprés les résultats, on remarque une augmentation croissante du poids corporel des
souris, au cours des 14 jours de 1’étude a I’exception des lots traitées par les extraits éthanolique
de Hyoscyamus albus, dont le poids corporel est resté relativement stable. Etant donné que ces
fluctuations ont été observées méme chez le lot contrdle, ayant recu uniquement le véhicule, ce
signe semble donc étre indépendant d’un éventuel effet des échantillons testés, mais pourrait

plut6t étre attribué a un état de stress ou encore aux conditions climatiques.
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111.4.2- Evolution de la quantité de nourriture consommeée

La variation quotidienne de la quantité de nourriture consommeée par les différents lots
du test est représentée dans la figure 47.
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Figure 47 : quantité de nourriture consommeée par les souris durant le test de la toxicité aigue

Les résultats ne montrent pas de différences dans la prise de nourriture, entre les groupes
de souris traitées et le groupe contrdle, a I’exception du lot traité par I’extrait éthanolique de
Hyoscyamus albus, dont la consommation moyenne est estimée a une quantité de 11g par
souris, quantité largement supérieure a celle consommée par le lot controle estimée en moyenne

a 69 par souris.
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111.4.3- Evolution de la consommation de I’eau

Le volume d’eau consommé durant la période de traitement est représenté dans la figure
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Figure 48: Quantité d’eau consommée durant le test de toxicité aigue.

Le volume d’eau, consommé par les souris traitées par les différents extraits, montre
que la variation est proportionnelle a la dose d’extrait utilisé, car une différence significative
entre deux doses différentes de chaque extrait est observée ; le volume d’eau consommée par
les souris traitées avec une dose de 2000mg/kg est supérieure a celui des souris traitées par une
dose de 300mg/kg.

Néanmoins une diminution dans le temps, du volume d’eau chez tous les lots de souris,
est observée, ceci pourrait étre di a des facteurs tels que les conditions climatiques
(température).
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111.5- Etude histopathologique
111.5.1- Histologie rénale

Les figures illustrent la structure du parenchyme renal des différents groupes de
souris. Nous constatons que les reins des souris témoin présentent un parenchyme normal
avec une capsule conjonctivo-adipeuse. Dans le parenchyme cortical se trouvent de
nombreux petits amas ronds dispersés qui sont des glomérules, ceux-ci sont entourés d’une
capsule de Bawman. Des petites congestions vasculaires sont également observées. Leur
présence est probablement liée au stress cause lors de la manipulation et le sacrifice des souris
(Valla, 2003)

Glomérule rénal

Congestion

Capsule de Bowman
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Figures 49: Coupes histologique du parenchyme rénal (grossissement x100).(A) contréle ; (B)EtoH Laurus
nobilis 2000 mg/kg. (C) EtOH Laurus nobilis 300mg/kg ; (D) EtOH Lavandula stoechas 300mg/kg ; (E) EtOH
Lavandula stoechas 2000 mg/kg ; (F) EtOH Hyoscyamus albus 300mg/kg ; (G) EtOH Hyoscyamus albus
2000mg/kg ; (H) Huile essentiel Lavandula stoechas 300mg/kg ; (1) ) Huile essentiel Lavandula stoechas
2000mg/kg ; (J) Huile essentiel Laurus nobilis 300mg/kg ;(K) Huile essentiel Laurus nobilis 2000mg/kg
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Les reins des souris, traitées par les extraits des trois plantes (figure 49), ne présentent
pas de modifications au niveau du parenchyme rénal par rapport au lot témoin. Néanmoins, une
discrete inflammation chronique, avec présence de lymphocytes, a été observée pour certains
lots (figure). Ceci n’est pas considéré comme une pathologie sa cause probable est une infection

d’origine bactérienne (Louthrenoo, 2008).

La figure (49-L) montre le parenchyme rénal de I’unique souris, morte au cours de
I’étude et qui appartient au lot traité par 1’huile essenticlle de Lavandula stoechas, a une dose
de 2000 mg/kg. Une souffrance cellulaire avec un début de nécrose a été observé. On remarque
un noyau ratatiné et un cytoplasme trés dense. Ce résultat ne dépend pas de la toxicité mais

pourrait correspondre & une anomalie déja préexistante.

111.5.2- Histologie hépatique

Le foie des souris témoins présente un aspect normal sans modification hépatique, avec
un parenchyme lobée. Chaque lobe est constitué¢ d’hépatocytes agencés en travées de Remak

disposé auteur d’une veine centrale appelées veine centrolobulaire.

L’examin microscopique du foie des souris traitées par les extraits des 3 plantes ne

montre aucune modification du parenchyme par rapport au lot témoin.

Néanmoins, des microabcés de petits amas de polynucléaires neutrophiles ont été
observé au niveau du parenchyme rénal dans les éspace porte et en peri-veine centrolobulaire

pour tous les lots y compris le lot control.

Hépatocyte

Lobule Sinusoide

Veine Centrolobulaire
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Figure 50 : Coupes histologique du parenchyme hypatique (grossissement x100).(A) controle ; (B)EtoH
Laurus nobilis 300mg/kg. (C) EtOH Laurus nobilis2000 mg/kg ; (D) EtOH Lavandula stoechas 300mg/kg ; (E)
EtOH Lavandula stoechas 2000mg/kg ; (F) EtOH Hyoscyamus albus 300mg/kg ; (G) EtOH Hyoscyamus albus
2000mg/kg ; (H) Huile essentiel Lavandula stoechas 300mg/kg ; (1) ) Huile essentiel Lavandula stoechas
2000mg/kg ; (J) Huile essentiel Laurus nobilis 300mg/kg ;(K) Huile essentiel Laurus nobilis 2000 mg/kg .

Une étude faite par Benhouda A etYahia M., (2014) sur la toxicité aigiie de 1’extrait
méthanolique de Hyoscyamus albus n'a démontré aucun signe visible de toxicité aigué ou de

mort chez les rats testés au cours de la période d'observation, et ceci concorde avec nos résultats.

Etant donné que les reins sont trés sensibles aux substances toxiques, du fait de leurs
fonctions de transport et de filtration de grandes quantités de toxines qui peuvent se concentrer
dans les tubules, et qu’aucune altération liée aux extraits testés n’a été observée. Nous pouvons
conclure gue les extraits éthanoliques et huiles essentielles des trois plantes sont non toxiques

aux doses testées.
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Conclusion et perspectives

L’effet pharmacologique des extraits de Hyoscyamus albus, Laurus nobilis et
Lavandula stoechas, a été mis en évidence par une évaluation de leurs propriétés

antioxydants.

Le rendement d’extraction des polyphénols, a partir des parties aériennes des trois
plantes étudiées (Hyoscyamus albus, Laurus nobilis et Lavandula stoechas) sont
respectivement de 12,97%, 20,77% et 19,63 % ceux des huiles essentielles sont de 0,53%

et 0,6% respectivement pour Laurus nobilis et Lavandula stoechas.

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, a partir des trois extraits
obtenus, ont clairement montré que Laurus nobilis et Lavandula stoechas (357,2+ 6,22 mg
EAG/g d’extrait) et (321,8 + 4,24 mg EAG/g d’extrait), possédent une teneur éleve en
composés phénoliques par rapport a Hyoscyamus albus (87,1 + 2,26 mg EAG/g d’extrait).

Les extraits éthanoliques, des trois plantes, utilisées seuls ont montré une bonne
activités anti radicalaires vis-a-vis du radical libre DPPH. Les valeurs d’IC50 de Hyoscyamus
albus, Laurus nobilis et Lavandula stoechas sont respectivement de 60,77 + 0,97 pg/m | ;
50,2+0,21pg/mlet 22,64 0,31 pg/ml). Cependant D’activité antioxydants des huiles
essentielle est faible, elle est évaluee a 1620,9 + 65,34 pg/ml pour I’'HE de Lavandula
stoechas et a 122,58 + 2,93 pg/ml pour celle de Laurus nobilis. Le pouvoir antioxydants est

en rapport avec la composition chimique des extraits, et le chémotype des huiles essentielles.

L’¢évaluation de I’activité antioxydants de plusieurs associations de composés naturels
et synthétiques ont aboutit a un seul effet additif obtenu suite a la combinaison de 1’extrait
éthanolique de Laurus nobilis avec la quercétine. Aucune combinaison n’a révélé un effet

synergique.

L’étude de la toxicité aigué des différents extraits, utilisés aux doses de 300 et
2000mg/kg de poids corporel, chez les souris, n’a montré aucune toxicité. Aucun changement
histologique n’a été observé sur les coupes de tissus hépatique et rénal des souris traitees.

Ceci suggere I’innocuité des extraits utilisés.

Cependant les recherches sur ces extraits doivent €tre poursuivies afin d’évaluer
d’autres activités biologiques des extraits seuls ou en association, et d’élucider les

mécanismes moléculaires responsables de ces activités.
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Annexe 1: Schéma d’essai avec une dose initiale de 300 mg/kg

300 mg/kg

5 mg/kg 50 mg/kg
3 Animaux

3 Animaux 3 Animaux

300 mg/kg
3 Animaux

5 mg/kg 50 mg/kg

3 Animaux 3 Animaux

2000 mg/kg
3 Animaux

2000 mg/kg
3 Animaux

Categories 5

Categories 5 ou non

Categories 3 Categories 4
>5-300 >300-2000

Categories 1 Categories 2
SGH >0-5 >5-50

>2000-5000

classé

3 a50lors de 3350 lors de
la 1% étape la 1¢ étape
DL 50
limite | 5 | 25 | 30 | 50 | 200 | 300 | 500 1000 2000 2500 5000 0

- Par étape 3 animaux d’'un méme sexe (normalement des femelles)
-0,1, 2, 3: animaux morts ou moribonds achaque étape
- SGH: Sytéme de classification globalement harmonisé (mg/kg)
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RESUME: L’objectif de cette étude est d’évaluer activité antioxydants des I’huiles essentielles
(H.Es) et des extraits éthanoliques (EtOH), seuls ou en associations avec certains composes
synthétiques, et d’évaluer la toxicité aigue de ces extraits.

Les H.Es extraites des parties aériennes de Laurus nobilis et lavandula stoechas on présenté
un rendement allant de 0,53 & 0,6 %.

La teneur en polyphénols totaux de Laurus nobilis, Lavandula stoechas et Hyoscyamus albus
ont enregistré des rendements variables, avec des valeurs de 357,2+ 6,22 ug EAG/mg d’extrait, 321,8
+ 4,24 ng EAG/mg d’extrait et 87,1 £ 2,26 ng EAG/mg d’extrait respectivement.

L’activité antioxydants a été évaluée en utilisant le test de DPPH. Les extraits éthanoliques
possédent un fort pouvoir antioxydants par rapport a celui des huiles essentielles. La teneur élevée en
composés phénoliques serait a I’origine de cette capacité réductrice importante.

Aucune synergie n’a été observée pour toutes les combinaisons réalisées, seul un effet additif a
été observé entre 1’extrait éthanolique de Laurus nobilis et la quercétine.

L’évaluation de la toxicité aigue des extraits n’a révélé aucun signe de toxicité et ceci a été
confirmé par 1’étude histologique qui a révélé une « architecture » normale du foie et des reins des
souris traitées.

Mots clés: Huiles essentielles, Extraits éthanoliques, Antioxydants, DPPH, Isobologramme,
Toxicité, DL50.

Abstract: The aim of this study is to evaluate the antioxidant activity of essential oils (H.Es) and
ethanol extracts (EtOH), alone or in combination with some synthetic compounds, and to assess the
acute toXiCity Of theSe EXIIaCES. .....vieii it e
E.Os extracted from the aerial parts of Laurus nobilis and Lavandula stoechas presented yields
ranging from 0.53 to 0.6%.

The total polyphenol content of Laurus nobilis, Lavandula stoechas and Hyoscyamus albus showed
variable yields, with values of 357.2 + 6.22 mcg EAG / mg extract, 321.8 + 4.24 mcg EAG / mg
extract and 87.1 £ 2.26 mcg EAG / mg extract, respectively.

The antioxidant activity was evaluated using DPPH test. The ethanol extracts have a strong
antioxidant power compared to that of essential oils. The high content of phenolic compounds is the
cause of this important reducing capacity.

No synergy was observed for all combinations carried out. Only an additive effect was observed
between the ethanol extract Laurus nobilis and quercetin.

The assessment of the acute toxicity of the extracts showed no evidence of toxicity, and this has been
confirmed by histological study that revealed a normal "architecture” of liver and kidneys of the
treated mice.

Keywords: essential oils, ethanol extracts, antioxidant, DPPH, isobologram, toxicity, LD50.
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