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uv Ultra- violet
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L Litre

mg Milligramme

ml Millilitre

M molaire

mM millimole

pmol/I micromole par litre

RPMI Roswell Park Memory Institute
% Pourcentage

AGMI Acide gras monoinsaturé

AGPI Acide gras polyinsaturé

AICl; Chlorure d’aluminium

AQ Anthraquinone

DPPH 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl
ERO Especes réactives de I’oxygene
mg EQ/g milligrammes équivalent quercétine par gramme d’extrait lyophilisat
mg EMA/g milligramme équivalent maltose par gramme d’extrait de lyophilisat
mg EAG/g milligrammes équivalent acide gallique par gramme d’extrait lyophilisat
mg EC/g milligrammes équivalent catéchine par gramme d’extrait de lyophilisat
% LT pourcentage des lipides totaux
AG Acide gras

CPG Chromatographie phase gazeuse
BF3 trifluorure de bore

ESI Electrospray lonisation

ACN acétonitrile

Fe?* lons ferreux

Fe®* lons ferriques

FeClI3 Chlorure de fer

nm nanometre

N Normalité

KOH Potasse

FRAP Ferric reducing antioxidant power
g Gramme

H,0 Eau distillée

H,0O, Le peroxyde d’hydrogene

HO’ Le radical hydroxyle

NH,OH Ammoniaque

02 Oxygene moléculaire

02" Le radical superoxyde

Liste des abréviations



Liste des abréviations

OH
RO
ROO’
ROOH
SOD
uv

Fe

FL

Br
CMI
CMF
HCI
Min
%
MOPS
ABTS
CCM
GAE
H,SO,
TPTZ

%I

Hydroxyle

Le radical alkoxyle

Le radical peroxyle

Peroxyde alkyle

Superoxyde dismutase

Ultra-violet

feuille

fleur

brindille

Concentration minimale inhibitrice
Concentration minimale fongicide
Acide chloridrique

minute

Pourcentage

acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique
2, 2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid]
Chromatographie sur couche mince
Equivalent d’acide gallique

Acide sulfurique
2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine
Absorbance

Pourcentage d’inhibition






Liste des figures

Figure 1: Répartition géographique des Thymelaea. La ligne pointillée indique la limite
approximative de I'espece annuelle T. hirsuta (nord et est).............ooviiiiiiiiiiiinin.s 4

Figure 2 : Teneurs des extraits aqueux de T. hirsuta en composés phénoliques totaux (Fleurs, = Feuilles et
Brindilles). Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement (Newman-
KEUIS, P<0,00) ..ot e e 50

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique...........cooviiriiiiiiiiiii e 50

Figure 4 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits aqueux de T. hirsuta (Fleurs, Feuilles et
Brindilles). Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement (Newman-
KBUIS, P<O,005) . .o ittt e e 52

Figure 5 : Courbe d’étalonnage de 1a qUErcEtine............oeeviiriiiniiiiii e 52

Figure 6 : Teneurs en tanins condensés des extraits aqueux de T. hirsuta (Fleurs, Feuilles et Brindilles).
Moyennes suivies de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,
P R0,05 ) . ettt e e 53

Figure 7 : Courbe d’étalonnage de 1a catéChing.............cooeriiiiiiieiiieic e 53

Figure 8 : Teneurs en sucres totaux des extraits aqueux de T. hirsuta (Fleurs, Feuilles et Brindilles).
Moyennes suivies de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,
e 001 55

Figure 9 : Courbe d’étalonnage du Maltose. ...........ouiiiiiniiii e 55

Figure 10 : Teneurs en sucres réducteurs des extraits aqueux de T. hirsuta (Fleurs, Feuilles et Brindilles).
Moyennes suivies de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,
P<0,05) . .t e, 56

Figure 11 : Courbe d’étalonnage du maltoSe..........c.ovvuiniiiriiti e 56

Figure 12 : Pourcentage des lipides totaux dans les organes aériens de Thymelaea hirsuta ( [ = Fleurs, [l
= Feuilles et L= Brindilles) . ......ooirii e 60

Figure 13 : Distribution des acides gras en % (AGS = Acides gras saturés, AGM = Acides gras
monoinsaturés, AGPI = Acides gras polyinsaturés, n-3 = Oméga3 et n-6 = Oméga6) dans les

organes aériens de Thymelaea hirsuta ( e Fleurs, [l = Feuilles et [ ] = Brindilles)................ 60

Figure 14 : Chromatographie sur couche mince des extraits aqueux de feuilles, fleurs et brindilles
de Thymelaea hirsuta (A = révélation par le Neu et B = révélation physique sous UV a
254nm). Q : Quercétine, FIn : Flavone, Fnone : Flavanone, Fe : feuilles, Br : Brindilles, Fl :



Liste des figures

Figure 15 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I'ion m/z 593 [M-H] détecté a 4,93 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de ViCeNINE-2..........oiviriiiiie e, .82

Figure 16 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 191 [M-H] détecté a 21,94 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de la Scopolétine.............cooiiiriiii e, 82

Figure 17: Spectre de masse en mode positif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 603 [M+H]" détecté a 9,44 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de la genkwadaphnine..................oooiiiiiiiiii i 83

Figure 18 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 321 [M-H] détecté a 23,46 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de PEdgeworine. ............oooviiiiiriiiii i, 83

Figure 19 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I'ion m/z 657 [M-H] détecté a 13,13 min d’¢lution et identifié comme étant
conforme a la structure de la RUtArensine. ............ooooiiiiiiiiii e, 85

Figure 20 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I'ion m/z 417 [M-H] détecté a 13,19 min d’¢lution et identifié comme étant
conforme a la structure de Syringarésinol..............ccoooiiiiiiii 85

Figure 21 : Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité a ’extrait aqueux des fleurs de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes different significativement
(Newman-Keuls, P<0,05)......uiiiiiii e e e 88

Figure 22: Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité¢ a 1’extrait aqueux des feuilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes different significativement
(Newman-Keuls, P<0,05). .. ...t e 88

Figure 23: Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité a 1’extrait aqueux des brindilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement

(Newman-Keuls, P<0,05)......cuiiiii e e 90
Figure 24: Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité au voriconazole. Moyennes suivies
de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,
P 0,00 ) .ttt 90

Figure 25: Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a 1’extrait aqueux des fleurs de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement
(Newman-Keuls, P<0,05)......cuitiiiii e e e e 91

Figure 26: Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a 1’extrait aqueux des feuilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement
(Newman-Keuls, P<0,05)......cuiiiiiiii e e 91



Liste des figures

Figure 27: Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a 1’extrait aqueux des brindilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes significativement (Newman-

KEUIS, P<0,00) ..ttt 93

Figure 28: Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité au voriconazole. Moyennes suivies de
lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,

PO,05). ..o 93



TABLEAUX




Liste des tableaux

Tableau 1 : Composition chimique de Thymelaea hirsuta...................coooiiiiiiiiiiiin.. 11
Tableau 2 : Pourcentages des principaux acides gras recensés chez Thymelaea hirsuta.............. 58
Tableau 3 : Profil des acides gras dans les differentes parties de Thymelaea hirsuta.................. 59

Tableau 4 : Résultats des tests phytochimiques des fleurs, feuilles et brindilles de Thymelaea
PIESULA. ... 62

Tableau 5 : Rapports frontaux apres révélation chimique sous UV a254nm........................... 65

Tableau 6 : Chromatographie sur couche mince des principaux composés phénoliques réveélés par
le réactif de NEU SOUS UV 365NM........ouiiitiii e, 65

Tableau 7 : Composés phytochimiques détectés par LC-MS au sein de ’extrait aqueux de fleur de
Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr : temps de rétention. Ref : référence dans

laquelle a été trouveée la fragmentation des COMPOSES PropPoSES. .......c.eevivinrineaninnennn. 68

Tableau 8 : Composés phytochimiques détectés par LC-MS au sein de 1’extrait aqueux de feuille de
Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr : temps de rétention. Ref : référence dans

laquelle a été trouvée la fragmentation des COMPOSES PrOPOSES........cveveverininrenanennnnn. 72

Tableau 9 : Composés phytochimiques détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux de brindilles
de Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr : temps de rétention. Réf. : références
dans laquelle a été trouvée la fragmentation des COMpPOSes

PEOPOSES. . .ttt ettt e e s 76

Tableau 10 : 1Cgo en pg/ml des extraits de feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta et de

voriconazole vis-a-vis de Microsporum audouinii et Trichophyton



Liste des tableaux

Tableau 11 : CMlyo en pg/ml des extraits des feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta

vis-a-vis de Microsporum audouinii et Trichophyton rubrum......................oooi. 96

Tableau 12: Activités fongistatique (CFS) et fongicide (CMF) en pg/ml de des extraits de feuille,
fleur et brindille de Thymelaea hirsuta sur Microsporum audouinii et Trichophyton

FUD U . e e, 96



PLANCHES




Liste des planches

Planche 1: Thymelaea hirsuta (Linné) Endlicher (Photos originales). A- feuilles cotonneuses.
B- fleurs méles. C- fleurs femelles. ... ... 6

Planche 2: (Fromage et al., 2010). A- Microsporum audouinii sur Sabouraud. Aspect
macroscopique (recto), B - Microsporum audouinii sur Sabouraud. Aspect macroscopique

Planche 3 : (Chabasse et al.,, 2004). A - Trichophyton rubrum sur Sabouraud. Aspect
macroscopique (recto), B - Trichophyton rubrum sur Sabouraud. Aspect macroscopique

Planche 4 : A = Vue général d’un arbuste de Thymelaea hirsutra, B = Vue geneérale de la zone
A’ EchantilloNnAge. ........eitii e 30

Planche 5 : A : photo des filaments de Microsporum audouinii sans traitement, B : photo (original)
des filaments tordus de Microsporum audouinii traité (sous un microscope
A ] 1) PSPPSRI 97



GLOSSAIRE



Glossaire

GLOSSAIRE

Alopécie : chute partielle ou totale des cheveux et des poils.

Alterne : feuilles alternes, insérées isolément sur chaque nceud de la tige et a des hauteurs
différentes.

Ascomyceéte : champignon a thalle levuriforme ou septé dont la reproduction sexuée est de
maniére endogéne par production d’ascospores a I’intérieur d’un asque.

Ascospore : spore sexuée produite de maniére endogene a I’intérieur d’un asque et
caractéristique des ascomycetes.

Autotrophe : organisme qui élabore sa matiere organique a partir de composés inorganiques
simples.

Bractée : feuille généralement atrophiée située a la base d’une fleur.

Caduc : adjectif qualifiant le feuillage, mais aussi les pieces florales qui tombent a la fin de
leur fonction.

Capitule: inflorescence formée de petites fleurs serrées les unes contre les autres, regroupées
sur un réceptacle.

Chimiotaxonomie : classification des plantes selon leurs structures, leurs morphologies et
leurs compositions chimiques.

Cicatrisant : qui aide a la fermeture des plaies et des lésions.

Chlamydospore : spore asexuée d'un champignon, a paroi épaisse, ne se détachant pas du
mycélium.

Conidie : spore assurant la multiplication asexuée des champignons et non capable de
mobilité autonome.

Conidiogénése : ensemble des mécanismes intervenant dans la production des spores
asexuées ou conidies.

Corémie : regroupement de plusieurs conidiophores en faisceau agglomérés en meches, qui
fructifient a leur partie apicale.

Cotylédon : ébauche des premiéres feuilles déja formées qui apparaissent a la germination.

Décoction : méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation généralement végétale
par dissolution dans I'eau bouillante.

Dicotylédone: plante issue de la germination d’une graine disposant de deux cotylédons.

Dioique : plante possédant des fleurs méles, a étamines et des fleurs femelles, a carpelles, sur

des pieds différents.



Glossaire

Eczéma : maladie chronique allergique ou infectieuse de la peau, caractérisee par des lésions
consistant en squames couvertes de boutons séreux provoquant des démangeaisons.

Endospore : spore interne, produite a I’intérieur d’une structure fermée.

Entomogame : qualifie un mode de reproduction des plantes dans lequel le pollen est
essentiellement véhiculé par des insectes.

Eparse : disposé en divers endroits, dans le désordre (feuilles éparses).

Erythéme: congestion cutanée qui donne lieu a une rougeur de la peau.

Filamenteux : qualificatif courant en mycologie pour désigner les champignons qui
produisent des filaments par rapport aux levures ou thalle unicellulaire.

Fongicide: matiere active ou produit formulé ayant la propriété de tuer les champignons.

Fongistatique : qui inhibe la croissance du champignon sans détruire celui-ci.

Fongitoxique : ou antifongique, substance toxique pour les champignons.

Fusiforme : en forme de fuseau, c'est-a-dire renflé au centre et effilé a chaque extrémité.

Glabre : plante sans poils ni cils.

Hallucinogene : substance chimique psychotrope qui induit des hallucinations, soit, aux
doses usuelles, des altérations des perceptions, de la cohérence de la pensée et de la
régularité de I'numeur, mais sans confusion mentale persistante ou troubles de la
mémoire.

Hermaphrodite : fleur porteuse des deux sexes, méales et femelles.

Herpes : affection virale cutanée contagieuse, caractérisée par une éruption de vésicules.

Hyphe : (filament mycélien) structure élémentaire du thalle des champignons filamenteux,
d’aspect tubulaire septé ou non.

Inflammation : réaction de défense immunitaire stéréotypée du corps a un organisme.

Intertrigo: infection siégeant aux plis de la peau.

Kératine : scléroprotéine complexe, souffrée, de consistance dure, imperméable trés répandue
dans le monde animal et parfois présent dans la paroi de certains champignons. Chez
I’homme, la kératine est abondante dans 1’épiderme et les phaneres.

Lyophilisation : dessiccation, déshydratation par sublimation opérée a tres basse température
et sous vide.

Métabolites secondaires : ce sont des substances qui n’interviennent pas directement dans les
grandes fonctions des végétaux, mais plutdt interviennent dans le développement des
plantes par les stress biotiques, abiotiques ou améliorent 1’efficacité de reproduction.

Monoique : végétal portant sur le méme pied des fleurs males et des fleurs femelles.

Mycélium : ensemble des hyphes constitutifs de I’appareil végétatif des champignons.
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Mycose: maladie causée par un champignon.

Onychomycose : infection des ongles causée par un champignon.

Onyxis: inflammation d’un ongle.

Pédoncule : petite ramification de la tige se terminant par une fleur.

Périanthe : ensemble des enveloppes florales, calice et corolle.

Périonysis : inflammation des replis périunguéaux.

Phytochimie : (chimie des végétaux) ; science qui étudie la structure, le métabolisme et la
fonction ainsi que les méthodes d’analyse, de purification et d’extraction des
substances naturelles issues des plantes.

Piriforme : qui a la forme d'une poire.

Principe actif : molécule qui dans un médicament posséde un effet thérapeutique.

Psoriasis: maladie eczémateuse chronique de la peau formant des plaques rouges couvertes
de squames.

Purgatif : substance qui facilite le transit intestinal et 1’évacuation des selles.

Septé : cloison interne, radiale et verticale.

Sessile : se dit de tout organe inséré sur I’axe directement et sans support.

Sétace : se dit de tout organe en forme de soie.

Simples : plantes médicinales.

Spore : élément issu de la reproduction sexuée ou assexuée des champignons et destinés a
assurer la survie du champignon et sa propagation.

Sporulation : (fructification) aptitude d’un champignon a produire des spores.

Squame : morceau de peau morte qui se détache de 1’épiderme notamment suite a une bralure
ou dans le cas d’une dermatose.

Supére : se dit d’un ovaire situé au-dessus du point d’insertion des sépales, pétales et
étamines.

Taxon : groupe d’étre vivant constituant une unité systématique d’un niveau hiérarchique
donné.

Thalle : ensemble de I’appareil végétatif et reproducteur d’un champignon. Il peut étre
unicellulaire ou filamenteux.

Tomenteux : couvert d’une pubescence treés fine et serrée qui donne I’aspect du velours.

Verrugueux : qui comporte des petites excroissances semblables a des verrues.

Vésicant : propriété d’un produit chimique capable d’irriter gravement la peau de manicre

irréversible.
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Vivace : se dit d’une plante qui survit plusieurs années et fleurit chaque année, méme si les

parties aériennes meurent tous les ans.






RESUME

L’Algérie, par sa position géographique, abrite une biodiversité exceptionnelle occupée par
d’importantes plantes médicinales. Thymelaea hirsuta, espéce endémique, est une plante médicinale
utilisée dans la pharmacopée traditionnelle algérienne pour le traitement de diverses maladies. Le
présent travail a porté sur 1’étude phytochimique des extraits aqueux issus des fleurs, feuilles et
brindilles et 1’évaluation, in vitro, de leurs activités antifongiques par la méthode de microdilution
en milieu liquide, vis-a-vis de deux dermatophytes : Microsporum audouinii et Trichophyton
rubrum, ainsi que I’activité antioxydante, en utilisant les méthodes de 1’oxydation du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), pouvoir antioxydant du fer (FRAP) et ABTS test (2, 2’-
azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid]). Les résultats phytochimiques montrent que les
différents organes, plus particulierement les fleurs constituent une source privilégiée de molécules
biologiquement actives telles que les polyphénols, les lipides, les tanins, les flavonoides et les
coumarines. Hormis les feuilles, I’effet fongicide révélé a été, surtout, exhibé par I'extrait de fleurs
vis-a-vis de M. audouinii et T. rubrum a partir, respectivement de 125 et 250ug/ml. L’évaluation du
pouvoir antioxydant a montré que les différents extraits sont dotés d’un pouvoir antioxydant trés
important, notamment celui des fleurs (a 8ug/ml, %lpppy= 90,83+0,32 — %lag7s=68,63+£0,53 —
Arrap=0,810£0,01). Cette étude confirme, scientifiquement, l'usage traditionnel de cette plante et

révele son intérét dans le cadre d'une exploitation industrielle pharmaceutique.

Mots clés : Thymelaea hirsuta — Phytochimie - Extrait aqueux — Activité anti-dermatophytes —

Activité antioxydante.



ABSTRACT

Algeria, with its geographical position, offers an exceptional biodiversity occupied by important
medicinal plants. Thymelaea hirsuta, endemic species, is a medicinal plant used in Algerian
traditional medicine for the treatment of various diseases. This work focused on the
phytochemical study of aqueous extracts from flowers, leaves and twigs, and the evaluations, in
vitro, of their antifungal activities by the microdilution method in liquid culture medium, against
two dermatophytic fungi : Microsporum audouinii and Trichophyton rubrum, and their
antioxidant activities, using the methods of oxidizing the radical 2,2-diphény1-1-picrylhydrazyl
(DPPH), iron antioxidant power (FRAP) test and ABTS (2, 2 ' - azynobis- [3-ethylbenzoline-6-
sulfonic acid]) test. The results show that the different phytochemicals organs, especially
flowers, are a ideal source of biologically active molecules such as polyphenols, lipids, tannins,
flavonoids and coumarins. Except for leaves, revealed fungicidal effect was mostly exhibited by
flowers extract against M. audouinii and T. rubrum from 125 and 250pg/ml, respectively.
Antioxidant evaluation power showed that the different extracts possess a very important
antioxidant power, particularly that exhibited by flowers (at 8ug/ml, %lpppr= 90.83+0.32 —
%Ilas75=68.63£0.53 — Arrap=0.810+£0.01). This study confirms scientifically the traditional use
of this plant, and reveals its interest in the pharmaceutical industry.

Keywords: Thymelaea hirsuta - Phytochemistry - Aqueous extract — anti-dermatophytic activity

- Antioxidant Activity.
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INTRODUCTION

Les plantes ont été utilisées par ’homme, depuis la période préhistorique, comme une source
principale de nourriture. Ensuite, leur intérét s'est développé pour étre employées comme
médicaments et remédes afin de soigner les différentes maladies (Damintoti, 2005). Selon certaines
estimations, environ 60 a 75% de la population mondiale et 80% de la population africaine ont
recourt & la médecine traditionnelle. Cette pratique répond a leurs besoins pour lesquelles la majeur
partie des thérapies implique I’exploitation de principes actifs de ces plantes (Biyiti et al., 2004 ;
Newmann et Cragg, 2007 ; Oyedemi et Afolayan, 2011). Ces derniéres produisent une large
gamme de composes phytochimiques. Selon les statistiques récentes, les deux tiers des
médicaments actuels commercialisés sont d’origine naturelle (Morel, 2011). Ils ont été obtenus par
hémi-synthese a partir d’un pharmacophore ou par modification des produits naturels ; composés
issus des biotechnologies, vaccins, composés d’origine végétale, microbiologique ou animale. Seul
un tiers des médicaments possede donc une origine purement synthétique (Verpoorte et al., 2002).
Autrement dit, environ 60% des médicaments anticancéreux et 75% des composés destinés pour le
traitement des maladies infectieuses sont des produits naturels ou leurs dérivés (Yangthong et al.,
2009 ; Kilani-Jaziri et al., 2011). De plus, parmi les 300 000 especes vegétales recensées, seulement
15% d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, parmi lesquelles 6% ont fait 1’objet
d’examen de leurs activités biologiques (Oyedemi et Afolayan, 2011). Ces informations semblent
justifier que les plantes constituent des réservoirs de molécules bioactives encore peu explorées.
Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans I'ensemble des réactions
enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I'organisme.

Deux groupes de métabolites ont été distingués, primaires et secondaires (Hartmann 2007).
Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de
I'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en quatre principaux
groupes : les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Quand aux métabolites
secondaires, se sont des molécules ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante. Ils
sont nécessaires a sa défense contre les agressions exterieures. Cependant, ils ne sont pas toujours
nécessaires a la survie de la plante. Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en trés
faible quantité, sont d'une grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces
composés marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et
permettent parfois d'établir une taxonomie chimique. Les métabolites secondaires font l'objet de
nombreuses recherches, ils ont un intérét multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans l'industrie

alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont largement utilisés en thérapie et constituent un
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groupe de produits naturels qu'il convient d'explorer pour leurs propriétés anti oxydantes,

antifongiques, anti-inflammatoires et/ou mutagenes (Epifano et al., 2007).

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine végétale, et la
recherche trouve dans les plantes des molécules actives nouvelles ou des matiéres premiéres pour la
hémisynthése de composeés actifs.

De nombreux remédes traditionnels & base de plantes sans savoir a quoi étaient dues leurs
actions benéfiques ont été, pendant longtemps, employés. Alors que l'isolement de principes actifs,
au XIXeme siecle, a contribué a I'amélioration des connaissances des structures, ce qui a permis de
passer progressivement d'une phytothérapie traditionnelle souvent empirique, acceptée parfois avec
une certaine mefiance a une thérapie moderne, acceptée scientifiqguement.

Aujourd'hui, les agents antioxydants de source naturelle ont suscité un intérét particulier, car
ils peuvent protéger le corps humain contre les maladies causées par les radicaux libres sans effets
secondaires ; ceci est contraire aux agents antioxydants synthétiques tels que le
butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroquinone tertiaire
(BHQT) largement commercialisés dans l'industrie alimentaires. Leur application provoquent un
potentiel risque en toxicité pour la santé humaine. En outre, ils peuvent provoquer des maladies
cancérogéne, mutagéne (Laouini, 2014). Pour cette raison la recherche de molécules bioactives
d’origine naturelle semble étre 1’un des axes prioritaires ces dernieres années.

Plusieurs méthodes ont été fréqguemment utilisées pour évaluer les activités antioxydants dans
les extraits végétaux. On peut entre autres citer le DPPH (1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl), I’ABTS
(2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6sulfonique)), et le FRAP (ferric reducing antioxidant
power).

Le regne végétal constitue donc, une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables
directement comme principes actifs ou pouvant servir comme molécules guides pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques.

La découverte de nouveaux médicaments d’origine naturelle a action antifongique constitue
un axe important de recherche au niveau mondial. En Algérie, les maladies infectieuses d’origine
fongique constituent 1’une des pathologies, les plus répandues selon des statistiques des maladies.

La flore algérienne regorge de plusieurs especes de plantes encore peu ou pas étudiées, mais
dotées de réelles propriétés pharmacologiques (Graham et al., 2000 ; Bnouham et al., 2002 ;
Gonzalez-Tejero et al., 2008). Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non
négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda, 1977). Thymelaea hirsuta, plante faisant partie
de ces dernieres, est utilisée traditionnellement dans les régions paysannes dans le traitement des
infections cutanées et dans de nombreuses régions du monde comme antiglycémiant (Brouham et
al., 2007), purgatif dans le traitement des rhumes des brebis en médecine vétérinaire, I’hypertension
et comme antiseptique (Kwano et al., 2007). Une étude bibliographique, réalisée sur cette espéce, a

2
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montré que 1’on ne dispose que de peu d’informations de nature chimique et biologique. Pour

pallier ce manque d’informations, 1’étude s’est focalisée sur les analyses qualitative et quantitative,
les évaluations du potentiel antioxydant et ’activité antifongique des extraits aqueux préparés a
partir des differents organes de la partie aérienne de la plante: Thymelaea hirsuta (fleurs, feuilles et
brindilles).

Les principales parties de ce travail se resument comme suit :

* La premiére a été essentiellement consacrée aux données bibliographiques, dont le premier
chapitre aborde les études antérieures incluant la présentation botanique de la famille des
Thymelaeaceae et 1’espece Thymelaea hirsuta, ses principaux métabolites secondaires, ses usages
traditionnels et ses activités biologiques. Le second présente un rappel sur la médecine
traditionnelle. Quant au troisieme, porte sur les champignons dermatophytes. Enfin, le quatriéme
présente une synthese bibliographique sur I’étude des radicaux libres.

* La deuxieme partie traite de la section expérimentale selon différentes techniques
(matériels, méthodes, matériels biologiques...... ).

* La troisieme a été consacrée a la présentation des résultats phytochimiques et biologiques
obtenus a partir des fleurs, feuilles et brindilles de T. hirsuta et leurs interprétations, suivie de
discussion.

Ce travail a été complété par une conclusion donnant une synthése des résultats obtenus,

suivis des perspectifs devant faire I’objet de travaux programmés.
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Synthése hibliographique Thymelaea hirsuta

I-1- Géneralités

La famille des Thymelaeaceae est une famille, appartenant aux Magnoliopsida, composée de
quelques 1200 especes réparties en 67 genres (Ferrari, 2002). Elle constitue 1’une des principales
familles parmi les neufs formant 1’ordre des Malvales (Judd et al., 2002).

En étymologie, les thymélées doivent leur nom générique a une espéce dont les feuilles
ressemblent a celles du thym et le fruit a une petite « olive », du grec « elaia » (Beniston, 1984). Les
Thymelaeaceae sont représentées par une dizaine d’espéces appartenant aux genres Thymelaea et
Daphne (Bruneton, 1999). Les membres de cette famille sont répandus dans les zones tropicales et
tempéreées de la planete (Fig. 1), particulierement en Afrique, mais sont absents dans les régions aux
climats les plus froids (Borris et al., 1988 ; Herbada, 2006 ; Vernon et al., 2007).

Dans les régions Méditerranéennes, Thymelaea est un genre comportant environ 31 especes
d’arbustes et d’herbes a feuilles persistantes (Tan, 1980 ; 1982). Dans ce genre, thymelaea hirsuta

est considérée comme I’espéce la plus typique du littoral (Ressigle et al., 1987).

Figure 1 : Répartition géographique des Thymelaea. La ligne pointillée indique la limite
approximative de I'espéce annuelle T. hirsuta (nord et est).
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I-2- Description botanique

Thymelaea hirsuta est une plante vivace ne mesurant pas plus d’un meétre de hauteur
(Batanouny, 2005). Sa souche est ligneuse, forte et porte de nombreux rameaux tombants (Pausas et
al., 2006) garnis de nombreuses petites feuilles de 6mm environ, ovales presque imbriquées,
épaisses, luisantes au-dessus et cotonneuses en dessous (Jeanmonod et Gamisans, 2007) (Planche 1
A).

Dans les conditions climatiques favorables, la floraison débute a partir du mois d’octobre et
s’étale jusqu’en avril (Jeanmonod et Gamisans, 2007). La plante porte sur des pieds différents, soit
des fleurs unisexuées, soit des fleurs hermaphrodites (Jeanmonod et Gamisans, 2007 ; Shaltout et El
keblawy, 1992 ; Dommée et al., 1995, 1990 ; Renner, 2001). Selon Dommée et al. (1984), les pieds
bisexués sont d’abord males, deviennent femelles ultérieurement. L’abondance de cette catégorie
pourrait indiquer I’importance de la moncecie d’une espéce considérée jusqu'a présent comme
essentiellement dioique. Les fleurs de cette plante sont groupées entre 2 et 5 périanthes jaunatres a
I’intérieure, blanches, soyeuses et pubescentes a I’extérieur (Beniston, 1984 ; Somon, 1987). Les
petites fleurs de 5mm polygames et sans bractées se trouvent sur les rameaux ou sur les
ramifications naissantes, sub-sessiles et insérées les unes a coté des autres par I’intermédiaire d’un
court pédicelle sur I’extrémité renflée de 1’axe de I’inflorescence ; le pédicelle avec ses longs poils
recouvrent la base de la fleur. Le calice pétaloide, poilu a I’extérieur, glabre a ’intérieure, se divise
a la partie supérieure en quatre sépales étalées et huit étamines soudées (Cuvier, 1825). Le style
filiforme et latéral (Villars, 1807) est terminé par un stigmate légérement velu (Cuvier, 1825). Deux
types de fleurs peuvent étre distingués, males et femelles. Les fleurs méales verdatres ont un calice
cylindrique (planche 1 B), alors que celles femelles sont jaunatres a calice renflé (planche 1 C).

Les fruits sont des baies glabres, consommés par les animaux assurent la dispersion des
graines (dispersion zoochore) (Jeanmonod et gamisans, 2007). Ces dernieres présentent un
tégument extérieur rugueux et assez dur. L’embryon est droit dans un albumen peu abondant
(Beniston, 1984).
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Planche 1 : Thymelaea hirsuta (Linné) Endlicher (Photos originales). A- feuilles cotonneuses.
B- fleurs méles.  C- fleurs femelles.



Synthése hibliographique Thymelaea hirsuta

I-3- Biologie et Ecologie

Thymelaea hirsuta est une plante chaméphyte, frutescente, autotrophe par photosynthese
chlorophyllienne ; vicariante : remplacée dans le méme biotope par Thymelaea tarton-raira aux
environs de Marseille, et entomogame dont la dispersion du pollen est assurée par les insectes
(Cornara et al., 2005). Elle est apercue dans les régions méditerranéennes, saharo-arabique, et dans
la c6te nord du Sinai et en Israél (Tackholm, 1974 ; Risk, 1987 ; Shaltout et El-shourbagy, 1989 ;
Veste et al.,, 2008). Selon Shenbrot (2004), Thymelaea hirsuta est présente dans la partie
méridionale des montagnes centrales du Néguev ou les précipitations annuelles sont de 1’ordre de
180 a 300mm.

La diversité des conditions climatiques, ajoutée a celle des situations édaphiques (nature des
substrats et des sols, valeur de pentes) expliquent la trés grande variété de formations végetales et
conditionnent, par conséquent, leur répartitions (Shaltout et Ayyad, 1988 ; Shaltout et al., 1989 ;
Shaltout, 1992 ; El keblawy et al., 1996) ; les éléments nutritifs de Thymelaea hirsuta au printemps
sont sensiblement plus élevés que ceux présents en été. Ce constat est lié a la différence des
éléments nutritifs disponibles dans le sol, la salinité des sols et la quantité de roches exposées. Ces
facteurs semblent étre les plus importants, influencant a la fois la phytomasse et la teneur minérale
de la plante (Shaltout, 1992). Il semble que la salinité du sol, sa faible teneur en humidité et ses
températures extrémes favorisent les activités phénologiques de Thymelaea hirsuta (Shaltout,
1987).

La survie de Thymelaea hirsuta est assurée par la reproduction sexuelle qui s’est avérée étre le
seul moyen de régénérer naturellement les populations, par contre la reproduction végétative est
difficile a mettre en ceuvre (Minuto et al., 2004).

I-4- Classification

I-4-1- Classification botanique

Régne : Végétale

Sous regne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones
Sous classe : Rosidae

Ordre: Malvales

Famille : Thymelaeaceae

Genre : Thymelaea

Espeéce : T. hirsuta (L.) Endl., 1847

La position taxonomique des Thymelaeaceae a toujours été sujette a caution, comme 1’ont

relevé Borris et al. (1988), avant méme 1’avénement des classifications phylogénétiques
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moléculaires. Engler et Gilg (1924) ont d’abord placé cette famille dans le sous-ordre des
Thymelaeineae, de I’ordre des Myrtiflorae, ensemble avec les Geissolomataceae, les Penaeceae, les
Oliniaceae et les Elaeagnaceae. Melchior (1964) et Wagenitz (1964), dans la 12éme édition du
Syllabus der Pflanzenfamilien d’Engler, ont déplacé les Oliniaceae dans le sous-ordre des Myrtinae
et élevé le reste des Thymelaeineae au rang d’ordre, sous 1’appellation de Thymelaeales. Cet ordre a
été validé par la suite par Gundersen (1950), avec cependant la ré-introduction des Oliniaceae,
considérant également les Geissolomataceae comme faisant partie des Penaeaceae. Hutchinson
(1967) supprime les Olinaceae des Thymelaeales, mais y introduit les Nyctaginaceae et divise les
Thymelaeaceae d’Engler en trois familles : Thymelaeaceae, Gonystylaceae et Aquilariaceae. Quant
a Cronquist (1968), il inclut les Thymelaeaceae, les Penaeaceae, les Oliniaceae et dix autres
familles dans 1’ordre des Myrtales de la sous-classe des Rosidae.

L’étude de la morphologie florale des Thymelaeaceae a mis en évidence la confusion régnant
dans les relations taxonomiques au sein de cette famille (Heining, 1951). Il a éte affirmé que les
Thymelaeaceae peuvent étre apparentées aux Tiliaceae ou aux Flacourtiaceae. Alors que les
caractéristiques de morphologie pollinique ont amené a justifier que les Thymelaeaceae peuvent
étre tres fortement apparentées aux membres crotonoides des Euphorbiaceae et aux Buxaceae, mais
pas aux familles des Celastraceae, Combretaceae, Dichapetalaceae, Elaecagnaceae, Flacourtiaceae,

Penaeaceae, Proteaceae et Tiliaceae (Erdtman,1952).

I-4-2- Classification phylogénétique

La derniere décennie a vu se développer la cladistique moderne, ou systématique moléculaire,
basée sur I’analyse des séquences de géne ou d’ADN (Van der bank et al., 2002 ; Herbada, 2006)
dont le principe fondamental est que la preuve d’une parenté phylogénétique entre différents taxons
n’est fournie que s’ils partagent les mémes caractéres dérivés (synapomorphies). Ainsi, la
délimitation de 1’ordre des Malvales par Alverson et al. (1998), reprise par I’APG (1998)
(Angiosperm Phylogeny Group), ou s’y trouve les Thymelaeaceae, qui étaient jusque-la souvent
associées aux Myrtales. La classification des Thymelaeaceae dans I’ordre des Malvales « étendu »
est d’ailleurs confortée par d’autres caractéres, comme par exemple la présence d’acides gras
cyclopropaniques (Vickery, 1980 ; 1981), de cellules mucilagineuses et d’écorces fibreuses robustes
dans cette famille (Dahlgren et Thorne, 1984).
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Classification phylogénétique des Thymelaeaceae (Anonyme, 2005) :

Classe Rosopsida
S/Classe : Rosidae

Ordre Malvales
Famille : Thymelaeaceae

I-5- Composition chimique et utilisation

Les thymeleaceae on fait 1’objet de nombreuses études phytochimiques (Borris et al., 1988 ;
Baba et al., 1987 ; Yanz et al., 1987). Les esters diterpeniques de type tigliane, daphnane sont la
classe de composées les plus caractéristiques des thymelaeceae. Ces métabolites peuvent se
retrouver dans toutes les parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fruits et graines) (Ferrari,
2002). Ce sont des purgatifs violents qui déclenchent par contact avec la peau ou les muqueuses une
réaction inflammatoire intense (Brooks et al., 1990) et des effets neurotrophiques (He et al., 2002 ;
Moosavi et al., 2005) et anticancéreux (Abou-karam et al., 1998). Selon Brooks et al. (1990) et
Miyamae et al. (2009), des diterpénes daphnanes ont été isolés a partir des feuilles et des rameaux
de Thymelaea hirsuta. Cependant, Kawano et al. (2007) en fractionnant 1’extrait d'acétate d'éthyle
des feuilles de Thymelaea hirsuta ont constaté qu’une fraction a considérablement diminué la
synthese de la melanine, sans qu’il y ait eu cytoxicité dans les cellules B16. Celle-ci contient des
daphnanes comme composant principal, lesquels sont des diterpénes tricycliques, présents
naturellement sous forme d’orthoester (Evans et soper, 1978).

En outre, les coumarines constituent une autre classe de métabolites secondaires des
Thymelaeaceae, intéressante du point de vue taxonomique. Dans cette famille, ils se trouvent sous
forme de coumarines simples, de di- et trimeres de coumarines avec liaison C-C ou éther ou a
structure dibenzofuranique, ou de coumarinolignanes (Ferrari, 2002). Parmi les coumarines simples,
caractéristiques des Thymelaeaceae, on trouve la daphnétine (Ergeng, 1968) et ses dérivés 7-B-D-
glucoside (Nakabayashi, 1954) et 8-B-D-glucoside (Kosheleva et Nikonov, 1968). L’étude de
Thymelaea hirsuta Endl., par Rizk et al. (1975) a permis de mettre en évidence des coumarines trés
répandues chez les végétaux supérieurs : ’esculétine, la scopolétine et I’ombelliférone (Tab. 1).
Leur présence dans la famille des Thymelaeaceae en a fait donc un marqueur chimiotaxonomique
de valeur (Ferrari, 2002). Tandon et Rastogi (1977) ont été les premiers a isoler une tricoumarine
chez les Thymelaeaceae, la wikstrosine tirée de Wikstroemia viridiflora Meissn., dont la structure
n’a jamais été entierement ¢lucidée. Tandis que Rizk et al. (1984) signalent la présence de deux

dérivés aromatiques isolés a partir des feuilles et des brindilles de Thymelaea hirsuta (Tab. 1).
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La caracteristique frappante des Thymelaeaceae réside dans la diversité de leur métabolisme
flavonoidique, produit naturel antioxydant et anti-tumoraux (Trigui et al., 2013 ; Akrout et al.,
2011), ceci peut expliquer le fait qu’elle posséde différentes propriétés pharmacologiques, surtout
pour leurs parties aériennes (Dahou et al., 2003). On y rencontre, en effet, aussi bien des flavones,
des flavonols, des flavanones, des C-glycosylflavones, que des biflavonoides. Les flavonoides les
plus courants chez les Thymelaeaceae sont les dérivés O-glycosylés et méthylés de 1’apigénine, de
la genkwanine, du kaempférol et de la lutéoline (Ferrari, 2002). Les C-glycosylflavones orientine,
vitexine et isovitexine ont également été mises en évidence chez certaines Daphne et Thymelaea
(Borris et al., 1988). Touati (1985) a identifié un flavonol chez Thymelaea hirsuta, celle-ci contient
aussi du kaempférol-3-B coumaroylglucoside (=Tilloside) (Ismail, 1978) et d’anthocyanidols
(Dohou et al., 2003). Les flavones sont apparemment plus abondants que les flavonols chez la
plante, Touati (1985) a noté une grande vitesse de dégradation de ces molécules qui doivent étre
fortement hydroxylées chez Thymelaea hirsuta. Par contre, Nawwar et al. (1977) mentionnent la
présence d’une di-C-glycosylapigénine : la vicénine-2 dans ses feuilles.

Les stérols sont courants chez les Thymelaeaceae, principalement représentés par le R-
sitostérol, qui est ubiquitaire dans le régne végétale (Borris et al., 1988). Les travaux de Garcia
Granados et Buruaga (1980) ont permis d’isoler le cholestérol ; stérol caractéristique des
vertébrés supérieurs, a partir des feuilles de Thymelaea hirsuta ainsi que des triterpénes de type
dammarane (lanostérol), lupane (lupépol et bétuline), oléanane (B-amyrine et érythrodiol) et
sesquiterpénes (Kadri et al., 2011) .

Levin (1976) a observé la présence des alcaloides chez 36% des especes de thymeleacées,
alors que Touati (1985) a signalé que Thymelaea hirsuta n’en contient pas. Quant aux tannins, ils
semblent étre peu courants dans la famille des thymelaeaceae. Lorsqu’ils apparaissent, il s’agit
généralement de dérivés du leucocyanidol (Hegnauer, 1973). Alors que les feuilles de Thymelaea
hirsuta contiennent des tannins de type gallique (EI Beiheiry, 2000).

Ferrari (2002) affirme que les thymelaeaceae ne sont pas une famille a saponines.
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Tableau 1 : Composition chimique de Thymelaea hirsuta.

Organes étudiés

Molécules extraites

Références

Thymélol ((CsH20)s)

Saleh et al., 1965

Stigmasterol, 3-Sitosterol, Alcool aliphatique
C1oH20, Lactone C19H1506

Gharbo et al., 1970

Alcanes en C»7 a 31, alcanols en Cyy, 24, 26
et o5, B-Sitostérol et Campestérol

Rizk et al., 1974

Daphnorine, Daphnorétine, Daphnine,
Daphnétine, Daphnétine-glucoside,
Ombelliférone, Scopolétine et Esculétine

Rizk et al., 1975

Feuilles (coumarines)
2-vicénine (C-flavone) Nawwar et al., 1977
Tiliroside (3-p-coumaroylglucosylkaempférol) | Ismail, 1978
(flavanol)
Lupéol, R-Sitostérol, Phytol, B-amyrine, Garcia-Granados et Saenz
Bétuline, Erythrodiol, Cholestérol et Lanostérol |de Buruaga, 1980
Tanins El-Beheiry, 2000
5,12-dihydroxy-6,7-époxy-résiniféronol Rizk et al.,1984
Gnidicine, Gniditrine, Genkwadaphnine, 12-O | Brooks et al., 1990
feuilles et heptadécenoyl-5-hydroxy-6,7
brindilles époxyrésiniféronol-
9,13,14-orthobenzoate et 12-Obutényl-
5-hydroxy-6,7-époxy-résiniféronol-9,13,14-
orthobenzoate (diterpénes daphnane)
racines Daphnorétine (éther de dicoumaryl) Abou-Karam et al., 1998
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I1- Médecine traditionnelle
11-1- Historique

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remedes pour les
maladies humaines; elles contiennent de nombreux composants de valeur thérapeutique.
Récemment, le fait d’accepter la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé, le
développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles a encourager certains
chercheurs a s’intéresser a 1’activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al., 2000).
Par contre, en raison d’une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les
drogues modernes, de nombreuses personnes cherchent les remédes normaux sans effets
secondaires et bien sir avec un codt moins élevé (Schnaubelt, 1998).

Depuis toujours, gréce a la richesse de leur métabolisme secondaire, les plantes ont constitué
la source majeure de médicaments. Cependant, I’lhomme n’a découvert les vertus bénéfiques des
plantes que par une approche progressive, facilitée par 1’organisation des rapports sociaux, en
particulier a partir du néolithique (8000 ans avant Jésus-Christ). L’observation liée a I’expérience et
a la transmission des information glanées au cours du temps font que certains hommes deviennent
capables de poser un diagnostique, de retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le
malade (Fouché et al., 2000).

Dans les civilisations chinoises et indiennes (médecine ayurvédique), I’utilisation médicinale
présente des traces trés anciennes. Le premier livre en matiére médicale, le Shen Nung Ben Cao
Jing ("traité des plantes médicinales de I’empereur Shen Nung") fut rédigé vers 2900 avant J-C.
4000 ans avant J-C., les populations babyloniennes et sumériennes utilisaient les plantes pour se
soigner ; 600 tablettes d’argiles mentionnent 1000 plantes pour leurs vertus curatives et plus de 800
remédes sont décrits par les Egyptiens (Fouché et al., 2000). Le soin de la peau a commencé 3000
ans avant J-C, quand les Egyptiens ont enregistré en forme hiéroglyphique le soin de la peau sur des
peintures de mur de temple (Dweck, 2002).

Les grands médecins grecs, dont le plus célebre est Hippocrate (5 siécles avant J-C.) classe les
plantes dans son ouvrage Historia plantarum (Fouché et al., 2000).

A T’apogée de I’empire arabe (dont les frontieres aient de I’Inde a I’Espagne), tous les

documents écrits furent réunis a Bagdad dans la plus grande bibliothéque de 1’époque (entre le 78me

et le 9°™ siécle). Les arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie, Abu Bakr
al-Razi ou Rhazes (865-925), fut I’un des grands médecins de son temps et aussi le précurseur de la
psychothérapie. Il fut suivi par Ibn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrit le "canon de la
medecine". Ce livre servira de base a I’enseignement de la médecine dans les universités de

Louvain et de Montpellier jusqu’au environ de 1650, Ibn al Baytar (1197-1248) rédigea le tres
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complet somme des simples, ce livre contenait une liste de 1400 préparations et plantes médicinales
dont un millier étaient connues des auteurs grecs (Fouché et al., 2000).
11-2- Définition

Selon ’organisation mondiale de la santé (O.M.S), la médecine traditionnelle est la somme
totale des connaissances, compétences et pratiques reposant rationnellement ou non, sur les
théories, les croyances et les expériences propres a une culture. Elle est utilisée pour maintenir les
étres humains en santé ainsi que prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies en s’appuyant
exclusivement sur les expériences vécues et les observations transmises de genération en génération
(oralement ou par écrit) (Adjanhoun et al., 1980).

11-3- La phytothérapie

La phytothérapie, du mot grec "pluton” plante et "therapeia" traitement, signifie traitement par
les plantes (Chabrier, 2010). C’est une pratique trés ancienne, qui consiste a I’utilisation des
propriétés pharmacologiques des plantes médicinales grace aux nombreux et divers principes actifs
qu’elles renferment (Iserin et al., 2001).

L’utilisation des plantes en thérapeutique (phytothérapie) connait actuellement un regain
d’intérét au prés du public (Diallo, 2005). Il est possible d’utiliser les plantes entiéres ou les
produits d’extraction qu’elles fournissent (Marc, 2001). Par ailleurs, prés de 6377 especes de
plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90%
de celles utilisées en médecine traditionnelle (Diallo, 2005).

Aujourd’hui, les plantes retrouvent leur place dans notre vie quotidienne (Flemming, 1997),
plus particulierement dans les pays en voie de développement, on se soigne uniquement avec des
remédes traditionnels a base de plantes (Waridel, 2003).

L’industrie pharmaceutique, elle-méme, s’appuie encore largement sur la diversit¢ des
métabolites secondaires pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiqguement active.
Cette source semble inépuisable puisque seul une petite partie des 400000 espéces végétales connus
ont été investiguées sur les plantes phytochimiques et pharmacologiques, et que chaque espéce peut
contenir jusqu'a plusieurs milliers de constituants différents (Hostettmann et al., 1998b).

11-4- Les métabolites secondaires des plantes

Les plantes possédent des métabolites secondaires par opposition aux métabolites primaires
que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composes different en fonction des especes et
bien que leurs roles soient encore mal connus, ils semblent intervenir dans les relations qu’entretient
la plante avec 1’organisme vivant qui I’entourent. 1ls sont des éléments essentiels de la coévolution
des plantes et les organismes vivants. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme

diversification des composés secondaires (Krief, 2003).
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La relation entre les métabolismes réside dans la production de petites molécules par le
métabolisme primaire, constituant les molécules de départ pour les différentes voies du
métabolisme secondaire (Bratt, 2000). Parmi, les métabolites secondaires, on distingue :

11-4-1- Composés phénoliques

Les composés phénoligues sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire élevé. lls
sont largement distribués dans le regne végétal (Haslam, 1993). La structure de base qui les
caractérise est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auquel sont directement liés un
ou plusieurs groupements hydroxyle libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester)
(Harborne, 1994).

11-4-1--1- Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Actuellement, environ de 4000
composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003) et ont tous le méme squelette de
base & quinze atomes de carbone, qui sont arrangés & une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2
benzopyrane, ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Yao et al., 2004). La
nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, du degré d'hydroxylation, de
méthoxylation, du degré de polymeérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C
(Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En se basant sur leur squelette, les
flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles,
flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et
aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003).

11-4-1--2- Tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 daltons qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et les
protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999).

Les tanins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvés dans toutes les parties
de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue
deux groupes de tanins différents par leurs structures et par leurs origines biogénétiques :

- Tanins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable
d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit I’acide
gallique dans le cas des gallotanins soit 1’acide ellagique dans le cas des tanins classiquement

dénommeés ellagitanins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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- Tanins condensés ou tanins catechiques ou proanthocyanidols qui se different
fondamentalement des tannins hydrolysables, car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule,
et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polyméres flavaniques constitués
d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999).

11-4-1--3- Acides phénoliques

Petites molécules constituées d’un noyau benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle,
elles peuvent étre également estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres sous forme d’hétérosides.
Leur biosynthése dérive de 1’acide benzoique ou de 1’acide cinnamique (Garnero, 2000).

11-4-1--4- Coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques constitués d'un benzéne et des noyaux a
pyrenes. Elles sont substituées en C-7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état
libre ou bien combiné avec des sucres (Cowan, 1999).

11-4-1--5- Quinones

Les quinones sont des molécules trés réactives, a noyaux aromatiques, avec deux substitutions
cétoniques (Cowan, 1999). Elles sont des composés qui régénérent des radicaux libres, et par
conséquent se complexent irréversiblement aux acides aminés nucléophiles des protéines (Stern et
al., 1996). Elles sont ubiquitaires dans la nature, principalement dans le regne végétal et sont
fortement réactifs (Cowan, 1999).

11-4-2- Composes terpéniques

11-4-2-1- Stéroides, Stérols et Terpénoides

Les stéroides, les stérols et les terpénoides constituent sans doute le plus vaste ensemble
connu de métabolites secondaires des végétaux, ils regroupent plusieurs sous familles. Les stérols
jouent un réle important dans la qualité des graisses et des huiles (Bruneton, 1993). lls se présentent
sous forme d’alcool libre (Sitostérol), ou sous forme des esters associés par le glucose (Glucoside
stérols) (Gaignautl et al., 1997).

Parmi les stérols ou phytostérols les plus fréguemment rencontrés chez les végétaux on cite :
le stigmastérol et le RB-sitostérol. Ils représentent 80% des stérols biosynthétisés a la surface du globe
terrestre (Gaignautl et al., 1997).

Les stéroides et les triterpénes peuvent étre considérés comme formés par 1’assemblage d’un
nombre entier d’unités penta carbonées ramifiées derivees du 2- méthyl butadiéne. Chaque groupe
de terpenes est issu de la condensation téte a queue d’un nombre variable d’unités isoprénes (Paris
et Moyse 1965).
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11-4-2-2- Saponosides
Les saponosides sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, appartenant aux stérols ou
triterpénes. Ils se dissolvent dans 1’eau en formant des solutions moussantes, ils sont caractérises par
leur action tensioactive (Bruneton, 1999). Ils sont composés de deux parties :
- Une partie hydrophile, formée d’un ou de plusieurs sucres, eux-mémes de nature variée ;
- Une partie aglycone et lipophile (dite sapogénine), qui est soit un résidu de triterpene, soit un
résidu de stéroide (Dacosta, 2003).
11-4-2-3- Huiles essentielles
Les huiles volatiles, ou essences aromatiques végetales nommées huiles essentielles car
elles renferment la "Quinta essentia”, la fragrance de la plante (Lamarti et al., 1994), sont des
substances odorantes, volatiles, huileuses donc de nature hydrophobe, totalement solubles
dans les alcools, 1’éther et dans les huiles végétales et minérales. Lorsqu’elles sont pures et
naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras : elles sont uniquement constituées de
molécules aromatiques volatiles (Coraline et al., 2006). Les plantes aromatiques synthétisent
naturellement les huiles sous forme de métabolites secondaires par des cellules sécrétrices qui
contiennent de la chlorophylle, elles sont ensuite transportées lors de la croissance de la plante
dans d’autres parties ; le bois, les fruits, les écorces, les graines et les racines et sont conservées
dans les cellules sécrétrices, les cavités, les canaux, les cellules épidermiques ou dans les trichomes
glandulaires (Bakkali et al., 2008). Cependant la quantité d’huile produite est trés variable selon

les espéces et elles sont souvent colorées (Coraline et al., 2006).

11-5- Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-
inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, antioxydantes. ... (Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999).

Parmi les principaux métabolites secondaires, les flavonoides qui sont des composés qui
possédent de fortes propriétés anti-oxydantes (Rice-Evans, 1995). Ils sont synthétisés par les plantes
lors de I’invasion microbienne (Dixon et al., 1983), et par conséquent agissent comme substances
antimicrobiennes efficaces in vitro contre les microorganismes (Cowan, 1999 ; Recio et al., 1989).

Les anthocyanes ont des propriétés pharmacologiques trés proches de celles des flavonoides
vu leurs structures trés semblable. L’effet antioxydant des anthocyanes est expliqué en partie par
piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux. Les anthocyanes inhibent les enzymes

protéolytiques de dégradation du collagéne (élastase, collagénase), ce qui explique leurs propriétés
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vasoprotectrices et anti-oedémateuse. Il s’agit, en outre, de composés veino-actifs doués d’une
propriété vitaminique P (Bruneton, 1999).

Les acides phénols sont anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires, hépato -
protecteurs et immunostimulants (Bruneton, 1999).

Les coumarines connues pour ses propriétés anti-oedémateuses, ont fait 1’objet d’études
cliniques chez les patients atteints de cancers avancés car elle est rapidement métabolisée au niveau
du foie en 7-hydroxycoumarine (Fujioka et al., 1999). Il n’est pas exclu que les propriétés anti-
inflammatoires et analgésiques attribués au fréne soient dues aux coumarines (Chen et al., 1995 ;
Garcia-Agaezet al., 2000). L’action commune des coumarines de différente origine est celle contre
les différents types de troubles gastriques (Resch et al, 1998), antivirale (Yoshikawa et al., 1994) et
antimicrobienne (Kayser et Kolodziej, 1997).

Les tanins favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse,
tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).

Les corps terpéniques sont connus par leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-
inflammatoires et analgésiques (Bruneton, 1999). Contrairement aux huiles essentielles, ils ont
trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la
conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques
reconnues (Amarti, 2009). L’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites des plantes
aromatiques a été largement décrite in vitro ainsi que les activités antispasmodique, diurétique
(Hans, 2007), antioxydante et anti-inflammatoire et également un fort pouvoir antifongique
(Giordani et Kaloustian, 2006 ; De Billerbeck, 2007 ; Juhas, 2009).
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Synthése bibliographique Dermatophytes

I11- Les dermatophytes
111-1- Définition
Les dermatophytes sont des ascomycetes appartenant a 1’ordre des Onygénales, a la famille
des Arthrodermataceae et au genre Arthroderma (Currah, 1985), qui présentent une affinité pour la
kératine (espéces kératinophiles) qu’ils sont capables d’envahir grace a des enzymes lytiques (Kah,
2011). Ce sont des champignons microscopiques filamenteux cosmopolites (Chabasse et Contet-
Audonneau, 2011) au thalle septé se multipliant sur le mode sexué, produisant des ascospores
(Chabasse et al., 2004). La reproduction asexuée s’effectue, pour les dermatophytes, sur le mode
thallique solitaire et conduit a la production de deux types de spores ou conidies (également
appelées aleuries) : des spores unicellulaires appelées microconidies ou microaleuries et des spores
pluricellulaires, a base tronquée et cloisonnée transversalement comme les macroconidies ou
macroaleuries (Chabasse et al., 2004).
111-2- Classification
Il 'y a plusieurs systémes bien connus et généralement acceptés de subdivision du
« Regnum fungorum ».
I11-2-1- Place dans la systématique
Sabouraud, en 1910, élabora une premiére classification des dermatophytes. Celle ci, fondée
sur les caracteéres culturaux et morphologiques a 1’état frais des champignons, est encore la plus
couramment utilisée, bien que des modifications aient été apportées (Ajello, 1967 ; Badillet, 1975).
Selon la classification de De Hoog et al. (1989), les dermatophytes appartiennent :
Régne : Fungi (étre vivants Eucaryotes hétérotrophes a structure acellulaire syncytiale).
Classe : Ascomycetes (champignon a mycélium cloisonné a reproduction sexuée avec
formation d’asques contenant des ascospores).
Ordre_: Onygénales (reproduction asexuée par aleurioconidies et / ou arthroconidies).
Famille : Arthrodermataceae (ascospores lisses).

Genre : 1. Epidermophyton, 2. Microsporum, 3. Tricophyton.

111-2- 2- Morphologie
I11-2- 2-1- En vie parasitaire
Les filaments sont mycéliens cloisonnés de 2 a 4um, plus ou moins ramifiés, ainsi que des
arthroconidies provenant de leur fragmentation, de taille variable (2 a 12um de diametre). La
disposition des filaments et des arthroconidies au sein des poils parasités permet de distinguer deux

types d’infection pilaire :
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- Type ecotothrix : les filaments sont a I’intérieur du poil et les arthroconidies étant a
I’extérieur ;

- Type endothrix : les filaments et les arthroconidies sont a I’intérieur du poil, une
variante de ce type, le type favique est caractérisé par un petit nombre de filaments qui se
fragmentent pour former des «tarses faviques » qui sont des amas plus ou moins polygonaux
d’arthroconidies (Guillet, 2002).

111-2-2-2- En culture

Les dermatophytes étant classés selon I’aspect microscopique et macroscopique des colonies
obtenues (Aboulmakarim et al., 2010 ; Chabasse et al., 2004).

e  Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique des cultures sur milieu de Sabouraud peut étre glabre ou au contraire
duveteux, voir cotonneux, ou bien encore poudreux. La couleur du pigment visible au recto de la
culture varie selon le dermatophyte en cause. Elle est en générale blanchatre, jaunatre ou rosée. Le
verso est quant a lui jaune, orange pourpre ou brun (Guillet, 2002).

e  Aspects microscopiques

- Le genre Epidermophyton (Sabouraud. 1907) est caractérisé par 1’absence de microconidies et
par la présence de macroconidies a paroi mince enforme de massue.

- Le genre Microsporum (Gruby. 1843) est caractérisé par des macroconidies rondes ou
piriformes, mais souvent rondes.

- Le genre Trichophyton (Mamstem. 1845) est défini par la présence des macroconidies plus
petites, a parois lisses et minces et des microconidies, rondes ou piriformes selon les espéeces
(Chabasse et al., 2004).

I11- 3- Nutrition des dermatophytes

Les dermatophytes produisent des enzymes protéolytiques qui lysent la kératine, les
kératinases, grace auxquelles ils décomposent les tissus et débris kératinisés, en rompant les ponts
disulfures unissant deux chaines peptidiques : ils sont kératophyles, on les trouve donc en vie
parasitaire dans les couches kératinisées de 1’épiderme et les phanéres.

L’envahissement pilaire commence par la germination des arthroconidies a la surface de la
peau et se poursuit par le développement des filaments dans la gaine interne des follicules jusqu’a la
frange d’Adamsan, qui sépare la zone kératinisée du poil de la zone de croissance. Les éléments
fongiques sont ensuite entraines vers le haut par la croissance du poil (Philipot, 1977 ; Saez et
Battesti, 1972).
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I11-4- Origine et modalités de contamination
Selon Chabasse et Miegeville (2006), I’origine de la contamination de I’homme peut étre
humaine (espéce anthropophiles), animale (espéce zoophiles) ou tellurique (espéce géophile) :

- Les espéces anthropophiles dont la transmission est interhumaine et peut étre indirecte par
I’intermédiaire d’objets vecteurs (peigne, linge, chaussures) ou de supports inertes (carrelage, tapis
et saunas etc.) contenant des débris de kératine humaine virulente (cheveux, fragments d’ongles et
squames parasités). Exemple : Microsporum audouinii (Planche 2), Trichophyton rubrum (Planche
3), T. mentagrophytes var. interdigitale (Biabiany, 2011).

- Les espéces Zoophiles se transmettent a I’homme par le contact d’un animal contaminé ou par
I’intermédiaire de ses poils parasités. Ex : Microsporum canis (Feuilhade et al., 2002 ; Candolfi et
al., 2007).

- Les especes Géophiles ou telluriques parasitent accidentellement ’homme a la suite d’une

blessure tellurique. Ex : Microsporum gypseum (Chabasse et al., 2004).
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Planche 2: (Fromage et al.,, 2010). A- Microsporum audouinii sur Sabouraud. Aspect
macroscopique (recto), B - Microsporum audouinii sur Sabouraud. Aspect macroscopique
(verso).

Planche 3 : (Chabasse et al., 2004). A - Trichophyton rubrum sur Sabouraud. Aspect
macroscopique (recto), B - Trichophyton rubrum sur Sabouraud. Aspect macroscopique (verso)
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I11-5- Les dermatophytoses

Les dermatophytoses sont des mycoses cosmopolites dues aux dermatophytes intéressant
I’épiderme et les phanéres, tres exceptionnellement les tissus profonds. Ces champignons sont
kératinophyles, c'est-a-dire qu’ils attaquent avec prédilection la kératine de la couche cornée de la
peau, des poils, des cheveux et des ongles chez 1’étre humain, de la peau, des poils et des griffes
chez I’animal (Feuilhade et al., 2002).

I11-5- 1- Les teignes et les sycosis

Ce sont des lésions qui correspondent a 1’atteinte des cheveux pour les teignes, (Chabasse et
al., 2004 ; Cisse et al., 2006), le sexe masculin est le plus atteint (Oudaina et al., 2011).
une teigne du cuir chevelu apparait lorsqu’un dermatophyte du genre Microsporum et Trichophyton
envahi le cheveu (Chabasse et Contet-Audonneau 2013 ; Lateur, 2004), les modalités
d’envahissement de celui-ci peuvent étre a I’origine d’une cassure du cheveu (teigne tondante),
d’une réaction inflammatoire (teigne suppurée) ou d’une alopcie définitive (teigne favique) (Maslin
et al., 2005).

Les sycosis : atteinte inflammatoire folliculaire de la barbe et de la moustache (Chabasse et
al., 2004) par un dermatophyte, similaires aux teignes inflammatoires : lésions érythémateuses,
suppurées, avec expulsion des poils parasités (Chabasse et al., 2004 ; Candolfi et al., 2007).

I11-5- 2- Les mycoses unguéales

Les onymycoses sont les maladies les plus fréquentes de 1’ongle (Feuilhade et al., 2002),
débutent habituellement par un périonynix (ou par onychie), secondairement apparait un onyxis,
avec d’abord atteinte de la partie proximale de 1’ongle, puis extension vers ses bords latéraux et
distaux (Chabasse et al., 2004).

L’envahissement de I’ongle par un dermatophyte est a 1’origine d’un onyxis fongique, sans
atteinte du bourrelet péri-unguéal. Ce sont les ongles des pieds qui sont principalement touchés
(Chabasse et pihet, 2008), mais ceux des mains peuvent 1’étre aussi. On en distingue différents
aspects cliniques :

- Onychomycose sous unguéale distale : par attaque du bord libre de 1’ongle (Lanouette, 2005 ;
Chabasse et Miegeville, 2005, 2006 ; Candolfi et al., 2007).

- Onychomycose sous unguéale proximale : L’infection débute par une tache blanchatre a la
base de I’ongle, puis s’étend a tout 1’ongle (Lanouette, 2005 ; Candolfi et al., 2007).

- Leuconychie superficielle : par attaque directe de la tablette superficielle de I’ongle, en un
point quelconque de 1’ongle (Chabasse et Miegeville, 2006 ; Candolfi et al., 2007).

- Onychomycodystrophie totale : destruction compléte de 1’ongle par évolution des formes
précédentes (Lanouette, 2005 ; Chabasse et Miegeville, 2006 ; Candolfi et al., 2007).
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I11-5- 3- Les dermatophytoses de la peau glabre

En entend par " peau glabre" le revétement cutané dépourvu de poils et de cheveux, a
I’exception des paumes des mains et des paumes des pieds, y compris chez le jeune enfant (Rispail,
2005). Les infections de la peau glabre sont dues le plus souvent a Trichophyton rubrum, réalisant
des placards érythémateux ou érythémato-squameux psoriasiforme (Blaque-Belair, 1981).

Selon Candolfi et al. (2007), parmi les dermatophytoses de la peau glabre, les intertrigos
dermatophytiques sont des atteintes des plis par un dermatophyte, ils peuvent toucher tous les plis
du corps tel que:

- Lésions des petits plis : elles touchent surtout les pieds réalisant un intertrigo interdigito-
plantaire (appelé aussi pied d’athléte) dues a Trichophyton, Epidermophyton mais aussi & Candida
albicans.

- Intertrigo des grands plis : parmi les grands plis (inguinaux, inter fessiers ...) c¢’est ’intertrigo
inguinal qui est le plus fréquemment rencontré. La lésion prend 1’aspect d’un bourrelet squameux,
en ailes de papillon ou asymétrique prurigineux due a Epidermophyton ou Trichophyton rubrum.

I11- 5- 4- Les dermatophytides

Les dermatophytides sont des réactions allergiques provoquées par un dematophyte (Candolfi

et al., 2007 ; Chabasse et Pihet, 2008).
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IVV-1- Les radicaux libres
IVV-1-1- Définition

On définit comme radical libre (RL), n’importe quelle molécule indépendante contenant un ou
plusieurs électron(s) non apparié(s) (Christopher et al., 1995). Les radicaux libres (RLs) sont tres
instables et réagissent rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron
nécessaire pour acquérir de la stabilité. Une « réaction en chaine » débute lorsqu’un RL attaque la
molécule stable la plus proche en lui « volant » son électron, et la « molécule attaquée » devient
alors elle-méme un RL (Martinez-Cayuela, 1995). Bien que le terme de radical libre ait souvent été
assimilé a une espéce réactive ou un oxydant, il est important de signaler que tous les radicaux
libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants ne sont pas des radicaux
libres (Anderson et al., 1996 ; Fosting, 2004).

Présent dans I’air pour environ une partie sur cing, 1’oxygeéne est indispensable a la vie de la
plupart des étres vivants. 1l possede deux électrons non appariés, ceci explique sa grande réactivité.
Cependant, la plupart des réactions oxydatives qu’il est susceptible de provoquer spontanément
dans un organisme humain sont extrémement lentes, 1l est donc peu toxique par lui-méme (Dacosta,
2003). Mais sous I’action des radiations ionisantes, de rayons UV, de métaux de transition « fer,
cuivre...etc. » ou au cours de certaines réactions enzymatiques, des formes hautement réactives de
I’oxygéne apparaissent, on les désigne souvent comme espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) ou
reactive oxygen species (ROS), selon la terminologie anglaise (Novelli, 1997 ; Bartosikova et al.,
2003).

IVV-1-2- Principaux radicaux libres

Les espéces réactives de I'oxygene sont des radicaux libres ou des entités chimiques ayant au
moins un atome d’oxygene et possédant un ou plusieurs électron (s) libre (s) les rendant instables
(Halliwell, 1999). Les especes réactives de I'oxygene les plus couramment rencontrées sont : le
radical hydroxyl (OH"), le radical superoxyde (O%,), le péroxyde d’hydrogeéne (H,O,) et I’oxyde
nitrique (NO"). (Le symbole « indique la présence d’un électron célibataire.)

IV-1-2-1- Anion -radical superoxyde (O°2)

Est issu de la réaction de I’oxygeéne avec un électron, souvent au niveau de la chaine de
transport d’électrons de la membrane mitochondriale ou au cours de la lutte des leucocytes contre
les bacteéries et les virus. 1l semble étre impliqué dans la protéolyse non enzymatique du collagéne.

IV-1-2-2- Peroxyde d’Hydrogene (H,0)
Provient d’une réaction entre deux anions superoxyde qui met fin au processus radicalaire. IL

s’agit d’un oxydant beaucoup moins puissant.
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IV-1-2-3- Le radical hydroxyle (HO")

Est le produit de la réaction du peroxyde d’hydrogene avec les ions métalliques comme par
exemple le Fer. Avec une demi-vie de I’ordre de la nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus
instable et le plus réactif de toutes les espéces dérivées de I’oxygéne. (Potterat, 1997 ; Dacosta,
2003 ; Hennebelle, 2006)

Il attaque presque toutes les molécules dans le corps. A cause de sa réactivité, il ne diffuse pas
loin de son point de synthése. Ce radical est a 1’origine du début de la peroxydation des lipides des
membranes cellulaires (Halliwell et Gutteridge, 1985 ; Halliwell, 1991). Les produits de cette
peroxydation sont mutagéniques et cancérigenes (Miyake et al., 1999). Le radical hydroxyle est
formé in vivo par des irradiations a grande énergie qui catalysent le processus de retrait de 1’eau
hémolytique ou dans un métal (Fenton et réaction Haber-Weiss) (Halliwell, 1991 ; Halliwell et
Gutteridge, 1987). Ce radical réagit réciproquement avec les bases puriques et pyrimidiques de
I'acide désoxyribonucléique (ADN) et provoque la destruction de ce dernier. Cette espece de
I’oxygéne réactive peut complexer les atomes d'hydrogéne des molécules biologiques, comme les
thiols pour former des radicaux soufrés capables de se lier a I'Oxygene pour produire des radicaux
de I'oxysulfure qui causent la dégradation de ces molécules biologiques (Halliwell, 1991).

IV-1-2-4- Oxyde nitrique (NO)

Produit par la NO synthétase, est un vasodilatateur physiologique et joue aussi un réle de
messager interneuronal. Il peut avoir un role néfaste. (Potterat, 1997 ; Dacosta, 2003, Hennebelle,
2006).

IVV-2- Le stress oxydatif
IVV-2-1- Définition

Le stress oxydatif est le 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).

IVV-2-2- Origine du stress
Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, car ils sont utiles
pour l'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systemes 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 deficit en antioxydants ou par
suite d'une surproduction énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé «stress oxydant »
(Favier, 2003).
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IV-3- Définition d’un Antioxydant

Comme leur nom I’indique, les antioxydants protégent I’organisme de 1’oxydation. Ce sont
des substances qui sont capables de supprimer, retarder ou empécher les processus d’oxydation au
stade de I’initiation ou de la propagation (Pszczola., 2001 ; Klein et Kurilich., 2000 ; Velioglu et al.,
1998). Les antioxydants sont aussi définis comme des substances présentes dans les aliments et qui
agissent sur les fonctions physiologiques de I’homme en diminuant de fagon significative les effets
néfastes des especes réactives de 1’oxygéne, des espéces oxygénées azotées, ou des deux (Food and
Nutrition Board of the National Academy of Science, 1998).

Shahidi (2002) les définit comme des composes possédant des fonctions capables de
complexer les radicaux libres en leur donnant un électron ou un atome d’hydrogeéne ou en
désactivant les ions métalliques et I’oxygéne singulet empéchant ainsi leur action pro-oxydante. Les
antioxydants sont également considérés comme des substances dont le réle premier est de prévenir
la dégradation induite par la réaction des radicaux libres (Morello et al., 2002).

IV-3-1- Mécanisme d’action

D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneur
d’atome d’hydrogenes ou d’¢lectrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol. En plus, leurs
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et par
manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygéne moléculaire. Les antioxydants
sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, en
réagissant avec l’oxygeéne, ou des agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les
radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant
la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant
que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent
I’énergie excédentaire de ’oxygéne singulet pour la transformer en chaleur (Berset et Cervelier,
1996).

La classification de tous les antioxydants connus est difficile, ils sont classés généralement
par leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique.

IV-3-2- Classification des antioxydants par rapport a leur mécanisme d’action

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres oxygénés. En
complément de cette double ligne de défense, I’organisme est en outre capable de réparer ou

d’éliminer les molécules endommagées par 1’attaque radicalaire (Gardes-Albert, 2003).
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Groupe |

Plusieurs noms ont été attribués a ce groupe par exemple, antioxydants primaires, chain
breaking, piégeur des radicaux libres. Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation
et la propagation de I’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les
radicaux libres vers leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des
composés phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogene au radical libre et le
convertir en un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de facon
prédominante avec les radicaux peroxylés, pour deux raisons : la concentration élevée de ces
radicaux et la faible énergie du groupement (ROO-), en comparaison avec les autres radicaux
comme le (RO-) et la faible concentration du piégeur du radical libre dans 1’aliment. Un piégeur du
radical libre, méme a des concentrations faibles, entre en compétition avec les lipides pour rendre le
radical libre inactif par I’intermédiaire d’une réaction de libération d’un électron, suivie d’une
déprotonation (Frankel et al., 2000 ; Huang et al., 2005).
Groupe 11

Les composés de ce groupe sont catalogués comme préventifs ou antioxydants secondaires.
Ils englobent une large gamme de différentes substances chimiques qui inhibent 1’oxydation des
lipides par différents mécanismes et ne transferent pas le radical libre sous sa forme non-radicalaire.
Avec quelques exceptions, les antioxydants secondaires sont généralement reliés a 1’inhibition de
facteurs initiant 1’oxydation. Le groupe II inclut : des chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des
désactivateurs de 1’oxygeéne singulet, des piégeurs de la molécule d’oxygéne, inhibiteurs des
enzymes pro-oxydatives, enzymes antioxydantes et destructeurs des hydroperoxides.

Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, par
exemple, ’acide ascorbique peut étre un piégeur du radical libre, désactivateur des oxygenes
singulets dans une solution aqueuse et effectivement régénérer du tocophérol. Plusieurs flavonoides
sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux (Miller et al., 1996).

IVV-3-3- Classification des antioxydants suivant la nature chimique

Plusieurs antioxydants synthétiques et quelques composés naturels (tocophérol, acide
ascorbique, Béta-caroténe) sont officiellement autorisés pour I’utilisation dans 1’alimentation. Leur
présence s’avere également nécessaire au sein des produits pharmaceutiques et de cosmétiques afin
d’éviter leur dégradation. Cependant, des études toxicologiques ont jugé certains antioxydants
synthetiques comme sources de danger (Barlow, 1990 ; Evans et al., 1992). La recherche de
nouveaux antioxydants naturels est I’objectif de nombreux industriels et scientifiques. Dans la
littérature, des milliers de publications ayant pour sujet les antioxydants naturels ainsi que leur effet
sur I’organisme humain peuvent étre consultées (Namiki, 1990 ; Wanasundara et al., 1994; Larson,

1997 ; Pietta, 2000 ; Moure et al., 2001).
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IV-3-3-1- Les antioxydants naturels

L’organisme posséde des systémes de défense trés efficaces, de deux types : les antioxydants
enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. Ces antioxydants sont d’autant plus importants
que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter de prévenir le stress oxydatif
(Diplock, 1991).

IVV-3-3-1-1- Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (La superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion reductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre
organisme contre les ROS.

a- Les superoxydes dismutases (SOD)

La famille des superoxydes dismutases comporte trois isoformes (SOD1, SOD2, SOD3) dont
le réle est la dismutation de deux anions superoxyde en espéces oxygénéees moins réactives que sont
H.0, et O, (Antwerpen, 2006).

L’activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et a un moindre degré
en zinc (Goudable et Favier, 1997).

b- Les catalases

Elles réduisent le peroxyde d’hydrogéne H,0, en libérant de 1’oxygeéne et de 1’eau. Elles sont
localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n’éliminent pas la totalité du peroxyde d’hydrogéne,
mais leur role est trés important surtout en présence d’ions ferreux (Lindau-Sehpard et Shaffer,
1993).

c- Les glutathions peroxydases et réductases (GSHPX)

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le role de la
glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’ une part le peroxyde d'hydrogene en molécule d’eau,
et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette réaction, qui
demande I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en
glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak, 2003) : La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour
role de régénérer le GSH a partir du GSSG.

Au cours de cette réaction, la glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH : Cette
réaction produit du NADP™ qui sera régénéré en NADPH pour une utilisation ultérieure, par une
autre enzyme, le G6PD (glucose-6-phosphate-déshydrogénase)

IV-3-3-1-2- Les antioxydants non enzymatiques

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine, 1’acide

lipoique. De tous ces composes endogenes synthétises par les cellules, le plus important est sans
28



Synthése bibliographique Antioxydants

doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire). La bilirubine est, quant a elle,
capable de piéger les radicaux peroxyles et I’oxygeéne singulier, protégeant ainsi 1I’albumine et les
acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires.

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe®* /Fe** ou Cu*/Cu* permettant par ce biais de prévenir la production des
radicaux libres par la réaction de Fenton (Trivalle, 2002).

D’autres substances exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant 1’¢électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. La
vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systeme. A
titre d’exemple, la vitamine E est régénérée par la vitamine C, elle-méme régénérée par les

ascorbates réductases (Bruneton, 1999).
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I- Mateériels et méthodes
I-1- Matériels
I-1-1- Site et conditions d’échantillonnage
Le matériel végétal utilisé est composé de feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta.
Ces différents organes ont été cueillis en mars 2012 ; période correspondante a la saison de
floraison, dans une zone localisée dans la commune de Jdiouia (Planche 4). Cette derniére est
distante de 35Km a I’Est du Chef —lieu de la wilaya de Relizane (Algérie) et située a 83m d’altitude,
35°55°33”°N de I’attitude et 0°49°23"°E de longitude.
Les prélévements, réalisés d’une maniére aléatoires, ont été transportés dans des sacs en

plastique noir jusqu’au laboratoire.

Planche 4 : A = vue général d’un arbuste de Thymelaea hirsutra, B = vue générale de la
zone d’échantillonnage.

I-1-2- Drogue végétale

Au laboratoire, les rameaux de Thymelaea hirsuta fraichement récoltés ont été étalés a I’air
libre, a I’abri de la lumiére et de I’humidité afin de préserver, au maximum, ’intégrité des
molécules. Le séchage étant le moyen de conservation le plus simple, sa durée dépend de la teneur
en eau dans le végétal, ainsi que la température ambiante.

Aprés séparation, les différents organes (feuilles, fleurs et brindilles) ont été mis a sécher
quelques jours a I’étuve a une température relativement stable de 36+1° C, jusqu’a obtention d’un
poids fixe (matiére seche). Ces parties végeétatives ont été, ensuite, finement broyées a 1’aide
d’un mortier en porcelaine. Le broyage a permis de rompre les membranes cellulaires et la matrice
extracellulaire et de libérer, en méme temps, les organites et les molécules contenues dans la cellule
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(Lafont et Duval, 2001). Sous cette forme, la drogue présente une plus grande surface de contact
avec le solvant extracteur et permet ainsi d’améliorer le rendement des extractions (Bonnaillie et al.,
2012).

Pour son utilisation ultérieure et afin d’empécher sa photo-oxydation, la drogue a éte
conservée a I’obscurité dans des bocaux hermétiquement fermés. Les précautions prises visent a
réduire les divers mécanismes de dégradation relatifs aux caractéres organiques de ses matiéres
premiéres (Ferrari, 2002), a savoir la dénaturation des métabolites secondaires tels que les huiles
éthérées (évaporation au dela de 40° C)..... (Kiimkele et Lobmeyer, 2007).

I-2- Méthodes
I-2-1- Préparation des extraits

La méthode d’extraction employée est la décoction a 10% (Kumar et al., 2010). 100g de
drogue végétale (feuilles, fleurs et brindilles) broyee ont été trompés dans un litre d’eau distillée, ce
solvant a été choisi pour son action non destructive (Haya et Amour, 1992). Le mélange, recouvert
de papier aluminium a été agité mécaniquement puis porté dans un bain marie a 90° C pendant 1
heure. Apres refroidissement, un filtrat a été récupéré dans un flacon opaque hermétiquement fermé
a I’aide d’un filtre en microfibres de verre de Wattman (Senhaji et al., 2005). La lyophilisation du
filtrat constitue la derniére étape de la préparation d’un extrait sec ; celle-ci permet la meilleure
conservation de la matiére vegétale.

I-2-2- Compositions chimiques
I-2-2-1- Screening phytochimique
Un criblage classique a été réalisé en vue de déterminer les grands groupes de composes
chimiques présents dans les différentes parties de Thymelaea hirsuta (feuilles, fleurs et brindilles).
Il est fondé sur des réactions de coloration ou de précipitation a I’aide de réactifs appropriés et a
permis de suggerer la présence de certaines classes de phyto-constituants.
Les résultats sont classés selon 1’apparition en :

e Réaction franchement positive : + + +

e Réaction positive : + +

e Réaction moyennement positive : +

e Réaction négative : -

I-2-2-1-1- Flavonoides
Les flavonoides ont été mis en évidence par la réaction a la cyanidine. A I’infusé¢ a 5%

(5ml), ont été ajouteés un acide (5ml de H,SO,4 a 10%) puis une base (5ml de NH,OH). Si la
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coloration s’accentue par acidification, puis vire au bleu-violacée en milieu basique, cela confirme
la présence d’anthocyanes.
- Mise en évidence de la réaction a la cyanidine
Apres avoir introduit dans un tube a essai Sml d’infusé et S5ml d’alcool chlorhydrique
(éthanol 95%, eau distillée et HCI concentré a volumes égales), quelques copeaux de magnésium et
Iml d’alcool iso-amylique ont été ajoutés. L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou
rose violacée (flavonones) ou rouge (flavonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool iso-
amylique indique la présence d’un flavonoide libre (génines). Les colorations sont moins intenses
avec les hétérosides flavoniques. La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones,
les aurones, les catéchines et les iso-flavones.
- Mise en évidence des Leucoanthocyanes
Une réaction a la cyanidine a été effectuée sans ajouter les copeaux de magnésium et
chauffée au bain-marie pendant 15min. La présence de leucoanthocyanes a été indiquée par le
développement d’une coloration rouge cerise ou violacée. Les catéchols donnent une teinte brun-
rouge.
- Mise en évidence des flavanes
Deux millilitres d’infusé a 10% ont été mélangés a 1’acide chlorhydrique concentré
renfermant de la vanilline (2%). La réaction positive a été révélée par I’apparition d’une coloration
rouge (Harborne, 2005).
I-2-2-1-2- Stérols et triterpenes
Les stérols et les polyterpénes ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann. Deux
grammes (2g) de poudre végétale ont été mis dans 40ml d’éther. Aprés une macération de 24
heures, le mélange a été filtré et complété a 20ml (extrait éthérique). Ensuite, 10ml de 1’extrait ont
été évaporés a sec au bain-marie et le résidu a été repris et dissout avec 1ml d’anhydride acétique,
puis 1ml de chloroforme CHCI3. Cette solution a été partagée entre deux tubes a essai, I’un servant
de témoin, alors que dans le second 2ml de H,SO,4 concentré ont été coulés. La présence des stérols
et des triterpénes a été révélée par la formation d’un anneau rouge brunatre ou violet & la zone de
contact des deux liquides, et la couche surnageante devenant verte ou violette, comme rapporté par
Harborne (2005).
I-2-2-1-3- Caroténoides
Apres évaporation a sec de Sml de I’extrait éthéré (préparation précédente), 2 a 3

gouttes d’une solution saturée de trichlorure d’antimoine SbClz ont été ajoutées dans le chloroforme
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ou dans le tétrachlorure de carbone (CCly). La présence de caroténoides a été révélée par le
développement d’une coloration bleue devenant rouge par la suite (Harborne, 2005).
I-2-2-1-4- Tanins
La présence des tanins a été mise en évidence par la réaction au chlorure de fer (I11) dans
I’infusion a 5% par I’addition de quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls) 1%. La réaction au
FeCl; provoque 1’apparition de précipité ou de coloration verdatre ou bleu-noiréatre.
- Mise en évidence des tanins catéchiques
Cing millilitres d’infusé ont été ajoutés a Sml d’HCI concentré. L’ensemble a été porté a
ébullition pendant 15min puis filtré sur papier filtre. En présence des tanins catéchiques, il se forme
un précipité rouge soluble dans I’alcool iso-amylique.
- Mise en évidence des tanins galliques par la réaction de Stiasny
Trente millilitres d’infusé ont été ajoutés a 15ml de réactif de Stiasny (10ml de formol 40%
et 5ml d” HCI concentré), le mélange a été maintenu au bain-marie a 90° C pendant 15min environ.
Apres filtration, le filtrat a été saturé par 5g d’acétate de sodium pulvérisée. Ensuite, 1ml goutte a
goutte d’une solution de FeCl; 1% a été ajoute. La présence des tanins galliques a été montree par
I’obtention d’un précipité (Harborne, 2005).
I-2-2-1-5- Saponosides
Les saponines ont été mises en évidence par le test de mousse dans les décoctés a 1%. 100ml
de ce décocté ont été répartis dans 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10 successivement 1,
2,...10ml. Le volume de chaque tube a été ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée puis agité pendant
15 secondes dans le sens de la longueur. Aprés un repos de 15 minutes, la hauteur de la mousse a
été mesurée. Un indice supérieur a 100 a été considéré comme une réaction positive témoignant
d’une richesse de la plante en saponosides (Harborne, 2005). Le tube dans lequel la hauteur de la
mousse est de I’ordre d’un cm permet de calculer I’indice de mousse.
Indice de mousse (Idm) =10 /n x 107
Ou :
n : numero du tube dans lequel la hauteur de la mousse est égale a 1cm.
I-2-2-1-6- Coumarines
La recherche des coumarines a été¢ basée sur la propriété que possedent la plupart d’entre
elles, de présenter une fluorescence nette aux rayons ultraviolets. Cing millilitres (5ml) d’extrait
¢éthéré obtenu apres une macération de 24 heures ont été évaporés a ’air libre, puis repris avec 2ml
d’eau chaude. La solution a été partagée entre 2 tubes a essai. La présence de coumarines s’est
manifestée aprés ajout dans 1'un des tubes de 0,5ml de NH4,OH a 25% et observation de la
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fluorescence sous UV a 366nm. Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de
I’ammoniaque indique la présence de coumarines, I’autre tube sert de témoin (Raman, 2006).
I-2-2-1-7- Anthocyanes
A deux millilitres d’infusé (5%) ont été additionnés a 2ml d’acide chlorhydrique 2N. La
présence d’anthocyanes a été montrée par 1’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-
violacée par addition d’ammoniac (Senhaji et al., 2005).
I-2-2-1-8- Proanthocyanidols
Deux millilitres d’infusé ont été additionnés a 2ml d’acide chlorhydrique concentré. Ensuite,
le mélange a été maintenu au bain-marie bouillant pendant cing minutes. Une réaction positive s’est
manifestée par I’apparition d’une coloration rouge (Senhaji et al., 2005).
I-2-2-1-9- Quinones
Les quinones ont été mises en évidence par la réaction de Brissemoret et Combes. 1g de
poudre de la plante a été introduit dans un erlenmeyer de 250ml, puis humecté avec H,SO, dilué a
10%. Ensuite, 20ml d’un mélange a volume égal d’éther et de chloroforme ont été ajoutés et laissé
réagir pendant 24 heures. Apreés filtration, 5ml du filtrat a été placé dans une capsule et évaporé a
sec, puis le résidu a été repris par quelques gouttes d’alcool 95°. Une solution d’acétate de Nickel
5% a eté ajoutee. Selon la nature de la quinone, il est apparu :
Une coloration bleue et précipité : Benzoquinones ;
Une coloration violette et précipité : Naphtoquinones ;
Une coloration rouge sans précipité : Anthraquinones (Harborne, 2005).
I-2-2-1-10- Mucilages
Apres avoir introduit 1ml de décocté (10%) dans un tube a essai, 5ml d’éthanol absolu ont
été ajouté, suivi d’une agitation. Le mélange a été reposé pendant une dizaine de minutes et la
présence de mucilage dans la drogue a été indiquée par 1’obtention de précipité floconneux
(Amadou, 2005).
I-2-2-1-11- Oses et holosides
Cing millilitres de décocté ont été introduits dans un bécher de 100ml et évaporés au bain-
marie a sec. Au résidu, il a été ajouté 2 a 3 gouttes de H,SO, concentré. Aprés 5mn, 3 a 4 gouttes
d’¢éthanol saturé ont été additionnées avec du thymol. La présence d’oses et holosides a été révélée
par le développement d’une coloration rouge (Muanda, 2010).
I-2-2-1-12- Composés réducteurs
Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les décoctés par le réactif de Fehling
(Annexe 1). Aprés avoir introduit 5ml de décocté dans un bécher de 100ml, la solution a été
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évaporée a sec au bain-marie. Au résidu, a été ajouté 1ml de réactif de Fehling (0,5ml de réactif A
et 0,5ml de réactif B, mélange extemporané). La présence de composés réducteurs a éteé révelée par
I’obtention d’un précipité rouge-brique (Mogode Debete, 2005).
I-2-2-1-13- Stupéfiants
0,5g de poudre ont été pesés et introduit dans un tube a essai. Ensuite, Sml d’éther de pétrole
ont eté ajoutés. Le mélange a subi une agitation pendant 15min. Aprés décantation de la phase
éthéro-pétrolique dans une capsule et évaporation a sec au bain-marie, 3 a 4 gouttes de KOH 5% ont
¢été ajoutés dans 1’alcool. La présence de tétrahydrocannabinols a été indiquée par une coloration
violette (Diallo, 2005).
I-2-2-1-14- Protéines
Les protéines ont été mises en évidence par la méthode de Lowry. A 1ml d’extrait végétal,
5ml de solution A (98ml de NA,COj3 a 2% dans NaOH 0,1N, 1ml de sulfate de cuivre a 1% et 1ml
de tartrate double de potassium sodium) ont été additionnés. Aprés avoir agité et laissé au repos
pendant 10 minutes, 0,5ml de réactif de Folin ont été ajoutés. Ensuite, le mélange a été agité
énergiqguement puis laissé reposer pendant 30 minutes. La présence de protéines a été indiquée par
I’apparition d’une coloration bleue (kone, 1998)
I-2-2-1-15- Hétérosides cardiotonique
La solution a analyser a été obtenue par addition a 1g de poudre, 10ml d’alcool 60° et 5ml
d’une solution d’acétate de plomb neutre a 10%. Cette solution a été portée au bain-marie bouillant
pendant 10 minutes puis filtrée sur coton. Le filtrat a été agité avec 10ml de chloroforme (CHCIy)
sans former d’émulsion (mettre dans une ampoule a décanter). Aprés une décantation, la phase
chloroformique a été soutirée (a 1’aide d’une pipette) et partagée entre 3 tubes a essai. Evaporés au
bain-marie a sec, les résidus ont été repris avec 0,4ml d’iso-propanol. Dans le tube 1, un millilitre
de réactif de Baljet (Annexe I), dans le tube 2, un millilitre de réactif de Kedde (Annexe I) et dans le
tube 3, un millilitre de réactif de Raymond-Marthoud (Annexe ) ont été introduits. Quatre gouttes
de potasse (KOH 5%) dans I’éthanol ont été ajoutées a chaque tube et observé apres une dizaine de
minutes. En présence de cardénolides, les colorations suivantes se développent : tubel : orangée,
tube 2 : rouge violacé, tube 3 : violet fugace (Diallo, 2005).
I-2-2-1-16- Hétérosides cyanogénique
Cing millilitres d’un mélange a volume égal d’eau et de toluéne ont été ajoutés dans un tube
a essai contenant 1g de poudre végétale. La partie supérieure du tube a été nettoyée puis mis en

contact avec le bout du papier Picrosodé (Annexe 1) trempé de réactif de Guignard (Annexe I).
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Apres 10 minutes, le rougissement du papier Picrosodé a été traduit par la présence d’hétéroside
cyanogénique ; la couleur rouge est due a I’acide cyanhydrique (Diallo, 2005).
I-2-2-1-17- Dérivés anthracéniques
-Mise en évidence des anthraquinones libres par le test de Bornstréager
A 1 gramme de poudre, 10ml de chloroforme ont été ajoutés. Le mélange a été chauffé
pendant 3mn au bain-marie puis filtré a chaud et complété a 10ml. Ensuite, a 1ml de 1’extrait
chloroformique obtenu, 1ml de NH;OH dilué a été additionné et agite. La présence
d’anthraquinones libres a été indiquée par la coloration plus ou moins rouge.
-Mise en évidence des anthraquinones combinées
- Les O-hétérosides
A partir du résidu de la drogue épuisée par le chloroforme, un hydrolysat a été préparé
auquel a été ajouté 10ml d’eau et 1ml d’HCI concentré. Dans un tube a essai, I’ensemble a été
ensuite maintenu au bain-marie bouillant pendant 15min. 5ml de ’hydrolysat ont été agités avec
5ml de chloroforme. Apres décantation, la phase organique a été soutirée et mise dans un tube a
essai. Celle-ci a été agitée avec 1ml de NH,OH dilué¢ au demi. La présence d’anthraquinone a été
révélée par la coloration rouge plus ou moins intense qui indique la présence de génines O-
hétérosides. Si la réaction est négative ou faiblement positive, la recherche des O-hétérosides a
génine réduite est nécessaire.
- Les O- Hétérosides a génines réduites
Dans un tube a essai, 5Sml d’hydrolysat et 3 a 4 gouttes de FeCls (chlorure ferrique) a 10% ont été
introduits. Le tout a été porté au bain-marie bouillant pendant 5 minutes puis refroidi sous courant
d’eau. Aprés agitation de la solution avec 5ml de chloroforme, la phase chloroformique a été
soutirée et introduite dans un tube a essai contenant 1ml de NH,OH dilué au demi. Ensuite, le
mélange a été agité. En présence de produit d’oxydation anthranol, anthrone, la coloration rouge
sera plus intense que précédemment.
- Les C-hétérosides
La phase aqueuse, qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-hétérosides, a été
reprise par 10ml d’eau distillée et 1ml de FeCls 10%. Puis, le tube a essai a été maintenu dans un
bain-marie bouillant (aprés ébullition) pendant 30 min. Apreés refroidissement sous courant d’eau, la
solution a été agitée avec 5ml de chloroforme. La phase chloroformique soutirée a été secouée avec
Iml de NH,4OH dilué. L’existence des C-hétérosides est confirmée par la coloration plus ou moins

rouge apres agitation qui indique la présence de génines C-hétérosides (Diallo, 2005).
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1-2-2-1-18- Alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence grace aux réactifs généraux de caractérisation des
alcaloides. Le réactif de Dragendorff (Annexe I) (réactif a I’iodobismuthate de potassium) et le
réactif de Mayer (réactif a I'iodomercurate de potassium) ont été utilisés. Une Solution a analyser a
été préparée avec 10g de poudre végétale séchée et 50ml de H,SO, 10%. Aprés agitation, le
mélange a été macéré pendant 24 heures a la température du laboratoire puis filtré sur papier filtre
et rincé a I’eau distillée de manicére a obtenir 50ml de filtrat. Ensuite, une caractérisation par
précipitation a été effectuée. Dans trois tubes a essai, 1ml de filtrat a été introduit et 5 gouttes de
réactif de Mayer (Annexe 1) dans le premier tube, 5 gouttes de réactif de Dragendorff dans le
second et en se servant d’un troisieme tube sans réactif comme témoin. Aprés 15 minutes, la
présence des alcaloides a été indiquée par la formation d'un précipité : blanc-jaunatre dans le
premier tube, orange dans le deuxiéme tube et orange abondant dans le tube témoin (Harborne,
2005).

I-2-2-2- Analyse phytochimique
I-2-2-2-1- Détermination des composés phénoliques totaux

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des composés
phénoliques totaux. L’analyse par le réactif de Folin Ciocalteu est la plus utilisée. Ce réactif est
constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique (H3sPW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(HsPMO12040). Lors de I’oxydation, il est réduit en un mélange d’oxyde bleu. La coloration
produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’extrait analysé (Boizot et
Charpentier, 2006).

Les teneurs en phénols totaux des décoctés ont été déterminées par spectrophotométrie,
suivant le protocole appliqué par Miliauskas et al. (2004). Brievement, 1ml (0,1%) de I’extrait
aqueux a été mélangé avec 5ml de Folin Ciocalteu (2M) dilué 10 fois. Apres 5 minutes
d'incubation, 4ml de carbonate de sodium a concentration de 75g/l ont été additionnés. Un blanc a
été preparé avec le lyophilisat végétale en remplacement du réactif avec de I'eau. De méme, un
étalon a été réalisé avec des concentrations croissantes d'acide gallique (standard) allant de 0 a
6mg/l. Aprés une heure d'incubation, a la température ambiante, I'absorbance a été lue a 765nm
contre le blanc, a I’aide d’un spectrophotométre de type JENWAY 6517. L'expression des résultats
a été obtenue a partir de I'équivalence du standard (acide gallique) par gramme de lyophilisat (mg
EAG/Qg).
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I-2-2-2-2- Détermination des flavonoides totaux

La teneur des flavonoides totaux contenus dans les extraits feuilles, fleurs et brindilles de
Thymelaea hirsuta a été déterminée en appliquant la méthode décrite par Chang et al. (2002).

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible
de donner avec le groupement CO un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Ils forment
des complexes jaunatres par chélation des metaux (Fer et Aluminium). Ceci traduit le fait que le
métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique
agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

Un volume de 0,75ml d’AICl; (2%) a été mélangé a un volume égal d’extrait. Les densités
optiques ont été lues a 430nm aprés 10 minutes d’incubation a I’aide du spectrophotometre, contre
une courbe étalon préalablement tracée avec la quercétine comme substance de référence. Les
expressions des resultats ont été obtenues a partir de I'équivalence du standard (quercétine) par
gramme de lyophilisat (mg EQ/qg).

I-2-2-2-3- Détermination des sucres totaux

Les sucres totaux ont été dosés en appliquant les techniques de la méthode de dosage direct
avec du phénol (Dubois et al., 1956). En présence de 1’acide sulfurique concentré, les oses sont
déshydratés en composés de la famille des dérivés furfuriques. Ces produits se condensent avec le
phénol pour donner des complexes jaune-orangés. La teneur en sucres totaux a été déterminée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 490nm (Goodon, 1997).

Un millilitre de la solution phénolique (CsHsO) a 5% a été ajouté a des concentrations
croissantes de la solution standard de maltose (0,1%). Ensuite, 5ml d'acide sulfurique concentré ont
été additionnés. Aprés homogénéisation douce du mélange réactionnel et refroidissement, la densité
optique a été mesurée. Les différents décoctés ont été soumis a I'analyse comme dans le cas de la
réalisation de [I'étalon. L'expression des teneurs en sucres totaux a été obtenue a partir de
I'équivalence du standard par milligramme de lyophilisat végétale (mg EMA/g).

I-2-2-2-4- Détermination des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs (en raison de leurs groupements carbonyl libres C=0) réagissent avec
le DNS (acide di-nitrosalycilique) en le réduisant en acide 3-amino-5-nitrosalicylique, ce qui se
traduit par une coloration orangée. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la teneur en
sucres réducteurs (Barbin, 2006).

Les sucres réducteurs ont été dosés par la méthode de Miller (1959). Ainsi, 1ml d'échantillon
a doser (1%) a été ajouté a 1ml de réactif au DNS (Annexe 1). Ensuite, le mélange a été porté a
ébullition pendant 5min et refroidi rapidement. Aprés addition de 10ml d'eau distillée, le contenu
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des tubes a été homogénéisé au vortex, et la densité optique a été lue a 540nm. La courbe
d’étalonnage a été réalisée avec une solution de maltose de 0 a 1g/l. Les résultats ont été exprimés
en équivalent maltose par milligramme de lyophilisat (mg EMA/Q).
I-2-2-2-5- Détermination des tanins condenses
Le dosage des tanins condensés a été effectue selon la méthode de Broadhurst et Jones
(1978), modifiée par Heimler et al. (2006). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupement aldéhydique de la vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un
complexe chromophore rouge qui absorbe & 500nm (Schofield et al., 2001). Ainsi, 400ul de chaque
extrait ont été ajouté & 3ml d’une solution méthanolique a 4% de vanilline. Ensuite, 1,5ml d’acide
chlorhydrique concentré ont été additionnés. Aprés 15min de réaction, 1’absorbance a été lue a
550nm. La concentration des tanins condensés a été déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
établie avec la catéchine (100-1000ug/ml). Les résultats ont été exprimés en équivalent catéchine
par milligramme de lyophilisat (mg EC/qg).
I-2-2-2-6-Analyses chromatographiques
La chromatographie est une technique d'analyse qualitative et quantitative de la chimie
analytique dans laquelle I'échantillon contenant un ou plusieurs composés est adsorbé sur une phase
stationnaire (papier, gélatine, silice, polymere, silice greffée), puis est désorbé par une phase mobile
(liquide, gaz ou fluide supercritique). Les différents composés de 1’échantillon sont séparés en
fonction de leurs vitesses d’adsorption-désorption.
I-2-2-2-6-1- Chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénoménes
d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou mélange de solvants, qui progresse le long d'une
phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére
d'aluminium. Apres que I'échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent
a une vitesse qui dépend des différences d’affinité pour le solvant et pour la phase stationnaire.
Les extraits préparés ont été analyses qualitativement par chromatographie sur couche mince.
Les plagues de silice utilisées sont de dimensions 20 x 20cm (Silica gel 60F,s4, Merck). Des dépdts
de 10ul de chaque extrait (100mg/ml) et standards (5mg/ml) ont été effectués. La plaque de silice a
été ensuite placée dans une cuve contenant 1’éluant suivant : chloroforme : acétate d’éthyle : acide
formique (50 :40:10 v/viv) (Riov et Gottlieb, 2006). Apres migration et développement, les
plaques ont été séchées a 1’aide d’un seche-cheveux et observées a la lampe UV a 254 et 365nm
puis pulvérisées avec une solution de réactif de NEU (2 - aminoéthyldiphénylborate de sodium a
1% dans le méthanol). Les flavonoides affichant une fluorescence jaune ont été visualisés sous UV
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a 365nm. Les rapports frontaux Rf obtenus sont comparés au Rf obtenus pour des flavonoides
standards utilises comme références.
Le rapport frontal (Rf) a été déterminé pour chaque constituant comme suit :
Rf =d/D
Ou :
d : Distance parcourue par le constituant ;
D : Distance parcourue par le front de I’éluant.
I-2-2-2-6-2- Détermination des lipides

Ce travail a été effectué a I’Institut National de la Recherche Agronomique de Rennes en
France (Laboratoire physiologie, environnement et génetique pour l'animal et les systéemes
d'élevage (PEGASE), INRA de Rennes, France 35590).

I-2-2-2-6-2-1- Extraction des lipides totaux

Dans le but de déterminer la quantité des lipides totaux dans des échantillons biologiques, la
technique folch a été recommandée. Les lipides extraits par cette technique a froid ne sont pas
altérés. Cette méthode a été basée sur 1’utilisation des solvants organiques (chloroforme/méthanol)
pour extraire la totalité des lipides polaires et apolaires. Aprés centrifugation, un systeme
biphasique a été obtenu : une phase surnageante contenant tous les composés non-lipidiques, et une
phase organique contenant la quasi-totalité des lipides.

Pour se faire 10g de chacun des organes ont été homogénéisés en présence de 6ml de réactif
de Folch (4ml de chloroforme et 2ml de méthanol) pendant 2min. Les mélanges obtenus ont été
filtrés et les filtrats ainsi obtenus ont été versés dans des ampoules a décanter. La séparation des
phases a été effectuée a 1’aide de la solution de chlorure de sodium (NaCl) a 73% a raison d’1
volume de NaCl pour 4 du filtrat, suivi d’une agitation de 2h. Aprés décantation, les phases
apparaissent incolores, limpides et séparées par un meénisque ; la phase inférieure (chloroforme -
lipides) a été filtrée sur du sulfate de sodium qui a la propriété d’absorber 1’eau. Une évaporation
sous vide du chloroforme a été opérée, et le pourcentage des lipides totaux (% LT) a été calculé
selon I’équation suivante (Folch et al., 1957) :

% LT = (Poids ballon plein — poids ballon vide) x 100 / poids de I’échantillon.
I-2-2-2-6-2-2- Détermination du profil des acides gras
-Préparation des esters méthyliques

Dans I’optique de déterminer le profil des AG par chromatographie phase gazeuse (CPQG),
les lipides ont été préalablement saponifiés, puis méthylés selon le procédé suivant: 20mg de
lipides secs melangés avec 1ml de la solution méthanolique de soude 0,5N ont été enfermes dans un
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tube a essai et plongés dans un bain marie a 70°C pendant 15min. Une fois le temps écoulé, le tube
a été débouché et 1ml d’une solution de BF3 14% (trifluorure de bore) a été ajouté. Le tube a été
refermé et mis a méthyler 10min au bain d’eau a 70°C. L’addition de 6ml d’eau distillée a permis
de suivre I’extraction des esters par 2ml d’éther de pétrole. Les esters obtenus ont été concentrés
sous courant d’azote puis conservés a 4°C pour une ultérieure analyse chromatographique
(Morrisson et al., 1964).

-Analyse chromatographique

Les esters méthyliques d’acides gras ont été analysés par un chromatographe Perkin Elmer
Autosystem XL. Cet appareil est équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (air hydrogeéne) et
muni d’un passeur automatique d’échantillons, et d’une colonne capillaire polaire en silice
(longueur de 30 metres et diametre de 0,25mm ; Supelco) avec une phase stationnaire de 80% de
biscyanopropyl et 20% de cyanopropylphényl siloxane. L’échantillon liquide d’acides gras a été
injecté dans la colonne a 1’état vaporisé (la température de 1’injection est de 220°C). La température
de la colonne s’¢léve par des plateaux (T°1 : 45° C; T°2: 195° C ; T°3: 220°C ; T°4 : 240°C)
programmées respectivement pendant 2 - 7 et deux fois 2min avec des augmentations de 20° C/min,
30° C/min et 35° C/min entre les plateaux pour une durée d’analyse totale de 22min, suivie d’un
programme de refroidissement. Les acides gras ont été brdlés dans la flamme du détecteur (T° =
240° C). L’identification des différents acides gras a été faite par comparaison des temps de
rétention et leur quantification en se référant a 1’étalon interne (C17 : 0 permet la quantification des
AG). Les acides gras identifiés ont été exprimés en pourcentage des AG totaux.

I-2-2-2-6-3- Profilage par LC-MS et LC-MS/MS avec source Electrospray (ESI)

Les analyses ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe « chimie bioorganique » (équipe
n°8) du Laboratoire de Chimie et Physique — Approche Multiéchelle des Milieux Complexes (LCP-
A2MC, Université de Lorraine-site de Metz).

La spectrométrie de masse est une technique de caractérisation chimique qui consiste a
mesurer les rapports masse/charge (m/z) des atomes ou des molécules présents dans un échantillon
donné (De Hoffmann et Stroobant, 2005) dans le but de les identifier et de déterminer leurs
structures chimiques. Il s’agit d’une technique d’analyse de pointe permettant de déterminer les
analytes en fonction de leurs masses moléculaires et de leur fragmentation. Le fonctionnement d’un
spectrometre de masse repose sur 1’action d’un champ sur une particule chargée. Lorsqu’un
échantillon est introduit dans un spectrométre de masse, il est vaporisé et transformé en ions de
masses distinctes. L’analyseur permet ensuite de trier I’ensemble des ions générés lors du processus
d’ionisation, de mesurer leurs masses, de déterminer leur abondance et, éventuellement, de les
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fragmenter pour conduire & des ions de plus faible masse utiles & la confirmation des structures
moléculaires (El tahchy. A., 2010).

L’ionisation par électrospray (ESI, Electrospray lonisation) repose sur I’introduction de
1“échantillon a analyser en solution dans un capillaire porté a un potentiel éleve (positif ou négatif).
Sous I’action d’un champ électrique obtenu par application d‘une différence de potentiel de 3 a 6kV
entre un capillaire (électrode) et une contre-électrode sépares de 0,3 a 2cm, des charges vont
s‘accumuler a la surface de 1’effluent conduisant a la rupture de celui-ci et a la formation d‘un spray
de gouttelettes fortement chargées ou «cone de Taylor». Ce processus de nébulisation est en général
assisté par un gaz chauffé. Les microgouttelettes ainsi formées vont progressivement rétrécir par
évaporation de molécules de solvant, puis éclater sous 1‘effet d’une densité de charge trop
importante, et au final libérer des ions moléculaires protonés ou déprotonés en phase gazeuse.
L’interface entre la source ESI et 1‘analyseur est souvent constituée de série de lentilles voire de
quadripdles focalisant et transférant les ions parents jusqu’a I’analyseur. Des flux de gaz (exemple :
gaz rideau) sont également ajoutés dans le but d’éviter la contamination de I’électronique de
transfert par des especes neutre (De Hoffmann et Stroobant, 2005). Cette méthode est beaucoup
mieux adaptée aux échantillons contenant des composés ioniques a moyennement polaires car elle
préserve I’ion moléculaire contrairement aux sources a impact électronique par exemple.
L’échantillon peut étre infusé (utilisation d’une pompe seringue sans séparation préalable des
composés d’un mélange) ou introduit par chromatographie en phase liquide (couplage LC-MS).

Le lyophilisat (5mg) a été repris dans 1ml d’un mélange méthanol-eau (50/50, v/v).
L’échantillon est ensuite ultrafiltré (10min a 1000 tour/min sur centrifugeuse Eppendorf) sur
concentrateur Amicon Ultra 0,5ml (cut-off 30 kDa, Millipore) avant d’étre dilué au 1/10°™ dans du
méthanol. Vingt pl de I’échantillon final ont été injectés sur la chaine chromatographique via son
injecteur automatique. Les trois extraits aqueux des différents organes de Thymelaea hirsuta ont été
injectés en mode d’ionisation positif (détection des métabolites polaires neutres et basiques) et en
mode négatif (métabolites acides et (poly) phénoliques).

-Conditions de séparation en chromatographie liquide

La séparation chromatographique est réalisée sur une chaine HPLC Dionex Ultimate 3000,
équipée d’une colonne Waters Symmetry Shield phase inverse C18 de diamétre interne de 3,5 mm
et de dimensions 4,6mm x 50mm. La phase mobile est composée d’acétonitrile (ACN, solvant "A")
et d’eau (solvant "B"). Un gradient linéaire d’une durée de 40min de 20 a 90% d’ACN dans I’eau
est programmeé pour chaque expérience avec le four de la colonne maintenu a 30° C, le débit de
pompe fixé a 500u/min et un volume d’injection de 20ul. Entre chaque run, du solvant pur est
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injectée avec une phase mobile composée de 20% d’ACN et de 80% d’cau afin de rééquilibrer la
colonne.
-Conditions ESI-MS
La chaine chromatographique est couplée a un spectrometre de masse de type lonTrap
modele LTQ Velos dual Pressure Linear lon Trap (ThermoFisher Scientific).

Les conditions finales de la source sont les suivantes :

Parametres Valeur
Température de source 400 °C
Gaz de nubilisation (a.u.) 60
Gaz auxiliaire (a.u.) 20
Gaz de balayage (a.u.) 5
Potentiel + 4,60* kV
Température du capillaire 380 °C

* selon la polarité des ions étudiés

-Logiciels
Le systeme de couplage est piloté par le logiciel Xcalibur (Thermo, version 2.2). Ce
programme permet de créer des séquences entiérement automatisées. Les exploitations des
chromatogrammes ont été réalisées avec le module Qual Browser du logiciel Xcalibur.
I-2-3-Activités biologiques
I-2-3-1- Evaluation, in vitro, de I’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits végétaux traduit leur aptitude a piéger les radicaux libres
de ’organisme. Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antiradicalaire des extraits :
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2 -azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid]) et FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
I-2-3-1-1- Test du piégeage des radicaux DPPH
Le 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est défini comme radical libre stable par vertu de
la délocalisation de 1’¢lectron disponible qui provoque la couleur violette profonde, caractérisée
par une absorption. Il réagit avec les groupements amines, les phénols, les acides, les composés
hydro-aromatiques, etc... Cette propriété est largement recommandée et utilisée dans la pratique
analytique. Quand la solution de DPPH est mélangée a une substance qui peut donner un atome

d'hydrogene ou un électron, provoquera sa réduction (1,1-diphenyl-2-(2, 4,6- trinitrophenyl)
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hydrazine (DPPH,) avec la perte de la couleur violette et apparition d’une couleur jaune pale
résiduelle due a la présence de groupement picryl (Molyneux, 2004).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant, via le test DPPH, a été effectuée par la méthode
décrite par Zakaria et al. (2008), ou 50ul de chacun des extraits méthanoliques a différentes
concentrations ont été mélangées avec 5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%). Apres
une période d’incubation de 30 minutes a la température de laboratoire, 1’absorbance a été lue a
517nm. Comme précédemment, l'inhibition du radical libre DPPH par 1’acide ascorbique a été
analysée.

La capacité antioxydante des extraits a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radical

DPPH selon la formule suivante:

%lnhibition = [(A blanc — A échantillon) / A blanc] x 100
Ou:
A blanc: Absorbance du blanc (absorbance de la solution en absence de molécules
testées).
A échantillon : Absorbance de la solution en présence de molécules testées.
I-2-3-1-2- Test du piégeage des radicaux ABTS"

Cette méthode est basée sur la décoloration d’un cation radicalaire stable, ABTS" (2,2’-
azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]) en ABTS en présence de composés
antiradicalaires car le cation radicalaire chromophore ABTS" de couleur bleu-vert directement
produit par réaction entre I’ABTS et le persulfate de potassium a une absorption maximale a 734
nm (Ré et al., 1999).

A une solution d’ABTS dans 1’eau 7mM ont été ajoutées une solution de persulfate de
potassium a 2,45mM pour obtenir une concentration finale de 3,5mM. Le mélange a été agité une
nuit dans le noir a température ambiante pour former le radical cation ABTS". Avant utilisation, la
solution a été diluée dans de 1’éthanol afin d’obtenir une absorbance voisine de 0,70 & 734nm.

A cing millilitres de solution d’ABTS" (immédiatement utilisé aprés préparation), 50ul de
cette solution ont été ajoutés a chaque série d’extrait (0,2, 0,4, 0,6 et 0,8mg/ml). Aprés 10min
d’incubation, I’absorbance des solutions a été mesurée a 734nm (Huang et al., 2011).

La capacité antioxydante des extraits de Thymelaea hirsuta a été exprimee en pourcentage
d‘inhibition du radical ABTS suivant I’équation :

% nhibition = [A control - (A échantillon — A blanc) / A control] x 100
Ou:
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A control : Correspond a 1’absorbance du control

A échantillon : Absorbance de la solution en présence de molécules testées

A blanc: Correspond a I‘absorbance du blanc (5ml éthanol + 50ul de chaque
échantillons)

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; Trolox dont
I’absorbance a ¢ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration le test a été répété 3fois. Alors que le control négatif est constitué par 5mL éthanol au
lieu de I’échantillon ou de I’antioxydant de syntheése.

I-2-3-1-3- Test de la réduction de fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Utilisé pour la premiére fois par Benzie et Strain (1996). Le test FRAP implique la
réduction du complexe tripyridyltriazine ferrique ((Fe(lll)-TPTZ);) en un complexe
tripyridyltriazine ferreux ((Fe(11)-TPTZ),) par un antioxydant.

Le pouvoir réducteur est relié au degré d’hydroxylation et a la présence des liaisons
conjuguées des antioxydants. La réaction nécessite un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité du fer
et se base totalement sur le transfert d’électron (Prior et al., 2005).

L’apparition d’une couleur bleu intense (spécifique pour la tripyridyltriazine ferreux ((Fe(ll)-
TPTZ),) lors du contact avec les extraits indique la présence des composés antioxydants. Le
changement de couleur est mesuré a 593nm et il est directement relié au pouvoir réducteur des
antioxydants (Karadag et al., 2009).

Le test FRAP a été conduit conformément a la méthode proposée par Benzie et Strain (1996)
avec certaines modifications. Le réactif FRAP a été préparé chaque jour a partir de tampon acétate
300mM (pH 3,6), de chlorure ferrique hexahydraté (FeCls.6H,0) 20mM et de TPTZ 10mM dans
HCI 40 mM. Ces solutions ont été mélangées en proportion respective : 10/1/1 (v/v/v) et le mélange
a eté chauffé a une température de 37° C. 0,3ml d’extrait de différentes concentrations (0,2, 0,4, 0,6
et 0,8mg/ml), ont été mélangés avec 300ul d’eau ultra pure et ensuite avec 9ml de réactif FRAP.
Aprées 30 minutes d’incubation, I’absorbance a été immédiatement lue a 593nm au
spectrophotometre. Le contrdle positif a été représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
Trolox (0 & 300umol/l) dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les
échantillons.

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances qui ont été obtenues en fonctions des différentes
concentrations utilisées pour les différents extraits. L’augmentation de 1’absorbance correspond a
une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi, 1965).
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I-2-3-2- Evaluation, in vitro, de I’activité antifongique

L’activité antifongique a été évaluée en partenariat avec le Groupe d'Etude des Interactions
Hote-Parasites (GEIPH, UPRES EA 3142) au laboratoire de parasitologie, mycologie du CHU
d’Angers.

I-2-3-2-1- Microorganismes utilisés et conditions de culture

L’activité antifongique a été évaluée sur les souches suivantes, obtenues auprés du
Laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU d’Angers (LMA) :

e Microsporum audouinii LMA 135345238-51.

e Trichophyton rubrum LMA 130142992-03

Ces souches ont été isolées de différents patients du laboratoire d’ Angers présentant Soit une
teigne du cuir chevelu (M. audouinii), ou alors une atteinte au niveau de la peau (T. rubrum).

Les dermatophytes, ont été cultivés a 25° C pendant 7 jours sur milieu Sabouraud dextrose
agar (SDA) additionné de chloramphénicol (Annexe Il) et de cycloheximide (Actidione® 0,5¢g/1)

pour éviter une éventuelle contamination par les champignons du genre Aspergillus.

I-2-3-2-2- Test de microdilution
Le test de microdilution avait pour objectif de déterminer la concentration inhibitrice
minimale (CIM) d’un extrait sur la croissance des souches de champignons dermatophytes en
milieu liquide. La méthode utilisée a été adaptée selon la norme M38-A2 du CLSI (Clinical
Laboratory Standars Institute (2008) (Alomar et al., 2013) ; méthode de référence pour tests de
dilution en milieu liquide pour détermination de la sensibilit¢é d’une thérapie antifongique de
champignons filamenteux. La voriconazole a été utilisée comme référence pour les deux
dermatophytes.
I-2-3-2-2-1- Préparation des suspensions de spores
Apres incubation des deux souches, les suspensions de spores ont été préparées a partir du
mycélium de cultures agées de 7 jours pour M. audouinii et 10 jours pour T. rubrum, qui a été
récupére par raclage de la surface de culture, & I'aide d'une anse stérile, avec 2 x 10ml d’eau distillée
stérile. La suspension obtenue a été ensuite homogénéisée par broyage au Potter mécanique, filtrée
(pour retenir les fragments de mycelium et laisser passer les spores), puis la turbidité a été ajustée a
une valeur de D.O. de 0,4 a 450nm.
I-2-3-2-2-2- Préparation et ensemencement du milieu de culture liquide
Conformément aux normes pour la détermination de la sensibilité des colonies vis-a-vis des

antifongiques ou autres substances que 1’on désire tester. Le milieu de culture utilisé est le RPMI-
46



Partie expérimentale Matériels et Méthodes

1640, comme recommandé par le CLSI pour ce type de tests. Il est constitué de RPMI 1640
(Roswell Park Memory Institute), de L-glutamine de concentration finale 2mmol/I, le tout tamponné
a pH = 7 par I’acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique (MOPS) préparée dans 1’eau distillée
stérile a une concentration de 0,165mol/l en concentration finale. Les extraits & tester ont eté
solubilises en DMSO 100% a 1mg/ml et 78ug/ml pour la voriconazole.

La méthode en microdilution a été réalisée en triple pour chaque dilution sur des
microplaques de 96 puits. Dans chaque puits de la microplaque ont été déposés 195ul de milieu
RPMI ensemencé avec la suspension de souche fongique et 5ul du composé a tester aux différentes
concentrations. Les concentrations finales se répartissent sur une gamme allant de 1000 a 8ug/ml et
de 2 a 0,016pg/ml pour I’antifongique de référence (Voriconazole). Parallelement, des contrdles de
croissance et de stérilité ont été réalisés. Pour la croissance, il y a omission du composé testé mais
pas de son solvant (5pl de DMSO pur), et pour la stérilité par omission de la suspension fongique.
En outre, un contrdle de solubilité du composé pour chaque dilution a été également effectué par
omission de la suspension fongique, en vérifiant 1’absence de précipitation. La voriconazole,
antifongique de référence a éte testée selon la méme procédure.

Aprés répartition des essais et contrdles sur les microplaques, celles-ci ont été mises en
incubation a 25° C pendant 7 jours pour les deux dermatophytes étudiés.

I-2-3-2-2-3- Evaluation de I’activité antifongique

La croissance a été finalement appréciée par lecture spectrophotométrique (Dynatech
Laboratories MRXTC automatic plate reader) du trouble a 450nm. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) qui correspond a la concentration la plus faible en composé testé provogquant 100
% d’inhibition de croissance du champignon a été ensuite calculée. Cependant, ’appréciation de ce
seuil étant difficile en raison d’une croissance résiduelle fongique toujours présente (phénoméne de
traine), la CMlg a été préférée. Sur la moyenne des triplicats, cette concentration est celle qui induit
au moins 80% d’inhibition de croissance, par rapport au témoin de croissance qui correspond a
100% en tenant compte du témoin précipitation du compose. Une lecture visuelle des résultats a,
également, été effectuée en utilisant le microscope inversé.

I-2-3-2-3- Concentration fongicide minimale

Le protocole du test de concentration fongicide minimale (CFM) a été conduit selon une
procédure adaptée de la littérature (Espinel-Ingroff et al., 2002 ; Prado et al., 2008). Apres
réalisation des tests de microdilution selon les normes CLSI (CLSI, 2008), 10ul de chaque puits
montrant une complete inhibition de la croissance fongique ont été prélevés sans agitation et sous-
cultivés en triplicata dans une boite de Pétri sur un milieu Sabouraud dextrose agar stérile. Le puit

47



Partie expérimentale Matériels et Méthodes

de contr6le de croissance de la plaque a été utilisé comme contrdle de croissance de la plaque de
Pétri. Les boites de Pétri ainsi ensemencées ont été mises a incuber a 25° C jusqu’a observer une
croissance de la sous-culture de contrdle (avant 5 jours généralement). La CMF a été déterminee
comme étant la plus faible concentration a laquelle aucune croissance fongique n’a été observée.
I-2-4- Analyses statistiques

Toutes les mesures ont été données en triplicata. Les données des traitements ont été
examinées par 1’analyse de la variance (ANOVA mono-factorielle). Les résultats sont présentés en
moyennes + écarts types. Le test de Student-Neuman-Keuls est utilisé pour comparer ces moyennes,
lorsque I’ANOVA montre une signification. P < 0,05 indique un effet significatif. Les corrélations
linéaires bivariées (P < 0,01) établies, en utilisant le coefficient de Pearson (r), ont été effectuees

avec le logiciel Statistica 7.0.
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11-1- Analyse quantitative

Les résultats des quantifications des métabolites primaires et secondaires sont représentés

dans les figures 2, 4, 6, 8, 10 (Annexe II1).
11-1-1- Composés phénoliques totaux

La quantification des composés phénoliques totaux a été faite selon le procédé
spectrophotométrique de Miliauskas et al. (2004), en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

La méthode appliquée est considérée comme la meilleure pour le dosage des polyphénols
totaux des extraits de plantes (Djeridane et al., 2010), car elle est standardisée, simple, reproductible
et les interférences avec la matrice de 1’échantillon qui est souvent colorée sont minimisés a la
grande longueur d’onde d’absorption (765nm) utilisée (Huang et al., 2005).

Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalent acide gallique par gramme
d’extrait "lyophilisat" (mg EAG/g), en utilisant 1’équation de régression linéaire de la courbe
d’étalonnage y = 0,0588x. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 2 et la gamme
d’¢talonnage dans la figure 3.

Les trois organes de Thymelaea hirsuta montrent une différence significative (F, = 46,17 ;
P<0,05) dans la teneur en phénols totaux. C’est ainsi que les fleurs enregistrent la valeur la plus
élevée (113,96+9,9), suivi des brindilles (93,78+3,12), puis des feuilles (61,12+1,28mg EAG/Q).
Ces données sont nettement supérieures a celles obtenues par Trigui et al. (2013) et El abed et al.
(2014) sur I’extrait aqueux de la partie aérienne de T. hirsuta (31,5+1,5 et 10.10+£0,04mg EAG/q,
respectivement). Ces variations, dans les niveaux de composés phénoliques dues a un métabolisme
phénolique, peuvent étre sous I’influence des conditions environnementales et la répartition
géographique de ’espéce végétale considérée. Selon Khlifi et al. (2013), la composition phénolique
des tissus végétaux varie considérablement avec les facteurs saisonniers, génétiques et
agronomiques. C’est ainsi qu’une grande variabilité, a différentes étapes de maturation et pour
différentes conditions abiotiques de culture (température et précipitations), a été connu pour affecter
les teneurs en composeés phénoliques (Aganga, 2001 ; Pedneault et al., 2001 ; Fiorucci, 2006).
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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11-1-2- Flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
Chang et al. (2002). La teneur en flavonoides totaux des différentes parties de la plante, déterminée
a partir de D’extrait aqueux, a été estimée grice a une courbe d’étalonnage réalisée avec une
substance de référence ; la quercétine a différentes concentrations. Les résultats ont été exprimes en
mg équivalent quercétine par gramme d’extrait "lyophilisat" (mg EQ/g). La courbe d’étalonnage a
été ajustée avec un coefficient de corrélation R* = 98,5% et une formule de régression y =
0,53x+0,018 (Fig. 5).

La déetermination des taux de flavonoides totaux (Figure 4) révele (F,= 463,22 ;
P<0,05) que I’extrait aqueux de fleurs est le plus riche (5,70+£0,06mg EQ/g) par rapport aux
autres extraits, suivi par celui de feuilles (3,15+0,15mg EQ/g). Cependant, la plus faible quantité
a ¢té notée dans D’extrait issu des brindilles avec une teneur de 2,61+0,13mg d’équivalent
quercétine par gramme d’extrait de lyophilisat. La teneur trouvée dans les feuilles est largement
inférieure a celle mentionnée par Trigui (2013), qui est de I’ordre de 29,3mg/g. Cependant, elle est
8 fois supérieure (0,40mg/g) a celle communiquée par Mohammedi (2013). Ceci est peut étre lié au
climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne donne pas une composition quantitative compléte
des extraits (Wu et al., 2004). En se basant sur ces données, on peut déduire que Les flavonoides
des feuilles et fleurs représentent presque 5% des phénols totaux. Ce taux ne dépasse pas 2,78 %
dans les brindilles.

I11-1-3- Tanins condensés

L’analyse des tanins condensés a été réalisée par la méthode décrite par Heimler et al.
(2006), en utilisant comme standard la catéchine. La teneur des tanins est exprimée en mg
équivalent catéchine par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EC/g), a partir des données
d’absorbance et d’une droite d’étalonnage réalisée entre 0,0 et 1,2mg/ml (Fig. 7). Comme le montre
la figure 6, les teneurs des tanins condensés sont classées comme suit (F,= 298,41 ; P<0,05) : fleurs
(67,85+0,81) > feuilles (60,16+0,35) > brindilles (46,35+1,44mg EC/g). Le résultat des feuilles est
nettement supérieur par rapport a celui obtenu par EI Abed et al. (2014) chez la méme espéce
(25mg EC/qg).

Comparativement aux brindilles et fleurs, il ressort, a partir des estimations quantitatives des
composés phénoliques totaux et des tanins condensés, qu’une proportion importante de polyphénols
est représentée par des tanins de types catéchiques. Ces composés polyphénoliques sont des
substances reconnues pour leur propriété antioxydante (Traoré, 1999). Les tanins sont également
reconnus pour leur pouvoir de fixation aux protéines avec une tendance a I’'imperméabilité des
couches externes et la protection des couches sous-jacentes, leurs effets antiseptiques et leurs

propriétés de renouvellement des tissus (Kerharo et Adam, 1974 ; Bruneton, 1993).
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11-1-4- Sucres totaux
Le contenu en sucre totaux a été estimé par les techniques de la méthode de dosage direct
avec du phénol (Dubois et al., 1956). Une courbe d’étalonnage linéaire avec des concentrations
ascendantes de maltose, allant de 0 & 5pg/ml, et un coefficient de détermination (R?) d’une valeur
de 98,7% ont été établis (Fig. 9).

Les sucres totaux ont été exprimés en milligramme équivalent maltose par gramme d’extrait
de lyophilisat, la mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d'onde de 490nm. Les
résultats obtenus ont été présentés dans la figure 8

Le dosage effectué a montre une inégalité (F,= 1009,81 ; P = 0) dans la répartition des sucres
totaux dans les différents organes étudiés de Thymelaea hirsuta (Fig. 8). En effet, une abondance a
été remarquée dans I’extrait aqueux des feuilles avec une teneur de I’ordre de 262,44+0,58mg
EMA/g.

Parallélement, les fleurs ont présenté une diminution de 84,89, soit 177,55+6,41mg EMA/g.
Contrairement aux deux premiers organes, les brindilles se sont montrées moins riches et

présentent, par ailleurs, une quantité inférieure se chiffrant ainsi a 96,89+2,33mg EMA/g.

I1-1-5- Sucres réducteurs
Comme précédemment, les teneurs en sucres réducteurs des trois organes de Thymelaea
hirsuta ont été exprimées en mg équivalent maltose par gramme de lyophilisat (Fig. 10 et 11).
Aprés comparaison (F,= 2532,64 ; P = 0), la quantité moyenne en sucres réducteurs révélée
au niveau des brindilles est (22,39+0,156mg EMA/qg) significativement importante par rapport a
celles enregistrées dans les fleurs (14,06+£0.23mg EMA/Q) et les feuilles (12,20+£0.07mg EMA/Q).
En raison de I’utilisation de différentes méthodes d’extraction (Trabelsi et al., 2010), des
courbes d’étalonnage multiples (glucose, maltose, saccharose) et d’autres parties de plantes

étudiées, la comparaison entre les études semble étre non fiable.
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11-1-6- Lipides
I1-1-6-1- Lipides totaux

La caractérisation et le dosage des lipides chez Thymelaea hirsuta a montré une
diversification en acides gras avec des pourcentages différents et ceci en rapport avec 1’organe
étudié.

D’une maniére générale, les pourcentages des lipides totaux dans les fleurs et les feuilles
sont proches (3 vs 2,65%) ; une légére différence de 0,35% a été observée. Cependant, les
brindilles, moins riches, n’ont enregistrés que 1,97% ; valeur largement inférieure a celles notées
précédemment (Fig. 13).

11-1-6-2-Détermination du profil des acides gras

Par catégorie (Tab. 3), les acides gras saturés (AGS) (acide caprique, laurique, myristique,
palmétique, stéarique, arachidique, béhémique et lignocérique) sont présents dans les différentes
parties de la plante. Des proportions égales, de I’ordre de 70,02 et 71,77%, ont été notées dans les
fleurs et les brindilles. Alors qu’ils se montrent, relativement, moins abondants dans les feuilles
(61,86%). Qualitativement, I’acide palmitique (Cyg) est le plus prépondérant, parmi les acides gras.
Sa distribution est surtout répartie sur les feuilles avec 46,79%, par rapport aux fleurs (33,02%) et
aux brindilles (30,94%) (Tab. 2).

Parallelement, la disponibilité en acides gras monoinsaturés (AGM) représentée notamment
par I’acide palmitoleique, oléique et gadoléique sont surtout observés dans les fleurs avec 19,87%,
alors que les feuilles et les brindilles n’ont enregistrés que 15,61 et 14,99% ; écart insignifiant. Il est
important de noter que la présence des acides gras monoinsaturés a longues chaines (acide érucique
et sélacholéique) est trés insignifiantes, voire méme nulle.

La remarque la plus frappante réside dans la proportion importante que présentent les acides
gras polyinsaturés (AGPI) dispensée, elle se chiffre a 22,53% dans les feuilles. Cette valeur est deux
fois plus élevée que celle notée sur les fleurs (10,11%) et les brindilles (13,24%). L’acide alpha
linolénique est majoritairement dans les fleurs par rapport aux feuilles et aux brindilles. Les AGPI a
longues chaines représentés par Cy:1 n-9 et Cyp:2 sont dominants dans les fleurs et les feuilles,
respectivement. Par contre, le C»0:3 n-6 et Cp4:1 sont quasi exclusivement présents dans les fleurs ;
il semble étre un indicateur de ces derniéres. Par contre, le C,:4 n-6 et le C,4:0 semblent étre, sans
doute, specifique aux brindilles, tandis que les C20:3 n-3 et Cy0:4 n-3 sont plus fréquents au niveau
des feuilles. Concernant le Cj:4 n-6, sa présence dans les feuilles est d’une a deux fois plus

supérieure par rapport aux brindilles et aux fleur.
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Tableau 2 : Pourcentages des principaux acides gras recensés chez Thymelaea hirsuta.

Identifications Fleurs Feuilles Brindilles
LT en% 3,00 2,65 1,97
Ci0:0 0,18 0,39 0,12
C12:0 0,32 0,25 0,20
C14:0 2,36 4,89 1,94
Ci6:0 33,02 46,79 30,94
Ci16:1n-9 0,46 0,00 0,74
Ci:1n-7 0,93 0,74 0,72
Cis:0 10,51 8,35 6,81
C15:1 n-9c 15,56 12,53 12,29
Cis:l n-7 1,95 1,72 0,92
Cis:2 n-6t 0,14 0,14 0,17
C1s:2 n-6¢ 0,30 0,39 0,13
C15:3n-6 0,16 0,12 0,11
C15:3n-3 0,76 0,23 0,22
Cis:4n-3 0,17 0,00 0,09
Cy0:0 14,82 0,20 30,75
C0:1n-9 0,65 0,53 0,32
Co0:2 0,76 0,29 0,09
C20:3n-6 0,15 0,00 0,00
C0:4 n-6 0,00 0,00 3,04
C2:3n-3 1,82 4,45 1,44
C20:4n-3 0,27 0,41 0,10
C2:0 8,21 0,44 0,12
C2:4n-6 5,03 16,35 7,87
C2:0 0,00 0,00 0,26
Cau:l 0,15 0,00 0,00
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Tableau 3 : Profil des acides gras dans les différentes parties de Thymelaea hirsuta.

Nomenclatures identifications Fleurs Feuilles Brindilles
Acidesgrassaturés ~ AGS 7002 618 7,77
Acides gras monoinsatureé: AGM 19,87 15,61 14,99
Acides gras polyinsaturés AGPI 10,11 22,53 13,24
Omégab n-6 5,78 17,15 11,31
Oméga3 n-3 3,58 5,09 1,84

Globalement, les acides gras saturés sont a part égale dans deux structures (fleurs et
brindilles) et un redressement de 10% dans les feuilles. Ainsi, pour les monoinsaturés, une légére
supériorité dans les fleurs a été signalée. Toutefois, une prédominance des acides gras polyinsaturés
dans les feuilles a été mentionnée. Ils constituent des cibles privilégiées des ROS ; plus I’acide gras
est insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé (Halliwell et Gutteridge, 1999). Les Oméga3 et
6 sont fréquents dans les feuilles contrairement aux fleurs et aux brindilles (Fig. 12). En effet, les ®-
3 sont de la série des acides gras qui jouent un role important dans le développement et dans la
maintenance des différents organes en général, du cerveau en particulier et qui interviennent dans la
prévention de diverses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, psychiatriques,
neurologiques, dermatologiques et les troubles rhumatologiques (Maria et al., 2008 ; Marianna et
al., 2007, Joseph et Jeffrey, 2006).
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monoinsaturés, AGPI = Acides gras polyinsaturés, n-3 = Oméga3 et n-6 = Oméga6) dans les
organes aériens de Thymelaea hirsuta.
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11-2- Analyse qualitative des extraits du Thymelaea hirsuta
11-2-1- Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés tout en utilisant les réactifs de révélation
specifiques.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de T. hirsuta. La détection de ces composes chimiques est
basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation, de turbidité et
d'observation visuelle d'un changement de couleur spécifique. Selon leur intensité, les réactions qui
peuvent se produire sont classées de : négative (-) jusqu’a franchement positive (+++).

Ainsi :
¢- Une réaction franchement positive est représentée par : +++
¢- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++
¢- Une réaction faiblement positive est représentée par : +
¢- L’absence de la substance est représentée par : -

Les résultats expérimentaux des tests effectués sont mentionnés dans le tableau 4, et ont
permis de déceler la présence de divers composés tels que les flavonoides (flavone, flavane), les
tanins, les quinones (anthraquinones), les alcaloides et les leucoanthocyanes... dans les différents
organes du végétal étudié avec différentes proportions. Cependant, les tanins catéchiques sont
révélé avec des quantités plus importantes dans les fleurs par rapport aux feuilles et aux brindilles.

Les composés les plus abondants en quantités variables sont les saponosides, les oses et les
holosides, les mucilages, les tanins, les dérivés anthracéniques (O-hétérosides a genine réduits et C-
hétérosides), les coumarines, les stérols et les triterpénes et enfin les génines libres. Les fleurs ont
été la partie végétative ayant présentée la plupart et la grande proportion des éléments chimiques.

Pour la recherche des caroténoides, des proanthocyanidols et des composés réducteurs, les
réactions ont été positives seulement avec les feuilles et les fleurs. Par contre, les tanins galliques
ont été présents seulement dans les fleurs. Par ailleurs, les tests de recherche des anthocyanes, des
anthraquinones libres, des hétérosides cardiotoniques, des hétérosides cyanogénique, des protéines
et des stupéfiants étaient absents aussi bien dans les feuilles que dans les fleurs et les brindilles.

Les resultats obtenus dévoilent la richesse des fleurs et des feuilles de Thymelaea hirsuta du
point de vue qualitatif en métabolites secondaires tels que les triterpénes, alors que dans les
brindilles ils sont de moindre importance. Les composés, précédemment isolés par Garcia-Granados
et Sdenz de Buruaga (1980b) a partir des feuilles de Thymelaea hirsuta, ont été de type dammarane,

lupane et oléanane. En outre, ce screening phytochimique corrobore celui effectué par Azza et al.
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Tableau 4 : Résultats des tests phytochimiques des fleurs, feuilles et brindilles de Thymelaea

hirsuta.

Alcaloides

Stérols et triterpénes

Caroténoides
Flavonoides

Tanins

Tanins catéchiques
Tanins galliques
Saponosides
Coumarines
Anthocyanes
Prothocyanidols
Quinones
Mucilages

Oses et holosides

Flavones
falavonones
flavonols

Geénines libres
Leucoanthocyanes
flavanes

Composés reducteurs

Stupéfiants
Protéines

Hétérosides cardiotoniques
Hétérosides cyanogénique

Dérivés
anthracéniques

Anthraquinones libres
Anthraquinones
combinées

O-hétérosides
O-hétérosides a
genine réduits
C-hétérosides
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(2012) ; la partie aérienne de T. hirsuta, récoltée au Maroc, a été également riche en flavonoides,
stérols et tanins et dépourvue d’anthraquinones libres. Ces données ont été, également, signalées par
Djeridane et al., (2005); Dohou et al., (2004) ; EI Beheiry et al., (2000) ; Garcia-Granados et Saenz
de Buruaga (1980). Rizk et ses collaborateurs (1975) mentionnent, chez Thymelaea hirsuta, la
présence de différentes structures coumariniques a base de daphnétine, d’ombelliférone, de
scopolétine et d’esculétine. De plus, la présence d’ombelliférone et de scopolétine a été aussi
rapportée chez Thymelaea hirsuta, en plus d’autres molécules (George et Rishi, 1982).

Au cours de sa récolte et aprés plusieurs prospections, il a été remarqué que Thymelaea
hirsuta n’a jamais été broutée par le bétail. Le faible intérét pastoral des Thymelaeaceae a €té
expliqué par le fait qu’elles contiennent des alcaloides et des glucosides (Le Floc’h, 1983). D’apres
Touati (1985), Thymelaea hirsuta ne contient pas ce genre de composés (alcaloides). Cependant, 36
% des espéeces présenteraient des alcaloides chez les Thymelaeaceae (Levin, 1976). Les variations,
de métabolites secondaires, décelées au niveau de la partie aérienne de la plante pourrait étre liée a
la différence de 1’origine, a la période de la récolte, a la nature du sol ou aux facteurs climatiques
(Daddona et al., 1976 ; Manolaraki, 2011).

Geéneralement, les métabolites secondaires détectées ont un large panel d’activité biologique,
et sont probablement a I’origine des vertus médicinales pratiquées traditionnellement avec
Thymelaea hirsuta. En effet, les flavonoides sont des antioxydants réputés par excellence (Torel et
al., 1986 ; D’abrosca et al., 2007). Outre leur pouvoir antioxydant, ils sont des antiulcéreux,
antitumoraux, antispasmodiques, antisécréteurs et antidiarrhéiques (Di Carlo et al., 1999),
antiallergiques, anti-inflammatoires, hypotenseurs et protecteurs contre le cancer et la cataracte
(Bruneton et al., 2007). lls sont également doués de vertus aphrodisiaques (Boua et al., 2008) . Les
coumarines, quant a elles, possédent des propriétés antifongique (Sardari et al., 1999), antibactérien
(Kwon et al., 1997, Kayser et Kolodziej, 1997), antiviral (Fuller et al., 1994), antimalarial (Yang et
al., 1992), anti-inflammatoire (Chen et al., 1995 ; Okada et al., 1995 ; Lino et al., 1997 ; Hiermann
et Schlantl, 1998 ; Garcia-argaez et al., 2000), anti-tumoral (Seliger, 1997 ; Kofinas et al., 1998 ;
Fujioka et al., 1999), anticoagulant (Egan et al., 1990) et responsables de la cicatrisation des plaies.
(Garabeth F. et al., 2007). Selon Ybert et al. (2000), les tanins permettent de lutter contre les
infections et de drainer les sécrétions excessives comme la diarrhée. Certains alcaloides renforcent
I’activité cardiaque, excitent le Systéme nerveux central, les nerfs symptomatiques et stimulent la
circulation sanguine (Lazurevskii et al., 1966). Les polyphénols possédent un effet de rétention du
potassium ; ils manifestent donc une activité diurétique (N’guessan et al., 2009). Les saponosides
ont un effet cicatrisant, antifongique, antimycosique, anti-inflammatoire et antihelminthiques

(Kansole, 2009 ; N’guessan et al., 2009). Quant aux stérols et polyterpenes, ils ont des propriétés
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bactéricides (N’guessan et al., 2009), et permettent de lutter contre les inflammations. Tandis que,
les holosides peuvent avoir des effets hémostatiques.

11-2-2- Analyses chromatographiques
11-2-2-1- Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince de silice est a la fois une méthode d'identification et
de séparation de divers constituants chimiques contenus dans une drogue. L’interprétation des
profils flavoniques a été basée sur la comparaison des rapports frontaux (Rf) et I’inflorescence des
spots observées sous UV avant et aprés révélation par un révélateur chimique. Le systéeme solvant
utilisé (chloroforme/acétate d’éthyle/acide formique) (50 :40 :10 ; v/v/v) a permis d’obtenir une trés
bonne séparation chromatographique en présence de trois substances de référence ; la flavanone, la
quercétine et la flavone. Les tableaux suivants rapportent les informations sur les facteurs de
rétentions (Rf), ’observation a I’'UV (254 et 365nm), et les différentes colorations aprés la
révélation par le réactif de NEU.

La révélation physique sous lampe UV a 254nm a confirmé 1’abondance des flavonoides
chez Thymelaea hirsuta, notamment sur les feuilles et les brindilles (Tab. 5). De méme, pour les
rapports frontaux, ces derniers sont tout a fait différents de celui obtenu sur la quercétine.

Pour mieux déterminer la nature des flavonoides présents dans les extraits étudiés, un réactif
spécifique (réactif de Neu) a été utilisé. Ce dernier révéle les flavonoides en orange, rouge, jaune,
bleu et vert (Wagner et Bladt, 1996).

Les plagues CCM observées, apres élution par le systeme solvant, pulvérisation avec le
réactif de Neu et visualisation sous UV a 365nm, montrent des taches de nombres, de couleurs et de
distances de migrations différents (Fig. 14), et cela, particulierement, chez les deux extraits
correspondants aux feuilles et aux fleurs. Par contre, celui des brindilles aucune fluorescence n’a été
montreée.

Ces données renforcent les résultats obtenus précédemment. C’est ainsi que les spots qui ont
été obtenus par addition de la flavone, ont été visualisées (0,27 — 0,33 — 0,62 — 0,78 — 0,82) dans le
méme niveau de migration des extraits naturels. A 1’exception des feuilles, dont un spot
supplémentaire a été identifié. Les rapports frontaux ont été donc de 1’ordre de 0,27 — 0,32 -0,61 —
0,8-0,82¢et0,27 - 0,58 -0,77 — 0, 2 respectivement pour les feuilles et les fleurs.

Paralle¢lement, la comparaison des colorations des différentes taches a mis 1’accent sur le
type de composés phénoliques détecté. En se référant aux travaux de Markham (1982), sous UV
365nm (Tab. 6), les spots en verts observés sur les deux extraits, de rapport frontal égal a 0,27

semblent indiquer la présence des flavonols et des flavones. Par contre, la couleur bleuatre a été
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visualisée dans un intervalle de Rf allant de 0,58 a 0,82. Ceci justifie la présence de nombreux types
d’acides phénols ; poids moléculaires différents.

Deux couleurs distinctes ont été repérées chez les feuilles, il s’agit du jaune et du mauve
avec respectivement 0,82 et 0,33 de Rf. Ces derniers se sont caractérises par des flavonols et des

anthocyanidines 3-glycosides.

Tableau 5 : Rapports frontaux apres révélation chimique sous UV a 254nm.

Extraits Quercétine Flavanone Flavone Feuilles Fleurs Brindilles

Rf 0,78 0 0 0,07 0 0,08

Tableau 6 : Chromatographie sur couche mince des principaux composés phénoliques révélés par
le réactif de NEU sous UV 365nm.

Extraits Couleurs sous Rfi)  Types de phenols/flavonoides Natures probables des
UV 365nm selon Markham (1982) constituants
Marron brun 0,27
foncée
0
flavone 0,27 —
0,33
0,62
0,78
0,82
feuilles Vert 0,27  Flavonols, flavanones, aurones Flavonols, flavones,
Mauve 0,32  Anthocyanidines 3 glycosides Anthocyanidines 3-glycosides
Bleu 0,61 Acide phénol et acides phénols.
Bleu 0,8 Acide phénol
Jaune 0,82 flavonol
fleurs Vert 0,27  Flavonols, flavanones, aurones Flavonols, flavones et acides
Bleu 0,58 Acide phénol phénols
Bleu 0,77 Acide phénol
Bleu 0,82 Acide phénol
0
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Markham (1982) a montré que les anthocyanidines-3-glycosides donnent des taches orange
rouge et mauve; les flavonols se décelent sous forme de taches jaunes et vertes, les flavones,
flavones méthyleées, isoflavones, flavanones et chalcones apparaissent sous forme de taches bleues.
Les flavanols et les aurones se caractérisent par ’apparition de taches vertes, les flavones et les
chalcones présentent une coloration pourpre et orange.

La présence des flavonoides dans les organes étudiés a été confirmée par le réactif de Neu
en paraissant, dans le visible, sous forme de taches jaune et marron. Sous observation UV/365nm,
ces couleurs s’intensifient et se diversifient (Wagner et al., 1996).

A 1’égard des résultats obtenus, la présence des flavonoides et des acides phénoliques dans
les extraits de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta est évidente, ce qui est en accord avec les
résultats obtenus par Ferrari (2002). Cette richesse en métabolites flavonoidique a été confirmée par
Mekhelfi (2014) sur la partie aérienne d’une autre espéce de Thymelaeaceae (Thymelaea

microphylla).

Q FIn Fnone Fe Br FI Q FIn Fnone Fe Br Fl

Figure 14 : Chromatographie sur couche mince des extraits aqueux de feuilles, fleurs et brindilles
de Thymelaea hirsuta (A = révélation par le Neu et B = révélation physique sous UV a
254nm). Q : Quercétine, FIn : Flavone, Fnone : Flavanone, Fe : feuilles, Br : Brindilles,
FI : Fleurs.
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Egalement, Trigui et ses collaborateurs (2013) ont pu identifier par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) des acides phénols ; acide caféique,
acide ferulique, acide hydrocinnamique, acide gallique et acide benzoique et leurs dérivés tels que
I’acide m-hydroxybenzoique. Les acides phénols possédent des propriétés antiallergiques,
antioxydants, anti-inflammatoires, antivirales, antitumorales, anticancéreuses et antispasmodiques
(Bate-Smith, 1954 ; Asad et al., 1998 ; Di Carlo et al., 1999).

De méme, d’autres travaux réalises sur les Thymelaeaceae ont montré la présence de
diverses classes de flavonoides : flavonols, les flavones et flavanones (Borris et al., 1988 ; Liao et
al., 2005 ; Zhang et al., 2011).

11-2-2-2- Profilage par LC-MS et LC-MS/MS avec source Electrospray (ESI)

L’analyse des échantillons par chromatographie liquide en gradient d’élution couplée a la
spectrométrie de masse a été réalisée sur 40 minutes. Le mode « full scan » a été alterné avec un
mode automatique de fragmentation dés que le seuil d’intensité le permettait afin de collecter le
plus de données structurales possible. La gamme de masse balayée est comprise entre m/z 100 et
2000. A chaque instant t du chromatogramme, il est possible d’interroger I’informatique sur la
nature des ions (rapport m/z) enregistrés mais aussi sur les fragments générés par MS2 pour chacun
des ions enregistrés en mode « full scan ».

Les extraits de Thymelaea hirsuta (feuilles, fleurs et brindilles) ont été analysés une fois
avec une ionisation ESI a polarité en mode positif (un proton est capté par la molécule selon son
affinité protonique pour former un ion moléculaire protoné), et une fois a polarité en mode négatif
(la molécule céde un proton selon son acidité en phase gazeuse pour former un ion moléculaire
déprotoné), afin d’obtenir leur profil chromatographique. Ces deux modes sont complémentaires.

Les profils de la composition de I’extrait aqueux de feuilles, fleurs, brindilles different peu
et montrent une richesse en métabolites secondaires.

L'analyse par ESI-LC/MS des feuilles, fleurs et brindilles a permis de détecter d’environ 170
(feuilles) a 300 (fleurs) composés phytochimiques en mode ESI négatifs et aux alentours de 200 a
300 composés phytochimiques en mode ESI positif (Annexe 1V).

Parmi I’ensemble des signaux détectés, 35 hypothéses structurales ont pu étre formulées sur
la base des fragmentions observées. Pour I’extrait de fleurs, de feuilles et de brindilles en mode

négatif et positif, ces composés sont consignés dans les tableaux 7, 8 et 9.
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Tableau 7 : Composes phytochimiques détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux de fleur de Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr:
temps de rétention. Ref : référence dans laquelle a été trouvée la fragmentation des composés proposes.

N° Nom Masse molaire | Extrait | Tr (min) | MS Fragments MS? Réf.
1 : . FL* 1,12 171 | 109-127-153-162
Acide gallique 170
FL
2 | Acide Hydroxy benzoique FL 20.25 139 | 98-121
138
FL 749 137 | 93-119 Suetal., 2013
3 . . 16,27 225-253 S
Apigénine FL 271 Tsimogiannis et al., 2007
270 16,56 203-225-240
FL 17,74 269 | 135
4 FL* 6,46 595 | 457-529-559-577
Vicenine-2 594 4,93 353-473-383-503 ]
FL 593 Silva et al., 2014
15,56 285-447
5 | Catéchine FLY
290
FL 6,54 289 | 125-179-203-205-245 Dincheva et al., 2013
6 . FLY 10,30 323 | 251-277-279-305-
Edgeworine
322 9,86 233-277
FL 321
23,46 247-259-306-
7 . 10,65 206-215-257-278
. . FL 287
Kaempférol ou lutéoline 11,37 206-220-241-257-269-
286
11,31 213-229-241-257-267
FL 285 Fabre. et al., 2001
16,58 155-211-221-239-241-267
8 | Rutarensine FL*
658
FL 12,57 657 | 255-285
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13,13 336-351 -393-613
. 16,94
9 | Wikstromol FL* 375 | 307-347-357
374
FL 13,31 373 | 223-327-355
10 . FL* 10,1 285 | 239-257-270
Genkwanine 284
FL 11,62 283 | 255
11 FL*
o 302 oL 11,97 - 183-201-221-265 -283
Quercetine 15,42 221-265-283
12 . FLY 9,66 543 | 363-381-499 -525
Isochamaejasmine
542 11,59 255
FL 541
20,49 309-415
L 7,88 570-611
13 Gnidicine FL* 629
628 7,64 467-548-611
FL
14 Genkwadaphnine FL* 9,44 603 | 309-441-573-587
602
FL
15| 5-Methyl-2-N FL'
. T 206 - 28,85
methylphenylamino-2-thiazoline FL ' 205 | 189-205
. . FL*
16 Acide ferulique
194 6,60 134 -149 -178
FL 193 Wang et al., 2012
8,70 89-103-113-131-149-175
17| Acide Caféique FL'
180 5
FL 4,8 179 | 135 Wang et al., 2012
18| Esculétine 178 FL'
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FL 4,95 177 | 133
19| Scopolétine FLY
192
FL- 21,94 191 | 147-163-176-183
20| Sphondine FL* 2,75 217 | 155-173-
216
FL 18,53 215 | 147 -197
21| 4-Nitrophenyl 2-acetamido FL* 17,42 343 | 240
-2-deoxy-p-D glucopyranoside 342 2242 221
L 11,19 341 | 181-241-323
22| Malvidine FL'
331 =E 15,14 330 | 171-211-229-293-311
. - FLY
23| Acide quinique
192 1,03 85-111-127-173
FL 191 Saldanha et al., 2013
22 112-147-163-176
24| 1 ou 3 ou 4 Acide caffoylquinique EL* 7,28 355 201-274-337
ou Acide chlorogenique 354 9,06 193-203-301-337
FL 3.9 353 | 179-191 lvan et al., 2014
25 14,94 211-251-333-351
. . FL* 369
3 ou 5-O-Acide Feruloylquinique 268 32,24 252-301-326-369
5,78 179-191
FL 367
8,24 173-191 Bastos et al., 2007
26 6,92 457-475-529-559-577
o FL* 595
Kaempferol-3-O-Rutinoside
594
5,04 353-383-473-503 Farias et
FL 593
15,56 285-447-307 Mendez (2014)
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27| Quercétine-(Glc +GIcA) ou FL'
640
-(Gal +GIcA) FL- 8,17 639 | 463-301 Wang et al., 2012
5,81 114
28 . FL* 155
Acide Procatechuique 159 20,03 114
2,56 109
FL 153 Wang et al., 2012
10,23 109-135
29| Epicatéchine FL*
290
FL- 6,61 289 | 125-179-205-245 Dincheva et al., 2013
30 FL*
Kaempferol-3-O-Glc (ou Gal) 446 341 152-271-315-403
FL 447 Cha et al., 2008
11,60 285-301-327
31 8,90 202-219-298-339-351-381-
Acides sinapoylquiniques 398 FL® 399
poylquiniq 26,86 143-358
FL 27,60 397 | 397
32| Apigénine-7-0-glucoside ou FL'
, 432 . 15,39 351
Kaempférol-3-O-Rha FL 431
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Tableau 8 : Composes phytochimiques détectés par LC-MS au sein de 1’extrait aqueux de feuille de Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr :

temps de rétention. Ref : référence dans laquelle a été trouvée la fragmentation des composés proposes.

N° | Nom Masse molaire | Extrait | Tr (min) | MS Fragments MS? Réf.
1 | Acide Fe* 20,25 139 | 98-121
Hydroxy benzoique 138
Fe 1,03 137 | 97-115
2 N Fe* 16,27 271 | 225-240-253
Apigeénine
270 201-225-251
. 7,59
Fe 3730 269
' 270
3 6,46 457-529-559-577
o Fe’ 595 | 287-309
Vicenine-2 594 15,56
493 353-473-383-503 Silva et al. 2014
. ) lva et al.,
Fe 15,56 593 | sg5-447
4 | Catéchine Fe*
290
Fe 15,82 289 | 242-270
5 | Edgeworine Fe*
322 247-306
Fe 23,46 321
6 | Kaempférol Fo* 11,37 287 | 213-220-241-269
ou Lutéoline 286 16,40 155-109-211-217-239-241-267
Fe 285
16,84 197-199-217-241-267
7 | Rutarensine Fe'
658
Fe’ 13,13 657 | 336-351-393-613
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8 10.91 239-257-270
. Fe* ’ 285
Genkwanine 284 11,88 239-257-270
Fe 21,90 283 | 221-265-268
9 . , . Fe*
Syringarésinol
9,47 371
Fe 417
13,19 151-166-181-371-387-402
10 Fe*
302
Quercétine Fe- 14.79 301 | 221-265-283
11 Gnidici 7,87 467-570-611-
nidicin +
628 Fe 629 | 460-495-549-569-582
7,92
Fe
12 | Gniditrin Fo' 36,60 sa7 | 647
646
Fe
13 | 5-Methyl-2-N-methylphenylamino-2- Fe"
206
thiazoline Fe’ 28,85 205 | 189-205
14 | Acide Fe’
paracoumarique 164 119
Fe 6,58 163
15 | Acide Caféique Fe*
180
Fe~ 4,82 179 | 135 Suetal., 2013
16 - Fe*
Esculétine 178
Fe 4,62 177 | 133
17 | Scopolétine 192 Fe*
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Fe 21,94 191 | 147-163-176-183
18 | Sphondine Fe* 2,75 217 | 155-173-
216
Fe 18,53 215 | 147-197
19 | 4-Nitrophenyl 2-acetamido-2-deoxy- ot 1742 343 | 240
e 1
B-D glucopyranoside 342
181-241-323
Fe 10,83 341
20 | Malvidine Fet 2.08 332 | 314
331
Fe 15.14 330 | 171-211-229-293-311
21 . .. Fe*
Acide quinique
192 1,03 85-111-127-173
Fe’ 191 Saldanha et al., 2013
112-147-163-176
22
22 | 1 ou 3 ou 4 Acide caffoylquinique ot 3,59 255 185-193-325
ou Acide chlorogenique 354 10,77 238-281-301-337
Fe 39 353 | 179-191 Ivan et al., 2014
23 O- 211-251-333-351
3 0u 5-0 Fe' 14,94 369
. - 32,24 252-301-326-369
Acide feruloylquinique 368
6,32 173-191-193
Fe 367
8,24 173-191 Bastos et al., 2007
24 6.74 457-475-529-559-577
. Fe* ’ 595
Kaempferol-3-O-Rutinoside 15,24 287-309
594
5,04 353-383-473-503 Farias et
Fe 593
15,56 285-447-307 Mendez (2014)
25 . . 11 49 114
Acide Procatechuique 152 + '
g Fe 17,22 1551114
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256 109 Wang et al.,
Fe ' 153
10,23 109-135 2012
26 | Epicatéchine Fe*
290
Fe 15,82 289 | 242-270-286
2T | Kaempferol-3-O- Fe
o al 446 341 152-271-315-403 ha et al. 2008
- ! aetal.,
¢ (ou Gal) Fe 11,60 4471 285.301-327
28 | Acides sinapoylquiniques - Fe' 8,85 3qg | 202-283-327-351-381
Fe 27,60 397 | 397
29 | Apigénine-7-0-glucoside ou Fe
el ) 432 5 95 223-385
Kaempférol-3-O-Rha Fe 980 431 | 211 341413
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Tableau 9 : Composés phytochimiques détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux de brindilles de Thymelaea hirsuta en mode positif et négatif. Tr :
temps de rétention. Réf. : références dans laquelle a été trouvée la fragmentation des composes proposeés.

N°| Nom Masse molaire | Extrait | Tr (min) | MS Fragments MS? Ref
1 . . Br 1,07 171 | 109-115-127-153-162
Acide gallique 170
Br 1,07 169 | 125-151 Ivan et al., 2014
Acide Br 20,25 139 | 98-121
2 | Hydroxy benzoique 138
y y d Br 4,52 137 |93
3 . Br 16,27 271 | 225-240-253
Apigeénine
270 7,83 225-255
Br 269
18,92 135-229
4 6,46 457-529-559-577
Br 595
Vicenine-2 594 9,76 301-385-399-547-577
4,93 353-473-383-503 ]
Br 593 Silva et al., 2014
15,56 285-447
5 o Br* 4,97 291 | 199-233-245-273
Catéchine
290 6,54 125-179-203-205-245 Dincheva et
Br 289
14,84 242-270 al. 2013
6 7,34 251-277-279-305
Edgeworine Br 323
322 15,84 134-279-305
Br 7,56 321 | 233-277
2,46 247-306
7 | Lutéoline - Brt 10,65 087 | 206-215-257-278
Br 8,28 085 | 213-241-257-267 Fabre. et al., 2001
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23,17 223-267
8 | Rutarensine Br
658 ar 8,76 657 | o7
13,13 336-351 -393-613
9 | Wikstromol Br* 16,87 375 | 347-357
314 o 11,46 Sg | 313343357
13,47 223-235-327-355
10 270
| st |08
Genkwanine 284 ' 217-270
B 10,88 og3 | 268
11| Syringarésinol Br
418
Br 13,19 417 | 166-181-402
12 Br'
. 302
Quercétine Br 15,42 301 | 221-265-283
. . Br'
13 Isochamaejasmine
542 11,59 255
Br 541
20.49 309-415
14| Gnidicin Brt 7,90 629 | 467-570-611
628
B 709 627 | 321-483-525
. 309-441-573-587
16 Genkwadaphnin Brt 9,44 603
602 10,39 309-317-351-483
Br 10,38 601 | 307-373-421-553
17| 5-Methyl-2-N-methylphenylamino 206 Br
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-2-thiazoline 28.85 189-205
Br
2.64 161
19| Acide ferulique Br 8,02 195 | 89-133-154-177
194
Br 1,59 193 | 86-94-112-128-156-174
20| Acide Caféique Br
180
Br 1,53 179 | 143-161
22| Scopolétine Br'
192
Br 2,94 191 | 147-163-176-183
23| Sphondine Br* 2,75 217 | 155-173-
216
Br
24| 4-Ni ) A 240
4-Nitrophenyl 2-acetamido Br* 17.42 343
2-deoxy-p-D glucopyranoside 342
y-#-D glucopy 476 -163- 195-323
Br 20,11 341 | 571-201-300
25| Malvidine Br
331 Br 1514 330 | 171-211-229-293-311
26 . . Br'
Acide quinique
192 1,03 85-111-127-173 Saldanha et
Br 191
- 112-147-163-176 al., 2013
27| 1 ou 3 ou 4 Acide caffoylquinique . 14.84 267-313
- - Br 1,01 355 | 285301
ou Acide chlorogenique 354 '
Br 3,9 353 179-191 lvan et al., 2014
28 | 3 ou 5-O-Acide feruloylquinique 368 Br* 14.94 369 | 211-251-333-351
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252-301-326-369
32,24
Br 6,32 367 | 173-193
29 5,72 457-475-529-559-577
L Br' 595
Kaempferol-3-O-Rutinoside
594 9,76 301-385-399-547-577
5,04 353-383-473-503 Farias ot Mendez (2014)
Br 593 arias et Mendez
15,56 285-447-307
. . 114
311 Acide Procatechuique Br* 9,81 155
152 21,11 114
Br 2,56 153 | 109 Wang et al., 2012
32 L Br 4,97 291 | 199-233-245-273-282
Epicatéchine
290 6,61 125-179-205-245
Br 289 Dinchevaet al., 2013
14 84 242-270-288
33 Br*
Kaempferol-3-O-Glc (ou Gal) 446 1,26 152-271-315-403-429
Br 445
15,27 166-181-233-379-415
34| Acides sinapoylquiniques Br
398
Br 27,60 397 | 397
35| Apigénine-7-0- Br
. ; 432 1350 351
glucoside ou Kaempférol-3-O-Rha Br ’ 431
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En régle générale, le mode négatif est plus informatif que celui positif pour des métabolites
de type polyphénols. En effet, d’un point de vue chimique, un phénol peut se déprotoner plus ou
moins facilement (pKa voisin de 9 - 10). Les composes phénoliques en mode négatif perdent
également facilement de I’cau (perte de 18u) et une perte d’un groupement CO (perte de 28u) est
souvent observé sur les flavonoides. Pour les acide carboxyliques, la perte de 44u (-CO,) pour I’ion
moléculaire déprotoné correspond a la perte de cette fonction précisément. En se fragmentant, les
composés phénoliques glycosylés perdent leurs motifs de sucre. Ainsi, un glucoside perd 162u
correspondant a la perte d’un glucose déshydraté (la méme perte serait évidemment observée sur un
galactoside ou encore un mannoside). Avec la méme logique, I’hypothése d’un rhamnoside peut
étre formulée a partir d’une perte de -146u, un arabinoside ou un xyloside a partir d’une perte de
132u. Ces pertes ont été aussi présentées dans de nombreuses études (Cuyckens et Claeys, 2002 ;
Xing et al., 2007).

Les principaux composants de ces extraits (feuilles, fleurs, brindilles) appartiennent a la
famille des polyphénols dans laquelle les sous familles des acides hydroxycinamiques, des
coumarines et des flavonoides sont bien représentées. En raison du nombre élevé d'isomeres
potentiels, il n’est souvent pas possible, avec les seules données de spectrométrie de masse, de
préciser lequel(s) des isoméres a (ont) été détecté(s) dans I’extrait. Ainsi, apres comparaison des
donnés de spectrométrie de masse, il a été observé une certaine similitude dans la composition des
feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta. Par contre, certains composés n’ont été détectés
que dans des organes bien précis. Par exemple, la genkwadaphnin n’a été détectée que dans les
brindilles. Par ailleurs, la gniditrin n’a été détectée que dans les feuilles. Enfin, la quercétine-
(Glc+GlcA) (ou son isomere galactoside) est juste présente dans les fleurs.

Pendant la phase d’interprétation des données LC-MS, un certain nombre de composés ont
pu étre proposés comme hypothése. Ces hypotheses ont été soumises soit a une corrélation
bibliographique soit a une corrélation par interprétation du spectre de masse MS?, lorsque la
fragmentation de la molécule hypothése n’était pas référencée. Les deux corrélations ont parfois
également été menées car elles peuvent se révéler complémentaires. Il n’a ensuite été gardé que les
corrélations plausibles. En ce qui concerne les identifications par le biais de la bibliographie,
différents isomeéres de 1’acide ferulylquinique (3-O-ferulylquinique et 5-O- ferulylquinique) non
encore signalés chez les Thymelaeaceae et des divers isomeéres de flavonoides (ex : lutéoline et
kaempferol) ont été trouvés. Une deuxiéme substitution par ’acide caféique, acide de 1’acide
chlorogénique (acide cafeylquinique) ou de I’acide ferulylquinique ne sont pas observes
contrairement a d’autres plantes comme 1’arnica (Arnica montana L.) ou la grande bardane (Arctium
lappa) (Lin et Harnly, 2008).
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Beaucoup d’autres métabolites ont été également confrontés a une identification par
verification structurale de la fragmentation. Par exemple, I’analyse par du pic m/z 593 en mode
négatif au temps de rétention de 15.56 min, peut étre interprétée comme étant 1’ion moléculaire
déprotoné [M-H] du kaempferol-O-rutinoside. Le fragment a m/z 447 est compatible avec la perte
d’une molécule de rhamnose [M-H-Rha] par I’ion moléculaire, le fragment a m/z 307 correspond a
la perte de I’aglycone et une molécule d’eau [M-H-aglycone-H,O] et le fragment & m/z 285
correspond a I’aglycone déprotoné (perte de la partie sucre entiére). Cette fragmentation a éte
observée par Dincheva et al. (2013) et Farias et Mendez (2014).

Les analyses d’extrais de feuilles et fleurs en mode négatif montrent un ion moléculaire a m/z
447 [M-H] pour un temps de rétention de 11.60 min. La bibliographie conduit a deux hypothéses
possibles i)- le kaempferol-O-glucoside (Cha et al., 2008) ou ii)- la quercetin-3-O-rhamnoside. Le
fragment a m/z 301 correspond a une perte de 146u compatible avec une perte de rhamnose par 1’ion
moléculaire et le fragment a m/z 285 correspond a la perte de 162u compatible avec une perte de Glc
ou Gal. Cependant, les deux aglycones différent d’un groupe phénol et les sucres respectifs d’un groupe
hydroxyle qui expliquent cette indétermination. Par contre 1’ion fragment m/z 327 n’est compatible
qu’avec la combinaison kaempferol + glucose d’ou conservation de 1’hypothése kaempferol-O-
glucoside pour ce composé. Bhandurge et al. (2013) ont rapporté la présence de ce dernier dans la
partie aérienne de Thymelaea hirsuta.

Au temps de rétention de 4,93 min, il a été possible d’observer, dans les fleurs, la présence
d’un ion moléculaire a m/z 593 [M-H]". Cet ion peut correspondre a la Vicenine-2 décrite dans les
feuilles de Thymelaea hirsuta par Nawwar et al. (1977). Le fragment majoritaire a m/z 473 peut
correspondre a la coupure au sein d’une des deux unités glycosidiques de cette molécule (Fig. 15).
Quoiqu’il en soit, la fragmentation de ce composé a été décrite par Silva et al. (2014) et est en
conformité par rapport a nos analyses.

Certains métabolites décrits dans Thymelaea hirsuta n’avaient pas encore été décrit par
spectrométrie de masse. Ceux-ci ont du faire I’objet d’une étude corrélative uniquement de la
fragmentation observée expérimentalement. Un pic de masse m/z 191 qui a été observé par le
LC/MS-ESI en ionisation négative (Fig. 16) pour un temps de rétention de 21,94 min, équivalent a
la masse moléculaire m/z 192Da ([M-H]). Des fragments de cet ion obtenus par MS? sont observés
a m/z 183 [M-H-18] correspondant a la perte d’une molécule d’eau, a m/z 176 [M-H-15] qui
convient a la perte d’un fragment méthyle radicalaire et a m/z 147 correspondant a la perte d’un
acide carboxyliqgue [M-H-44]. La perte de ces fragments est conforme a la structure de la
scopolétine. Ce résultat est en accord avec des études antérieures mentionnant la présence de
différentes structures coumariniques dont la scopolétine et 1’esculétine dans les feuilles de
Thymelaea hirsuta (Rizk et al., 1975).
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Figure 15 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 593 [M-H] détecté a 4,93 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de Vicenine-2 .
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Figure 16 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I'ion m/z 191 [M-H] détecté a 21,94 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de la Scopolétine.
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FLL_POS#2507 RT. 9.56 AV: 1 NL:6.95E2
T. ITMS + p ESI d Full ms2 603.20@cid35.00 [155.00-1220.00]
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Figure 17 : Spectre de masse en mode positif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 603 [M+H]" détecté a 9,44 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de la genkwadaphnine.
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Figure 18 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 321 [M-H] détecté a 23,46 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de I’Edgeworine.
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Le spectre de masse en mode positif en électrospray du brindille de Thymelaea hirsuta fait
apparaitre un ion moléculaire [M+H]" au temps de rétention de 9,44 min a m/z 603 compatible avec
I’hypoth¢se de la genkwadaphnine. Comme beaucoup de molécules de ce type, une perte d’eau par
fragmentation a été observée a m/z 585. Les fragments suivants m/z = 573, m/z = 441 et m/z = 309
sont conformes avec cette structure comme le propose la figure 17. En outre, la présence de
différents composés diterpéniques telle que la genkwadaphnine ont été aussi rapportés par Brouks et
al. (1990) dans les feuilles et les brindilles de Thymelaea hirsuta.

Le spectre ESI/MS en mode négatif des feuilles, fleurs et brindilles (Fig. 18) au temps de
rétention de 23,46 min, montre également un pic de I’ion moléculaire déprotoné a m/z 321 ([M-H])
et des ions a m/z 321, m/z 303, m/z 277, m/z 259, m/z 249, m/z 233 correspondant & une
fragmentation typique de la structure de I’edgeworine. Baba et ses collaborateurs (1989) et (1990)
ont signalé deux 3,7-dicoumaryléthers: 1’edgeworine et la rutarensine, qui ont été fournis par
Edgeworthia chrysantha Lindl. de la famille des Thymelaeaceae.

En mode d’ionisation négatif, chez les feuilles, les fleurs et les brindilles, au temps de
rétention de 13,13 min, I’ion moléculaire déprotoné m/z 657 peut correspondre a la structure de
rutarensine. La fragmentation MS? de I'ion [M-H] a donné un ion fragment & m/z 613
correspondant a la perte de 44u. Ce fragment perdu peut correspondre a un acide carboxylique. Un
second fragment, a été observé a m/z 393, correspondant a une perte de 264u par rapport a 1’ion
moléculaire. D’autres fragments plus petits ont été remarqués a m/z 351 et a m/z 336, correspondant
respectivement a une perte de 306u par rapport a I’ion moléculaire et une perte de 15u (perte d’un
radical méthyle) par rapport a 1’ion m/z 351. La perte de ces fragments est en accord avec la
structure de rutarensine comme le montre la figure 19.

Yang et al. (2014) ont rapporté la présence de la syringarésinol dans la partie aérienne de
Thymelaea hirsuta. Ce dernier appartient a la famille des lignanes et comme la plupart des
composés phénoliques, il est doté de propriétés antioxydante (Lee et al., 2004) et méme
antifongique (Kawamura et al., 2004). La figure 20 illustre ’analyse du spectre de masse en
électrospray en mode négatif des extraits de feuilles et de brindilles au temps de rétention de
13,19min a permis d’observer un ion moléculaire déprotoné a m/z 417 [M-H]’, suggérant une masse
molaire de 418u et correspondant précisément au syringarésinol. La présence des ions
caractéristiques m/z 402, 387, 371, 181, 166 et 151 confirme cette hypothese. Les hypotheses de

fragmentation sont indiquées directement sur la figure 20.
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T: Average spectrum MS2 657.21 (4097-4607)
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Figure 19 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I’ion m/z 657 [M-H] détecté a 13,13 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de la Rutarensine.

Fel_negu4234 RT. 13.19 AV:
T. ITMS - p ESI d Full ms2 417.

i
[$1] (=2} ~ o] ©o o
o o o o o o

J

pa oty tr e e Ve b bbb aalaaag

N
o

Relative Abundance

-CH,

w
o

N
o

151.0

[
o

166.0

NL: 1.00E3
%6@(:id35.00 [100.00-845.00]

181.00

181

402.0

371.1

T

2050 349.0

321.84
296,92 1 bl
Pttty ey

b

22392 25517
T b a T

o
=
o
o

t T
250
m/z

T LM RARMY T

200 300 350 400

Figure 20 : Spectre de masse en mode négatif issu de la fragmentation a une énergie de collision de
35 eV de I'ion m/z 417 [M-H] détecté a 13,19 min d’élution et identifié comme étant
conforme a la structure de Syringarésinol.
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Les informations de la littérature ont facilité donc la détermination et la présence des
molécules suivants: acide caféique, acide ferulique, acide procatechuique, épicatéchine,
kaempférol, catéchine, acide quinique, lutéoline et genkwanine (Fabre et al., 2001; Silva et al.,
2005 ; Bastos et al., 2007; Wang et al., 2012 ; Dincheva et al., 2013). En absence des standards, il
est cependant difficile d’établir avec certitude la présence de certaines molécules, celles-ci pouvant

étre confondues avec des isomeéres.

La caracterisation des métabolites de Thymelaea hirsuta a été effectuée dans un but prospectif
pour la premiere fois par spectrophotométrie sur les trois organes. Plusieurs travaux scientifiques
ont révéle que les metabolites secondaires, en particulier les acides-phénols, les diterpénes, les
coumarines, les acide hydroxycinamiques et les flavonoides, sont doués de nombreuses propriétés
biologiques, notamment antioxydante, anti inflammatoire, antiparasitaire, antibactérienne,
cytotoxiques, antifongique et antivirale (Hill, 1993 ; Bruneton, 1999 ; Shan et al., 2007 ; Lee et al.,
2014 ; Mura al., 2014 ; Kandaswamy et Raveendiran, 2014).
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11-3- Activité antifongique
L’évaluation de I’activité antifongique a été réalisée par la méthode de microdilution, celle-
ci consiste a mettre en contact les extraits aqueux de la partie aérienne (feuilles, fleurs et brindilles)
de la plante étudiée avec une solution de mycélium (Microsporum audouinii et Trichophyton
rubrum) en milieu de culture liquide. Par le biais de cette approche, il était possible de lire avec
précision les taux d’inhibition, la concentration minimale inhibitrice (CMI, calculée en pug/ml) et la
concentration minimale fongicide. Le contr6le positif utilisé est un antifongique de référence :
voriconazole.
11-3-1- Taux d’inhibition
11-3-1-1- Microsporum audouinii

Les agissements des différents extraits aqueux sur I’inhibition de Microsporum audouinii

sont représentés dans les figures 21, 22 et 23
11-3-1-1-1- Extrait aqueux de fleurs

L’inhibition de la croissance, aprés 7 jours d’incubation, est plus prononcée a fortes
concentrations (100% sur les essais 125, 250, 500 et 1000ug/ml) et diminue progressivement avec
la baisse de cette derniére (F,=85,26 ; P<0,05). C’est ainsi qu’a 62,5 et 31ug/ml, une inhibition de
croissances fongiques de 1’ordre de 83,21+3,31 a été enregistrée. Cependant, pour les doses de 31-
16 et 8ug/ml, des taux d’inhibition similaires (74,21+2,99%, 72,99+2,38 et 72,5+2,81%) ont été
notées (Fig. 21).

11-3-1-1-2- Extrait aqueux de feuilles

Comme cité précédemment, la propriété antifongique de I’extrait de feuilles vis-a-vis de
Micosporum audouinii a été également vérifiée. L extrait a conduit a une inhibition de la croissance
mycelienne du champignon étudié, mais a des taux différents et cela selon la concentration
employée (F,=25,42 ; P<0,05). Les doses de 62,5 et 31ug/ml présentent des effets identiques
(87,14+2,10 et 86,90+2,04 respectivement). Tandis que celles de 16 et 8ug/ml affichent une
inhibition avec un effet relativement déclinée (82,61+1,87 et 80,23+3,41%) (Fig. 22).
Comparativement aux premiers, I’effet des concentrations 125, 250, 500 et 1000pg/ml semblent
étre identiques. Spécifiquement, les fortes doses (500 et 100ng/ml) ont affecté totalement I’activité
de Micosporum audouinii ; 100% d’inhibition. Par ailleurs, malgré 1’action trés puissante de
I’extrait dans les lots de 125 et 250 (98,80+5,25 et 98,57+4,08% d’inhibition), un nombre tres réduit
d’hyphes persistaient.
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Figure 21 : Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité a 1’extrait aqueux des fleurs de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes different significativement
(Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 22 : Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité a 1’extrait aqueux des feuilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement
(Newman-Keuls, P<0,05).

88



Partie expérimentale Résultats et discussion

11-3-1-1-3- Extrait aqueux de brindilles

La figure 23 montre la variation de I’inhibition de M. audouinii lorsqu’il est soumis a
I’extrait de brindilles a différentes concentrations. En effet, le taux d’inhibition du pathogéne
augmente, de méme, avec 1’accroissement de la concentration (F,=163,88 ; P<0,05). Les plus fortes
activités statistiquement obtenues ont été notées dans les essais 125, 250, 500 et 1000ug/ml avec
des taux de 96,47+0,57 - 97,65+2,39- 100 - 100% d’inhibition, confirmant les données précédentes.
Alors que celles-ci baissent progressivement avec la diminution des concentrations. Malgré la
réduction évidente de la dose (62,5 et 31ug/ml), les taux d’inhibition semblent varier légerement et
atteignent respectivement 85,21+0,99 et 82,86+2,59%. Par contre, un rabais a entrainé une

réduction remarquable, notamment lorsqu’il était traité a 8ug/ml (33,80+3,77 %).

11-3-1-1-4- VVoriconazole

L’étude menée sur I’activité antifongique sur le champignon dermatophyte Microsporum
audouinii a montré une efficacité remarquable du Voriconazole (F,=72,72; P<0,05). Le
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de ce dernier a été considérablement influencé
par la concentration en voriconazole. En effet, dans les lots 39 — 19 — 9 et 4ug/ml, les taux
d’inhibition sont de ’ordre de 92,65+1,33% - 87,61+0,69% - 86,93+0,33% et 72,92+3,56%. Par
contre, ils se chiffrent a 65,71+1,73% - 65,30+3,17 - 63,12+1,67 et 64,76+1,34% pour les doses de
2-1-0,3et0,6pg/mll (Fig. 24).

11-3-1-2- Trichophyton rubrum

Comme le champignon précédent, I’inhibition de la croissance mycélienne de
Trichophyton rubrum a été aussi bien assurée par la présence de I’extrait aqueux des organes de
Thymelaea hirsuta . Les résultats sont représentés dans les figures 25, 26 et 27

11-3-1-2-1- Extrait aqueux de fleurs

L’action de I’extrait aqueux de fleurs sur Trichophyton rubrum (Fig. 25) ressemble a celle
précédemment observee ; sa présence inhibe 1’activité du champignon étudié (F,=10,32 ; P<0,05).
C’est ainsi qu’une extinction totale (100%) du pathogéne a été enregistrée sur les tests de 1000 —
500 et 250pg/ml. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par 1’extrait aqueux de fleurs sur M.
audouinii, excepté celui de 125ug/ml (97,04+3,22%). De méme, les doses de 62,5 et 31ug/ml ont
montré des réductions relativement légéres par rapport aux premiéres (90,72+7,54% et
88,64+1,46% respectivement). Par contre, 1’effet inhibiteur semble étre également efficace a faible
doses employées. C’est ainsi qu’a 16 et 8ug/ml, des taux d’inhibition de 76,81£11,80 et

69,38+1,30% ont été observées.
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Figure 23 : Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité a I’extrait aqueux des brindilles
de Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes different
significativement (Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 24 : Taux d’inhibition de Microsporum audouinii traité au voriconazole. Moyennes
suivies de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 25 : Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a I’extrait aqueux des fleurs de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes différent significativement
(Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 26 : Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a 1’extrait aqueux des feuilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes different significativement
(Newman-Keuls, P<0,05).
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11-3-1-2-2- Extrait aqueux de feuilles

L’expérimentation a montré que les taux d’inhibition dépendent, bien entendu, des
concentrations du milieu de culture en extrait aqueux produit a partir des feuilles (F,=126,49 ;
P<0,05). En effet, une relation proportionnelle a été observée entre I’inhibition de la croissance
mycélienne du dermatophyte étudié et la concentration de I’extrait (Fig. 26). Comparativement a M.
audouinii, la plus forte concentration (1000pg/ml) employée n’a pu éliminer ce champignon
(66,66+1,53% d’inhibition). Les doses suivantes : 500- 250-125-62,5-31-16 et 8ug/ml enregistrent
ainsi des taux d’inhibition de 60,32+0,27 - 55,23+0,37 - 52,14+0,45 - 49,18+0,20 - 48,89+0,47 et
39,15+0,78%.

11-3-1-2-3- Extrait aqueux de brindilles

Contrairement aux feuilles, I’extrait aqueux de brindilles a présenté un effet plus puissant.
En effet, I’inhibition du champignon ressemblant aux fleurs, est vraisemblablement influencée par
la concentration de ce dernier (F,=49,75 ; P<0,05). L’inhibition totale (100%) de la croissance de
cette souche a été enregistrée sur les lots 1000 — 500 — 250 et 125ug/ml. Cependant, des taux
relativement faibles de 87,30+7,35% - 72,83+6,48% et 62,52+2,24% ont été notés lorsque le
dermatophyte a été traité a raison de 62,5 — 31 et 16pg/ml. La valeur de 36,50+8,71% obtenue a

8ug/ml a été considérée comme 1’effet inhibiteur le moins marqué (Fig. 27).

11-3-1-2-4- VVoriconazole

La figure 28 montre une évolution croissante des taux d’inhibition, celle-Ci est conditionnée
par la concentration du voriconazole dans le milieu (F,=96,802 ; P<0,05). Le minimum d’inhibition
de 47,79+£1,97% a été obtenu lorsque le milieu a été pollué avec 0,3ug/ml et un maximum de
93,66+0,70% a 39ug/ml. Entre ces deux valeurs limites, il a été enregistré des taux de 66,94+3,42 -
76,30+1,40 - 83,05+4,22 - 86,08+0,19 — 90,08+1,87 et 92,83+1,03% correspondant respectivement
aux concentrations de 0,6 -1 —2 —4 —9 et 19ug/ml.
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Figure 27 : Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité a 1’extrait aqueux des brindilles de
Thymelaea hirsuta. Moyennes suivies de lettres différentes significativement (Newman-

Keuls, P<0,05).
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Figure 28 : Taux d’inhibition de Trichophyton rubrum traité au voriconazole. Moyennes suivies
de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).
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11-3-2- Concentrations inhibitrices 80

Afin de mieux cerner I’effet antifongique de Thymelaea hirsuta, les concentrations
inhibitrices responsables de la réduction de la croissance myceélienne, a raison de 80%, des deux
dermatophytes étudiés (Microsporum audouinii et Trichophyton rubrum), ont été comparées par
rapport au voriconazole.

Le tableau 10 permet de visualiser la forte influence de la voriconazole sur le comportement
de Microsporum audouinii, suivie de I’extrait issu des feuilles, puis celui des brindilles et enfin des
fleurs, avec des ICgy respectivement de 1’ordre de 6,33+1,95ug/ml, 8+3,76ug/ml, 24,23+5,69 et
46,75+13,33ug/ml.

L’effet inhibiteur, le plus saillant, de la voriconazole a été également confirmé sur T. rubrum
notant une ICgy de I’ordre de 1,48+0,44pg/ml. Suivie par I’extrait des fleurs (22,31+5,65ug/ml) et
des brindilles (45,66+11,61ug/ml). Contrairement a ces données, 1’'ICg des feuilles s’est avérée
plus forte que la dose maximale utilisée dans cette expérimentation.

La comparaison des concentrations inhibitrices montre nettement que c’est au niveau de
voriconazole que les ICg les plus intéressantes ont été détectées, contrairement aux autres produits.

Ceci est traduit par le fait qu’il s’agit d’un antifongique chimique pur (voriconazole).

11-3-3- Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Le Test de microdilution a été conduit selon les normes publiees par le CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, voir Matériel et Méthodes), suivant le document M38-A2. Ces
essais permettent d’évaluer de fagon quantitative I’activité antifongique exprimée en pg/ml. Cette
valeur correspond a la concentration minimale qui permet I’inhibition de la croissance fongique
observée a I’eeil nu par 1’absence de croissance dans les puits de la plague de microdilution de 96
puits. Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la croissance des
champignons dermatophytes étudiés dans chaque puit. Ainsi, plus la valeur de CMI est faible, plus
la capacité antifongique de I’extrait est élevée. D’apres le tableau 11, tous les extraits de Thymelaea
hirsuta préparés se sont révélés actifs envers toutes les souches fongiques testées, mais avec des
degrés différents, ce qui s'est traduit par la différence des CMI. Toutefois, Microsporum audouinii
montrent des CMI remarquables pour les extraits de fleurs avec une valeur de I’ordre de 125pg/ml,
suivi des brindilles et des feuilles dont la CMI est de I’ordre de 500pg/ml. Quant a Trichophyton
rubrum, ’extrait issu des brindilles présente la plus faible valeur (125ug/ml), celle des fleurs est de
I’ordre de 250pg/ml, alors que les feuilles inhibent cette souche a une CMI nettement supérieure a
celles obtenues ; CMI >1000pg/ml.
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Une classification des extraits végétaux, sur la base des résultats des CMI, a été proposée par
Aligiannis et ses collaborateurs (2001) :
— Forte inhibition : CMI inférieure a 50ug/ml ;
— Inhibition modérée : CMI varie de 600ug/ml a 1500pg/ml ;
— Faible inhibition : CMI supérieure a 1600pug/ml.
D'aprés cette classification, tous les extraits de Thymelaea hirsuta exercent une tres forte
inhibition sur les souches fongiques étudiés (T. rubrum et M. audouinii), hormis celui des feuilles ;

une faible activité sur la souche T. rubrum.

11-2-4- Concentrations minimales fongicides (CMF)

Les activités fongistatiques (CFS) et fongicide (CMF) figurent dans le tableau 12. La
Concentration Minimale Fongicide (CMF) a été déterminée par 1’ensemencement du contenu des
puits dans lesquels aucun trouble n’a été observé sur milieu gélosé (Sabouraud). C’est ainsi que La
CMF est la plus petite concentration d’extrait qui donne 99,99% d’inhibition, comparativement au
puit témoin de contréle de croissance ou inversement. Celle-ci est la concentration qui laisse une
survivance de 0,01% par rapport au tube témoin de contrdle de croissance.

Les résultats des essais obtenus, in vitro (Tableau 12), ont montré que l'extrait de fleurs a eu
un effet fongicide vis-a-vis de M. audouinii a partir de la concentration 125ug/ml et contre T.
rubrum a partir de 250ug/ml. Tandis que celui des brindilles est fongicide a partir de 500 et
1000ug/ml sur M. audouinii et T. rubrum, respectivement. Celui des feuilles a révélé une activité
fongistatique a partir de 500pg/ml sur M. audouinii. Dans la fourchette des doses utilisées, une
absence d’inhibition totale n’a pu étre exprimée par 1’addition de 1’extrait foliaire. L’augmentation
de la dose de ce dernier pourrait contribuer a 1’élimination de T. rubrum.

En générale, la partie aérienne de Thymelaea hirsuta a été deux fois plus active sur
Microsporum audouinii que sur Trichophyton rubrum. En outre, en termes d’efficacité, I’extrait des
fleurs semblent étre plus efficace que celui des brindilles et des feuilles sur les souches fongiques
testées.

En plus, les extraits des fleurs, feuilles et brindilles ont provoqué des effets plus ou moins
marqués sur l'aspect genéral, la production et la structure du mycelium, des éléments de
dissémination et de résistance que sont les microconidies, les macroconidies et les chlamydospores.
Par ailleurs, I'augmentation de la concentration en extrait entraine une diminution du nombre de
macroconidies de M. audouinii et un changement de leur morphologie (filament tordus). Ainsi, les
cloisons sont beaucoup moins visibles et les macroconidies sont translucides, comme vidées de leur

contenu (Planche 5).
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Tableau 10 : ICg en pg/ml des extraits de feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta et de
voriconazole vis-a-vis de Microsporum audouinii et Trichophyton rubrum.

Feuilles Fleurs Brindilles Voriconazole
Microsporum audouinii 8+0,76 46,75+13,33 24,23+5,69 6,33+£1,95
Trichophyton rubrum 1Cgp>1000 22,31+5,65 45,66+11,61 1,48+0,44

ICgo : Concentration permettant de réduire a 80% la croissance mycelienne du dermatophyte en
pg/ml

Tableau 11 : CMlyg0 en pg/ml des extraits de feuilles, fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta vis-
a-vis de Microsporum audouinii et Trichophyton rubrum.

Feuilles Fleurs Brindilles
CMl g0
Microsporum audouinii 500 125 500
Trichophyton rubrum CMI>1000 250 125

CMI : Concentrations minimales inhibitrices en pg/ml

Tableau 12 : Activités fongistatique (CFS) et fongicide (CMF) en pg/ml des extraits de feuilles,
fleurs et brindilles de Thymelaea hirsuta sur Microsporum audouinii et Trichophyton

rubrum.
Feuilles  Fleurs Brindilles
CMF
Microsporum audouinii CFS 500 125 500
Trichophyton rubrum - 250 1000

CMF : Concentrations minimales fongicides en pg/mi
CFS : Concentrations fongistatiques en pg/ml
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Au regard de ces resultats, I’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration, de la plante
de laquelle il a été issu et de la souche testée (Klervi, 2005). Néanmoins, aucune donnée
bibliographique n’est aujourd‘hui disponible sur I’activité antifongique des fleurs, brindilles et

feuilles de Thymelaea hirsuta ce qui constitue 1’un des intéréts de ce travail.

Planche 5 : A : photo des filaments de Microsporum audouinii sans traitement, B : photo (original)
des filaments tordus de Microsporum audouinii traité (sous un microscope inversé).

Plusieurs recherches ont été menées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits de
plantes. De nombreux chercheurs attribuent cette fonction au réservoir des composes
polyphénoliques et terpéniques de cette plante. Les mécanismes d’action des composés naturels
sont expliqués de différente maniére selon les auteurs.

Ces composés peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages
cellulaires et provoquant la fuite de matériaux cellulaires, qui par conséquent contribuent a la mort
des microorganismes (Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Abdel ghani et al., 2008).
C’est un mécanisme possible par lequel la croissance mycélienne des champignons peut étre réduite
ou totalement inhibée par 1’effet des extraits, en agissant sur la fonctionnalité et la structure de la
membrane cellulaire (Sikkema et al., 1995). Les composants des extraits tels que les terpénes
affectent non seulement la perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes
cellulaires. Ces composés peuvent traverser les membranes cellulaires, pénétrent ainsi a l'intérieur
de la cellule et interagissent avec des sites critiques intracellulaires tels que les enzymes et les

protéines, ce qui conduit a la mort cellulaire (Omidbeygi et al., 2007 ; Cristani et al., 2007).
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Selon McEwan (1994), I’inhibition de la croissance des filaments est due a I’empéchement
de la germination des conidies par les composants des extraits. La germination des conidies est la
premiére étape essentielle dans la séquence d'opérations menant a l'établissement d'un tube
germinatif et d'un hyphe, par la suite. Le processus commence par 1'hydratation suivie de 1’action
des enzymes lytiques telles que la chitinase et a et B - glucanases. Une fois que cet événement a
lieu, il y a un équilibre entre les systemes lytiques et synthétiques d'enzymes nécessaires pour la
prolongation normale des hyphes. Un déséquilibre dans lI'un ou l'autre systeme d'enzymes mene a
I'inhibition et/ou a I’empéchement de la croissance.

Le mécanisme des effets antifongiques des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi
les hypothéeses avancées, I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, 1’altération des fonctions de
la membrane cytoplasmique, la séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne et
I’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Jungkind, 1995).

Selon Chabot et al., (1992), I’activité antifongique est liée a la polarité des substances
bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de groupement
hydroxyle OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des agents fongiques que ceux portant le
groupement hydroxyle. D’autre part, Mori et al., (1987) ont trouvé que les flavonoides
trihydroxylés 3°,4’,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour I’activité antifongique.
De nombreux flavonoides possedent des activités antifongiques, le plus grand nombre appartient
aux flavanones et aux flavanes (Grayer et al., 1994). Quelque soit la classe de flavonoides
considérée, il parait que le caractére lipophile des composés augmente 1’activité, permettant aux
molécules de pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique (Jimenez-Gonzalez et al.,
2008 ; Grayer et al., 1994).

Les travaux de Sarker et al., (2005) montrent, également, que ’effet d’un extrait est
probablement due a la synergie entre le nombre de composants qui, lorsqu’ils sont séparés
deviennent inactifs individuellement. Ceci est interprété par le fait que les plantes produisent une
variété énorme de petites molécules antifongiques ayant un large spectre de structures telles que les
terpénoides, les glycostéroides, les flavonoides et les polyphénols (Seidel, 2005). Par contre,
Fogliani et al. (2005) et Yan et al. (2008) ont rapporté que la tendance de ces substances
phytochimiques d'avoir une activité plus élevée sur I'ensemble des souches est en fonction de leurs
concentrations dans les extraits.

Dans ce sens, une étude publiée par Valnet (2005) a montré que les composés chimiques
ayant une efficacité antifongique a large spectre sont les phénols, les aldéhydes, les alcools et les
cétones terpéniques, ainsi que les alcaloides, les flavonoides, les polyphénols, les coumarines et les
stéroides (Rouxel, T., 1989 ; Irobi et Daranola, 1994 ; Brantner et al., 1996 ; Yan et al., 2008).
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En fait, Les saponines constituent une classe spéciale de glycosides qui ont, d’une part, une
caractéristique savonneuse et d’autre part, une trés bonne activité antifongiques (Sadipo et al.,
1991). De méme, les saponines a génines stéroidiques sont des fongicides plus efficaces que les
saponines a genines triterpéniques (Berger, 2001).

Par ailleurs, les alcaloides renferment un effet détoxifiant et possédent une tres bonne
activité antifongique (Zee-cheng, 1997).

Selon Farag et al. (1989), la présence des groupements OH dans les composés phénoliques
est capable de former des liaisons hydrogenes avec les sites actifs des enzymes et d'accroitre
I'activité antifongique. Il a été rapporté par Scalbert (1991) et Banso et Adeyemo (2007) que les
tanins isolés des plantes médicinales possédent une activité toxique contre les champignons.

En revanche, I’activit¢ antifongique chez certaines plantes est di a la présence
d’anthraquinones (Comini et al., 2011; Doughari et al., 2012).

D’aprés les résultats obtenus dans le chapitre I, Thymelaea hirsuta a montré une richesse
diversifiée de composés chimiques tels que les phénols, les flavonoides, les tanins, les sucres, les
protéines, les lipides, les terpénes, les acides phénoliques, les alcaloides, les coumarines et les
anthraquinones. Cette diversité de composés pourrait expliquer 1’activité antifongique de cette
plante.

En se basant sur les résultats phytochimiques, la variation de la composition chimique en
concentration entre organes explique donc les variations observées dans 1’activité antifongique des
extraits de cette plante. Les fleurs renferment une quantité appréciable en composés chimiques par
rapport aux brindilles et aux feuilles. Ceci peut expliquer la forte activité de 1’extrait des fleurs vis-

a-vis des champignons dermatophytes étudiés.
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Objective: To assess antioxidant activities of different aerial parts of Thymelaea hirsuta (T.
hirsuta) from west Algeria, and to search for new sources of safe and inexpensive antioxidants.
Methods: Samples of leaves, stems and flowers from T. hirsuta were tested for total phenolic
content, flavonoids content, and evaluation its total antioxidant activity, were done using the
spectrophotometric analyses.

Results: Results of preliminary phytochemical screening of leaf, flower and stem of 7. hirsuta
revealed the presence of tannins, alkaloids, steroids, saponins, coumarins, reducteurs compound
and anthraquinones. The total phenolics and flavonoids were estimated. The aqueous extracts of
the aerial parts of T. hirsuta showed potent in vitro antioxydant activities using various models
viz, DPPH scavenging assay, ferric reducing antioxidant power (FRAP) and ABTS radical scavenging
activity.

Conclusions: On the basis of the results obtained, 7. hirsuta extracts are rich sources of natural
antioxidants appears to be an alternative to synthetic antioxidants and this justifies its therapeutic
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1. Introduction

The large generation of free radicals, particularly reactive
oxygen species and their high activity plays an important
role in the progression of a great number of pathological
disturbances such as inflammation, atherosclerosis, stroke,
heart diseases, diabetes mellitus, multiple sclerosis, cancer,
Parkinson’s disease, and Alzheimer’s diseasell.2l. Therefore,
the great interest has been recently focused on the natural
foods, medicinal plants and phytoconstituents due to
their well-known abilities to scavenge free radicals (i.e.
antioxidant powen)3l. Plants constitute an important source
of active natural products which differ widely in terms of
structures, biological properties and mechanisms of actions.

Various phytochemical components, especially polyphenols
(such as flavonoids, phenyl propanoids, phenolic acids,
tannins, efc.) are known to be responsible for the free radical
scavenging and antioxidant activities. Polyphenols possess
many biological effects, which are mainly attributed to their
antioxidant activities in scavenging free radicals, inhibition
of peroxidation and chelating transition metals. In general,
polyphenols all share the same chemical patterns, one or
more phenolic groups for which they react as hydrogen
donors and in that way neutralize free radicals/4l. Recently,
interest has increased considerably in finding naturally
occurring antioxidants for use in medicinal materials to
replace synthetic antioxidants, which are being restricted
due to their carcinogenicityl5l. Phytochemicals are natural
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bioactive compounds found in plants (flowers, leaves and
shoots) that work with nutrients and fibers to act as defence
system against disease or more accurately, to protect
against disease. Some of the most important bioactive
phytochemical constituents are flavonoids, tannins,
terpenoids, saponins, phenolic compoundsliel. Thymelaea
hirsuta (T. hirsuta), commonly known as “Methnane” in
Algeria, is an evergreen shrubs belonging to the flowering
plant family Thymelaeaceae, which is native to the
Mediterranean region, north of central Europe and east of
central Asia. The plant is traditionally used in Tunisia as
an antiseptic, anti—inflammatory and for the treatment of
hypertension(7l. The traditional medicinal use of this plant is
not based on scientific research and few data dealing with its
phytochemical composition are availablel8.91. Hypoglycemic,
antidiabetic and antioxidant properties of this plant extracts
were previously highlightedi10.11]. The antimelanogenesis
effect of T. hirsuta extracts on B16 murine melanoma cells
was reported by Kawano et all12l. Phytochemical analysis
showed the presence of several daphnane diterpenesf12.13].
The literature survey did not show any reference to previous
work on the free radical scavenging and/or antioxidant
properties of T. hirsuta (flowers, leaves and stem). Hence, the
aim of the present study was designed to assess the in vitro
antioxidant activity of aqueous extracts from flowers, leaves
and stem of 7. hirsuta, primary phytochemical screening of
the main secondary metabolites classes of the aerial part
of T. hirsuta and to determine the phenolic compounds
and flavonoids contained in the aqueous extracts, in order
to provide a scientific basis to justify its therapeutic usage
and to search for new sources of safe and inexpensive
antioxidants. The findings from this work may add to the
overall value of the medicinal potential of the herb.

2. Materials and methods
2.1. Plant collection

The aerial parts (leaves, flowers, stems) of T. hirsuta
were collected from the region of north of the wilaya of
Relizane (Algeria) and located at 82 m of altitude, 35°55"33"
N latitude and 0°49'23"" E longitude during the period of
March 2012. The specimens were identified at the National
Institute of Agronomy in Algiers (INA). The plant materials
were separated into leaves, flowers and stems. The plant
parts were dried in shade away from sunlight and at room
temperature (25—28 °C), then grinded to fine powder using
electric blender and stored in clean labeled airtight bottles.

2.2. Preparation of the plant extract

A 10% aqueous decoction was performed separately on
different parts of each plantl14]. A total of 100 g plant powder
was placed in one liter of distilled water. After mechanical
agitation, the preparation was carried in a water bath at 90
°C for 1 h. The cooled decoctions were vacuum filtered using
glass microfiber filters Wattman No. 4 and concentrated
under reduced pressure at 40 °C, using a rotary evaporator,
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and then frozen and lyophilized.
2.3. Phytochemical screening

The phytochemical tests to detect the presence of tannins,
saponins, coumarins, terpenoids, anthraquinones, reducteurs
compounds and alkaloids were performed according to
the method described by Harborne and Ramani15.16]. The
tests were based on the visual observation of color change
or formation of a precipitate after the addition of specific
reagents.

2.4. Determination of total phenolic content

The contents of total phenols aqueous extracts of different
parts of T. hirsuta were determined by the modified Folin—
Ciocalteu method(17l. Thus, 1 mL of the aqueous extract of
the plant was mixed with 5 mL of Folin Ciocalteu (2 mol/L)
diluted 10 times. After 5 min of incubation, 4 mL of sodium
carbonate at a concentration of 75 g/I. was added and the
volume was adjusted to 10 mL. The resulting mixture was
incubated at room temperature for 1 h. The absorbances
of the samples were measured at 765 nm using UV-vis
spectrophotometer. Results were expressed as mg of
gallic acid equivalent/g of lyophilized extract. The same
procedure was used for making standard curve using gallic
acid and concentration range of 0—-10 pg/mL was taken. All
experiments were carried out in triplicates.

2.5. Determination of total flavonoids content

A volume of AlCl, methanolic solution (0.5 mL, 2%, w/
v) was mixed with methanolic extract solution (0.5 mL, 0.1
mg/mL). After 10 min, the optical densities were recorded
at 430 nm against a blank (mixture of 0.5 mL methanolic
extract solution and 0.5 mL methanol) and compared to
the quercetin calibration curve (0 to 200 mg/L)18l. The data
obtained were the means of three determinations. The
amounts of flavonoids in the plant extracts were expressed
as mg of quercetin equivalents (QE)/g of lyophilized extract.

2.6. Antioxidant capacity determined by diphenyl—1-
picrylhydrazyl

Radical-scavenging activity of plant extracts against
stable 1,1diphenyl-2-picryl hydrazyl radical (DPPH) was
determined spectrophotometrically. The DPPH assay was
carried out as described by Zuraini et all19]. Stock solutions
of crude extracts were prepared as 1 mg/mL in methanol.
Fifty microlitres of different concentration samples were
added to 5 mL of 0.004% methanol solution of DPPH. After
30 min of incubation in the dark at room temperature, the
absorbance was read against a blank at 517 nm. Ascorbic
acid (Sigma—Aldrich), a stable antioxidant, was used as a
synthetic reference. The assay was carried out in triplicate
and percentage of inhibition was calculated using the
following formula:

(AB=AA)

% Inhibition= ———— x100
AB
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Where AB is absorbance of blank; AA is absorbance of test.

2.7. Antioxidant capacity determined by ABTS radical cation
assay

The ABTS radical cation was generated by reacting 7 mmol/
L ABTS stock solution with 2.45 mmol/L potassium persulfate
solution, and the mixture was kept in the dark at room
temperature for 12—16 h before use. Prior the assay, the
ABTS" solution was diluted with ethanol to an absorbance of
(0.70£0.02) at 734 nml20]. An aliquot (50 pL) of each sample at
different concentrations (0.4, 0.6, 0.8 mg/mL) was added to 5
mL of diluted ABTS solution. After 10 min, the absorbance
was measured at 734 nm. The inhibition of ABTS radical
cation in percent was calculated by the following formula:

AC—(AS-AB)

% Inhibition = G

x100

Where AC is absorbance of control; AS is absorbance of
sample; AB is absorbance of blank.

Ethanol (5 mL) plus each sample solution (50 ulL) was
used as a blank. ABTS™ solution (5 mL) plus ethanol (50 pL)
was used as a negative control. Also, Trolox solution (at
the concentrations of 100, 80, 60, 40, 20, 0 ug/mL) was used
as a positive control. All measurements were repeated in
triplicate.

2.8. Antioxidant capacity determined by ferric reducing
antioxidant power (FRAP)

The FRAP assay was done according to Benzie and Strain
with some modifications[21]. The stock solutions included
300 mmol/L acetate buffer 3.1 g C,H,NaO,-3H,0) and 16 mL
C,H,0,), pH 3.6, 10 mmol/L 2, 4, 6—tripyridyl—-s—triazine
(TPTZ) solution in 40 mmol/L HCI, and 20 mmol/L FeCl,-6H,0
solution. The fresh working solution was prepared by mixing
25 mL acetate buffer, 2.5 mL TPTZ solution, and 2.5 mL
FeCl,-6H,0 solution and then warmed at 37 °C before using.
An aliquot (0.3 mL) of each sample at different concentrations
(0.4, 0.6, 0.8 mg/ml) were allowed to react with 9 mL of the
FRAP solution and 300 pL of distilled water for 30 min in
the dark condition. The absorbance of the reaction mixture
was then recorded at 593 nm. The standard curve was linear
between 0 and 300 pmol/L Trolox. All measurements were
carried out in triplicate.

2.9. Statistical analysis

Correlations were established using Pearson’s correlation
coefficient (r) in bivariate linear correlations (P<0.01). All
statistical analyses were performed with the Statistica 7.0
software for Windows.
3. Results

3.1. Phytochemical screening

The phytochemical qualitative and quantitative analysis of
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leaf, flower and stem of T. hirsuta revealed the presence of
tannins, alkaloids, steroids, saponins, coumarins, reducteurs
compound and anthraquinones (Table 1). Reducteurs
compound were not detected in the stem.

Table 1

The phytochemical screening of the aerial part of 7. hirsuta.

Test group Leaf Flower Stem
Alkaloids " o an
Tannins " et +
Saponins " -+ o
Coumarins + + it
Terpenoids ++ e, "
Reducteurs compound " -+ =
Anthraquinones " . "

(-): not detectable; (4): low quantities; (+4): high quantities; (++1): very
high quantities.

3.2. Determination of total phenolic content and total

Slavonoids

The present study revealed relatively high level of total
phenols content and flavonoids of the aqueous extract
of the three parts of T. hirsuta as shown in Table 2. The
concentrations of phenol [(113.96+9.97) mg gallic acid
equivalent/g of lyophilized extract] and flavonoids content
[(5.70£0.06) mg quercetin equivalent/g of lyophilized extract]
were high in flower extract while in stem extract there was
(93.78+3.12) mg gallic acid equivalent/g of lyophilized extract
and (2.61%0.13) mg quercetin equivalent/g of lyophilized
extract. The leaf extract showed the least concentration of
phenol contents [(61.12+1.28) mg gallic acid equivalent/g of
lyophilized extract]. The concentrations of flavonoids were
comparatively low in the stem extract while in leaf extract
were a value of (3.15£0.15) mg quercetin equivalent/g of
lyophilized extract was recorded.

Table 2

Levels of total phenolic and flavonoids contents in aqueous extract of
T. hirsuta.

Species  Total phenolic (mg GAE/g)  Total flavonoids (mg QE/g)
Leaf 61.12+1.28 3.15+0.15
Flower 113.96%9.97 5.70+0.06
Stem 93.78+3.12 2.61+0.13

Data are expressed as mean+SD. mg GAE/g: mg of gallic acid
equivalent per g of lyophilized extract; mg QE/g: mg of quercetin
equivalent per g of lyophilized extract.

3.3. In—vitro antioxidant activity

The leaf, flower and stem extracts T. hirsuta were
found to possess concentration dependent scavenging
activity on DPPH radicals and the results are presented
in Table 3. So the aqueous extracts of flower and leaf
exhibited great antioxidant effects at 8 mg/mL (90.83% and
71.90%, respectively) compared with the high antioxidant
effect of ascorbic acid. ABTS stable free radical with the
characteristic absorption at 734 nm was used to study the
radical scavenging effect of T. hirsuta extract reacted with
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ABTS at different concentrations (0.4, 0.6, and 0.8 mg/mlL)
and readings were recorded by measuring the reduction of
radical cation generated by ABTS™ at 734 nm. The flower and
stem extracts of T. hirsuta showed maximum decoloration of
0.8 mg/ml with (68.63£0.53)% and (43.04+1.28)% respectively,
and the leaf showed less decoloration (Table 3). The
results obtained clearly implied that the aqueous extracts
of the different organs inhibited the radical or scavenge
the radical in a concentration dependent manner. The
reducing power of the different parts extracts of T. hirsuta
was found to be steadily increased in direct proportion to
the increasing concentration of the extract in the following
order, flowers>stem>leaves (Table 3). The reducing power
of flower, stem and leaf extracts of T. hirsuta at 0.8 mg/
mL concentration was found to be 0.810, 0.530 and 0.460
respectively.

Table 3
Total antioxidant activity, DPPH assay, ABTS assay and FRAP assay of
the aerial part of T. hirsuta.

Concentration

Test group (mefm) Leaf Flower Stem
4.0 40.15+0.96  72.47%0.29 34.35+0.41
DPPH (9 1) 6.0 57.3040.47  83.69+1.29  53.20+0.89
8.0 71.90+0.29  90.83+0.32  62.34+2.01
0.4 14.5241.50  28.54%5.74  21.69+1.07
ABTS (9, 1) 0.6 18.4240.18  44.46+0.10  31.40%0.16
0.8 24.52+1.08  68.63%0.53 43.04+1.28
FRAP 0.4 0.25+0.01  0.440+0.01 0.33£0.03
absorption 0.6 0.35+0.02  0.660£0.02 0.41£0.01
value 0.8 0.46£0.01  0.810+0.01 0.53%0.02

Data are expressed as meanSD. (¢ I): Percentage inhibition of radical
scavenging.

3.4. Correlation of different antioxydant assay of the aertal
part of T. hirsuta

The Pearson correlation among the results of different
antioxydant assay of leaves, flowers and stems from T.
hirsuta are summarized in Table 4. There were good
correlations among the antioxidant activities based on
ABTS and FRAP assay and DPPH radical scavenging. The
highest correlation coefficient found was for the relationship
between antioxidant activity assessed by the ABTS stem and
the FRAP stem (r=0.997). A similar correlation was observed
among ABTS leaf and FRAP leaf, FRAP stem and ABTS stem,
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while the correlation coefficient for the relation between
ABTS flower and FRAP flower, FRAP flower and ABTS flower
were a little bit lower, equal to 0.782.

4. Discussion

The vital role of antioxidants is their interaction with
oxidative free radicals. Because of its extra electron,
DPPH gives a strong absorption band at 517 nm in visible
spectroscopy. The efficacies of antioxidants are often
associated with their ability to scavenge stable free
radicalsl22]. Tt has been shown that the scavenging effects
on the DPPH radical increase sharply with the increasing
concentration of the samples and standards to a certain
extent(23]. In the present study, T. hirsuta extract (leaf,
flower, stem) exhibited concentration dependent scavenging
activity against hydroxyl radical in a reaction system, and
the free radical scavenging potentials of the extracts of were
found to be in the order of flower extract>leaf extract>stem
extract. It appears that the three aerial parts extracts from
T. hirsuta possess hydrogen donating capabilities to act as
antioxidant.

The working mechanism of the ABTS method for the
evaluation of antioxidant activity is the same as that of the
DPPH method, but the ABTS method is more reliable than
the DPPH method due to the solubility of the ABTS reagent
in both aqueous solvents as compared to DPPHI24l. For that
reason, ABTS assay is better than DPPH assay when applied
to a variety of plant foods containing hydrophilic, lipophilic,
and high—pigmented antioxidant compounds[25]. From
the result, the flower extract of T. hirsuta possessed the
highest ABTS scavenging capacity whereas the leaf extract
of T. hirsuta showed the lowest ABTS scavenging activity.
Higher concentrations of the extracts were more effective in
quenching free radicals in the system(26]. For that reason, the
results clearly imply that the aqueous extracts of different
organs inhibit the radical or scavenge the radical in a
concentration dependent manner. The scavenging activity
of ABTS by the plant extract was found to be remarkably
high. This implies that the plant extracts could be useful for
treating radical-related pathological damages especially at
higher concentrations. In the present study, the reducing
power of the different parts extracts of T. hirsuta was found
to be steadily increased in direct proportion to the increasing
concentration of the extract. The presence of reductants like

Table 4
Pearson’s correlation coefficients (r) of antioxidants activities of the aerial part of Thymelaea hirsuta

ABTS;stem  ABTS;leaf ABTSiflower FRAPstem FRAPleaf FRAP flower DPPHstem DPPHleaf = DPPH leaf
ABTS;stem 1 = = 0.997 = = 0.987 = —0.857
ABTS,leaf - 1 - 0.990 - - —0.841 -
ABTS flower - - 1 - - -0.782 - - -
FRAP stem 0.997 = = 1 = = 0.980 = =
FRAP leaf - 0.996 - - 1 - - -0.783
FRAP flower - - -0.782 - - 1 - - 0.954
DPPH stem 0.987 = = - - - 1 - -
DPPH leaf - —0.841 - - -0.783 - 1 -
DPPH flower - - —0.857 - - 0.954 - - 1
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antioxidant substances in the samples causes a reduction
of the Fe™ to Fe” form. Therefore, the ability of a compound
to transfer electron is a significant indicator of its potential
as an antioxidant(27l. This indicates that the antioxidant
compounds are electron donors and could reduce the
oxidized intermediate of lipid peroxidation processes; thus
acting as primary and secondary antioxidantsi28l. These
findings verify the efficiency of the different parts extracts
of T. hirsuta against the ABTS radical cation, DPPH radical as
well as in FRAP assay. There were good correlations among
the antioxidant activities based on ABTS and FRAP assay and
DPPH radical scavenging because all these assays share the
same principle (single electron transfer). High correlation is
also found between these three assays in other plant derived
samples(291. Strong correlation of ABTS with FRAP confirms the
authenticity of results of antioxidant potential for the three
organ extracts of T. hirsuta. Quantitative phytochemical
analysis indicated that the different organs of T. hirsuta
contains significant amounts of phenolics compounds
such as total phenolic and flavonoids. The amount of total
phenolic compounds in all tested organs of the T. hirsuta
was higher than some Asian vegetables/30l, some herbs and
medicinal plants such as Armoracia rusticana, Fallopia
convolvulus, Matricaria matricarioides, Trifolium hybridum
and Typha latifolial31]. Thus, these classes of compounds
were responsible for antioxidant and free radical scavenging
effect of plant materialsi32l. The determination of antioxidant
activity of plant extracts is an unresolved problem. The
results from different antioxidant assays are even difficult
to compare because of the difference in substrates, probes,
reaction conditions and quantification methods(33]. The
antioxidant activity of phenolic compounds is mainly due
to their redox properties, which play an important role in
neutralizing free radicals, quenching singlet and triplet
oxygen. Flavonoids are wide spread in all natural compounds
and possess a broad spectrum of biological activities. The
chemical composition of flower, stem and leaf of T. hirsuta
indicated the presence of phenolic compounds including
flavonoids, which are known to possess antioxidant
activities|34l. The high phenolic and flavonoids contents in
T. hirsuta may be responsible for its free radical scavenging
activity. Moreover, screening of phytochemical compounds
in T. hirsuta revealed the presence of tannins, alkaloids,
steroids, saponins, coumarins, reducteurs compound and
anthraquinones. The antioxidant activities of T. hirsuta
extract are due to the presence of these phytochemicals
and thus the plant could serve as potential source in
herbal medicine drugs. In the current investigation, the
extracts from 7. hirsuta flower, stem and leaf gave good
results indicating that it possesses significant amount of
phytochemicals and in vitro antioxidant activity. Phenolic
compounds and other phytochemicals appear to be
responsible for the in vitro antioxidant activity of the extracts
and may contribute to the therapeutic activity observed.
On the basis of the results obtained, T. hirsuta extracts
are rich sources of natural antioxidants appears to be an
alternative to synthetic antioxidants. This study was the first
report about the antioxidant activities of different parts of
T. hirsuta. Further investigation to determine antioxidant
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activity by in vivo methods could be considered.
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Comments

Background

Plants constitute an important source of active natural
products which differ widely in terms of structures,
biological properties and mechanisms of actions. Various
phytochemical components, especially polyphenols (such as
flavonoids, phenyl propanoids, phenolic acids, tannins, etc.)
are known to be responsible for the free radical scavenging
and antioxidant activities.

Research frontiers

Studies are being performed in order to determine that
T. hirsuta extracts are rich sources of natural antioxidants,
which appear to be an alternative to synthetic antioxidants
and justify its therapeutic usage.

Related reports

Data regarding phytochemical qualitative and quantitative
analysis are in agreement with more researchers in the same
domain, the same remarque about antioxidant activities.

Innovations & breakthroughs

Results of preliminary phytochemical screening of leaf,
flower and stem of T. hirsuta revealed the presence of
tannins, alkaloids, steroids, saponins, coumarins, reducteurs
compound and anthraquinones. The total phenolics and
flavonoids were estimated. The aqueous extracts of the
aerial parts of T. hirsuta showed potent in vitro antioxydant
activities using various models viz, DPPH scavenging assay,
FRAP and ABTS radical scavenging activity.

Applications

It may be significant to know antioxidant capacity of 7.
hirsuta. The results of the present study suggest relatively
high level of total phenols content and flavonoids of the
aqueous extract of the three organs of 7. hirsuta.

P(’,er r(’l,‘i(’ul

This is a good study in which the authors evaluated
phytochemical qualitative and quantitative analysis of total
phenols, flavonoids and antioxidant capacity of three parts
of T. hirsuta.
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Conclusion

CONCLUSION

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en thérapeutique. En
effet, les plantes médicinales restent toujours leurs sources fiables dont il faut tirer le maximum de
profit pour le bien-étre des populations, surtout des plus démunies.

Les tests phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont révélé la présence
des alcaloides, des tanins, des quinones, des oses et des holosides, des mucilages, des dérives
anthracéniques (O-hétérosides a génines réduits et C- hétérosides), des coumarines, des stérols des
triterpénes, des génines libres, des saponosides et des leucoanthocyanes a différentes proportions
dans les trois organes de la plante, et I’absence des anthocyanes, des anthraquinones libres, des
hétérosides cardiotoniques, des hétérosides cyanogénique, des protéines et des stupéfiants.
Cependant, les caroténoides, les proanthocyanidols et les composés réducteurs ont été
exclusivement présents dans les feuilles et les fleurs. Parallelement, 1’analyse effectuée par
chromatographie sur couche mince a permis de mettre en évidence, dans ces derniers, certaine
classes de métabolites secondaires appartenant au groupe des polyphénols : les flavonols, les
flavanones, les aurones et les acides phénols, dont les propriétés thérapeutiques ont été prouvées.

L’estimation quantitative des métabolites secondaires (phénols totaux, flavonoides totaux et
des tanins condenses) dans les organes analysés a montré que I’extrait issu des fleurs est
relativement le plus riche.

L’analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) avec
source Electrospray (ESI) a été faite pour la premiére fois sur les fleurs, les feuilles et brindilles de
Thymelaea hirsuta dans le but de déterminer la nature des composés. Les principaux composants de
ces extraits (feuilles, fleurs, brindilles) appartiennent a la famille des polyphénols dans laquelle les
sous familles des acides hydroxycinamiques (acide ferulique, acide caféique, acide chlorogénique,
acide feruloylquinique...), des coumarines (esculétine, scopolétine, sphondine, rutarensine...) et des
flavonoides (Isochamaejasmine, kaempférol, apigénine....) sont bien présents.

La détermination des métabolites primaires a également été réalisée. Les sucres totaux et les
sucres réducteurs semblent étre plus abondants respectivement dans les feuilles et des brindilles.
Cependant, contrairement aux brindilles, dans 1’extrait aqueux des fleurs suivis de celui des feuilles,
se sont les lipides totaux qui enregistrent des taux considérables. Qualitativement, que se soit pour
les fleurs, les feuilles ou les brindilles, le profil des acides gras (AG) accompli par chromatographie
phase gazeuse (CPG) révele une abondance d’acides gras saturés (acide caprique, laurique,
myristique, palmétique, stéarique, arachidique, béhémique et lignocérique). Quant aux acides gras
monoinsaturés (acide palmitoleique, oléique et gadoléique), une prépondérance dans les fleurs a été

notée par rapport aux feuilles et brindilles. Alors que pour les acides gras polyinsaturés et les
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omégab, une superiorité a été détectée dans les feuilles suivie des brindilles, puis des fleurs. De
méme, les feuilles renferment plus d’oméga3.

Dans la partie biologique du travail, I’investigation in vitro de 1’activité antifongique vis-a-Vvis
des dermatophytes par la méthode de microdilution en milieu liquide a révélé que les extraits
préparés a partir des différents organes possédent une remarquable activité antifongique. Celle-ci
est certainement liée a leur richesse en composés bioactifs, largement répandus dans les plantes
médicinales. L’extrait des fleurs et des brindilles possédent une activité¢ fongicide sur les deux
souches de dermatophytes testés. La meilleure activité fongicide, a I’encontre de Microsporum
audouini et Trichophyton rubrum, a été obtenue en utilisant respectivement les extraits de fleurs et
des brindilles, par contre celui des feuilles a confirmé son effet fongicide uniquement sur M.
audouinii.

L’étude de ’activité antioxydante des différentes parties de la plante a été évaluée, in vitro, par
les trois techniques : DPPH, FRAP et ABTS. Les résultats du piégeage du radical libre DPPH ont
justifié les propriétés importance en pouvoir antioxydant des différents extraits aqueux. L’ordre
décroissant du pouvoir antiradicalaire est comme suit : brindilles > feuilles » fleurs. Alors que le test
d’ABTS montre que I’extrait de fleurs semble dévoiler une activité antioxydante meilleure que celle
provoquée par les brindilles. Les feuilles présentent les composés les moins efficients dans
I’élimination des radicaux libres. L’activité antioxydante par la méthode FRAP a également montré
la relation dépendante entre la capacité de réduire le fer et I’augmentation de la concentration de
I’extrait. Comme il a été remarqué, une capacité intéressante a été présentée par les différents
extraits. Néanmoins, celui des fleurs semble montrer une activité plus puissante. Ces données
peuvent témoigner, par le biais des trois méthodes utilisées (FRAP, DPPH et ABTS), de la bonne
activité antioxydante et une capacité de piégeage de radicaux libres intéressante, en particulier celle
obtenue par I’extrait de fleurs. Cette analyse trouve une importante application dans I’industrie
pharmaceutique.

Les résultats enregistrés aussi bien par les différents dosages et les réactions de
caractérisation que par les tests des activités biologiques ont permis de confirmer 1’utilisation
traditionnelle de Thymelaea hirsuta en milieu rural. De plus, il est a prédire que les fleurs, les
brindilles et les feuille de T. hirsuta sont des antifongiques naturels trés efficaces, du fait qu’il s’agit
des extraits aqueux bruts, et peuvent étre une source tres importante de constituants
phytopharmaceutiques utilisés pour eradiquer ces infections.

L’ensemble de ces résultats ne constitue qu’une premicre étape dans la recherche de
substances et sources naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront
nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en évidences. Il serait souhaitable

de compléter et approfondir ce travail par une étude phytochimique plus détaillée.
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* Dans un premier temps, faire un fractionnement de ces extraits afin d’identifier les
molécules responsables du pouvoir antioxydant, en utilisant des techniques d’identification plus
performantes.

* Dans un deuxieme, il serait intéressant d’évaluer I’activité antioxydante par d’autres
méthodes et d’orienter les tests, in vivo, afin de déterminer de nouveaux agents thérapeutiques.

* 1l serait également intéressant d’évaluer I’activité antifongique, in vitro, sur des cultures
cellulaires de cellules isolées de 1’organisme étudié pour justifier les résultats obtenus, ainsi que sur
des souches cancéreuses.

* Une utilisation in vivo, des molécules bioactives isolées, serait souhaitable pour déterminer
les tissus et organes cibles et rechercher par conséquent leurs mécanismes d’action au niveau
tissulaire et moléculaire. Cette étude permettrait alors, de mettre en évidence le principe actif de (ou
des) I’extrait de Thymelaea hirsuta et/ou une éventuelle synergie entre les différents composeés
chimiques.

* Enfin d’autres activités biologiques peuvent ¢galement étre évaluées aussi bien in vitro

qu’in vivo (antidiabétique, antitumorale ... et autres).
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Composition des réactifs

®Liqueur de Fehling

Réactif a chaud

Solution A

Eau distillée ............o....... 500 ml contenant 5 ml d’H2S0O4

Laisser refroidir puis compléter au litre avec 1’eau distillée

Solution B
Sel de Seignette .......................150 g
Eau distillée ....................... 500 ml

Refroidir puis ajouter 300 ml de lessive de soude non carbonaté, compléter au litre avec 1I’eau

distillée.

NB: mélanger les 2 solutions a volume égal au moment de I’emploi

®Réactif de Baljet

Acide picrique ......ovvvviiiiiiieiene, 19
Ethanol 50°........ccooviiiiiiiie 100 ml

®Réactif de Keede

Acide dinitro 3-5 benzoique .............1 0
Ethanol 96° .................coeiiiiis 100 ml

®Reéactif de Raymond Marthoud
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1-3 m dinitrobenzeéne ...................... 19
Ethanol 96° qsp ........ccevvvvvnnnnn, 100 ml

Papier picrosodé

En trempant du papier a filtré dans une solution obtenue a chaud de 1g d’acide picrique et
100g d’eau, solution préalablement additionnée de 10 g de carbonate de soude ; ce papier se colore

en rouge en présence des vapeurs d’acide cyanhydrique (imbibé le papier).
®Réactif de Guignard

Préparation papier picrosode

Acide picrique ..........oeviiiiiiiiiniiiieen 1 g
Carbonate de sodium ........................ 10 g
Eaudistillée ..., 100 ml

®Réactif de Dragendorff:

Il s'agit d'un mélange (V/V) de deux solutions A et B.

- Solution A

Nitrate de bismuth...........coceeeivviiiie e, 1,79
Acide tartrique concentré............cccceeveeenne. 209
Eau distillée.......cc.ooovvvviiiiiieiiiie e 100 ml
- Solution B

lodure de potassium.........ccccceverervreennn. 10g
Eau distillée .......oooovvveiiiiieeee 100 ml

Le mélange a été ensuite additionné de 10 g d'acide tartrique. Une agitation de 30mn a été

nécessaire apres avoir ramené son volume a 100 ml avec de I'eau distillée.
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®Réactif de MAYER :

Chlorure de mercure........cccccoeevvveeeiiivineennne 1,36 g
lodure de potasSium..........ccocvevverenencieneniens 59
Eau distillée..........ccoovevveiiieec gsp 100 ml

®Reéactif de DNS

Deux (2) g de DNS et 3,2 g de soude ont été dissous dans 70 ml d'eau distillée. Ensuite, 60 g
de tartrate double de sodium-potassium ont été progressivement ajoutés a ce mélange sous
chauffage et agitation. Le volume de ce mélange a été complété a 100 ml avec de I'eau distillée.
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Annexe 11
Préparations des milieux de culture
1- milieu Sabouraud gélose
-Peptone........ooiiiiiii 10g
-Glucose. ..o 20¢g
SAGAT. I5¢g
- Eau distillée stérile..................... 1000 g

pH:6,0£0,2

La peptone, le glucose et 1’agar ont été dissous dans un litre d’eau distillée. Attendre 5 min
puis bien agiter afin d’obtenir une suspension homogene. Chauffer en agitant jusqu’a dissolution
complete. Le milieu ainsi préparé est stérilisé¢ a I’autoclave a la température de 121°C pendant 15

min.

2- Sabouraud gélose + Chloramphénicol + Actidione

-Peptone........ooiiiiiii 10¢g
-Glucose....oovvviiiiii 2049
SAGAT. I5¢g
- Chloramphénicol......................... 10,5¢g
- Eau distillée stérile.................... .. 1000 g
-Actidione (cycloheximide)................. 0,5¢
pH:6,0+£0,2

On a procédé au chauffage du mélange en agitant jusqu’a I’obtention d’une suspension
homogéne. Le milieu ainsi préparé a été stérilisé a ’autoclave pendant 15 mn a 118 °C (apres

contréle du pH).



Annexes

Annexe |11

Tableau 1. Teneurs des extraits aqueux de T.hirsuta en polyphénols totaux, flavonoides, tannins,

sucres totaux et sucres réducteurs.

Extraits | Phénols Flavonoides| Tannins® | Sucres totaux'® | Sucres réducteurs®
totaux® totaux®

Feuilles 61,12+1,28 3,15+£0,15 60,16+0,35 | 262,44+0,58 12,20+0,07

Fleurs 113,96+9,97 | 5,70%0,06 67,85+0,81 | 177,55+6,41 14,06+0,23

Brindilles | 93,78+3,12 2,61+0,13 46,35+1,44 | 96,89+2,33 22,39+0,15

@mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EAG/g d’extrait de

lyophilisat).

() mg d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EQ/g).

© mg d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EC/g).

@ mg d’équivalent de maltose par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EMA/g).

© mg d’équivalent de maltose par gramme d’extrait de lyophilisat (mg EAG/g).
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Tableau 2 : Résultats de depouillement détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux des feuilles
de Thymelaea hirsuta en mode négatif.

N° Temps de rétention MS Fragmentation MS-MS ou MS2
1 0.01 et 0.94 155 87-111-136.84

2 0.01et2.10 117.06 | 73-99

3 0.02 et 14.41 174.99 | 154.92-156.84

4 0.02 et 21.50 157.06 | 89-113-138.92-157

5 0.02 et 22.70 219.17 | 112.92-172.92-150.91-174.92
6 0.15 234.88 | 214.84-216.84-220.09

7 0.85 et 0.98 173.04 | 131-154.84-156

8 0.96etl 159.08 | 114.92-115.92

9 0.99 et 23.44 321.44 | 233.09-277.01

10 1et2.96 133.27 | 114.92

11 let7.57 483.09 |321.01

12 1.03 et 22.02 191.19 | 85.08-93.09-111-127-171-173
13 1.04 et 1.87 165.18 | 105.09-129-147

14 1.05 et 2.92 317.16 | 164.92-224.92-240.92

15 1.07et1.78 195.21 | 129-159-177.01

16 11letl.21 192.03 | 85.08-93-111-127-171-173

17 1.85 et 19.89 323.20 | 161-179-204.09-233.01-263.01
18 1.93 et 28.21 295.19 | 96.92-165.09-251.17-277.17
19 2.75 et 27.99 325.13 | 183

20 2.94 et 3.82 457.18 | 163-205-325.01

21 2.97 et 3.48 315.19 | 109-152.92-164.92

22 2.06 et 3.03 151.33 | 107-108

23 2.08 et 2.73 152 .36 | 108-109

24 2.11et9.72 153.33 | 109-109.92

25 2.15 et 2.65 150.52 | 106-107

26 2.21 et 2.60 164.34 | 147

27 3.03 et 3.10 113.46 | 68.92- 84.92

28 3.07 et 14.87 331.18 | 240.92-295.18-313.18

29 3.12 et 3.62 458.17 | 163-205-325.01

30 3.13 et 13.37 451.27 | 180.92-240.92-256.92-405.18
31 3.16 405.26 | 160.92-167-179-225-243.01-386.93
32 3.18 et 16.48 343.16 | 181-240.92-256.92-328.09

33 3.54 et 3.84 203.31 | 116-142-159-186.01

34 3.71 et 4.37 345.16 | 180.92-240.92-309.01

35 3.84 et 27.77 485.20 | 240.92-427.10-485.26
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36 3.90 et 18.76 351.18 | 215.01-336.01

37 3.92 et 27.23 353.20 | 179-191-232.92

38 3.99 et 23.83 307.23 | 179- 199.09-289.01

39 4.37 et 4.87 179.33 | 135-135.92

40 454 et4.71 177.37 | 132.92-133.92

41 4.72et5.15 357.21 | 180.92-240.92

42 5.17 et 5.56 176.46 | 93-111-132.92-135-155

43 5.52 et 15.69 593.19 | 285.01-353.09-383.09-473.10-503.10-575.10

44 5.92et7.38 421.20 | 164.92-224.92-299.01

45 5.96 et 9.80 431.28 | 385.09

46 5.99et 8.09 385.28 | 153-161-205.09-223.09-267.01

47 6.13 et 6.26 423.26 | 205.09-226.92-301.01-303.01-377.18-385.09-
387.18-405.10

48 6.37 et 8.16 367.28 | 173-191-193

49 6.39 et 6.78 163.40 | 119

50 6.44 et 11.29 401.22 | 180.92-240.92

51 6.56 et 13.69 371.24 | 249.01-327.01-353.01

52 6.57 et 8.27 427.22 | 240.92-256.92-367.09-397.09

53 6.65 et 15.48 594.18 | 285.01-353.09-383.09-473.10-503.10-575.10

54 6.80 et 15.34 595.15 | 285.01-354.09-474.10-504.10-576.10

55 7.20 et 8 .03 429.23 | 240.92-256.92-341.01-369.09

56 7.40et13.21 409.15 | 180.92-240.92-365.01-394.01

57 7.53 et 15.75 327.22 | 171.09-211.09-229.09-256.92-291.18-309.18

58 7.59 et 37.30 269.31 | 135-223.17-251.17-

59 7.77et9.15 349.17 | 180.92-240.92

60 8.10 et 8.87 350.14 | 180.92-240.92-349.01

61 8.18 et 15 465.20 | 180.92-240.92-256.92

62 8.29 et 11.65 467.22 | 180.92-240.92-256.92-323.09-423.10

63 8.58 et 17.57 387.28 | 240.92-343.26

64 8.60 et 9.06 466.19 | 180.92-240.92-256.92-467.10

65 8.91 et 27.80 468.18 | 192.92-240.92-422.18

66 9.12 et 10.10 469.19 | 180.92-240.92-242.92-468.10

67 9.21et9.25 583.26 | 435.09-493.10-565.10

68 9.27et9.70 493.18 | 317.01

69 9.40 et 9.55 415.30 | 160.92-179-225-369.18

70 9.47 et 13.19 417.31 | 150.92-165.92-181-371.18-402.10

71 9.57et17.19 407.31 | 251.17-289.17-327.26-345.26-353.18

72 9.68 et 9.76 507.18 | 256.92-331.01

73 9.70 et 14.24 411.24 | 180.92-240.92-256.92-327.01

74 10.10 et 10.59 533.19 | 371.01

75 10.14 et 10.58 322.14 | 233.09-277.01-

76 10.28 et 10.47 534.20 | 372.01

77 10.45 et 10.78 363.14 | 180.92-240.92

78 10.71 et 10.95 341.23 | 96.92-180.92-240.92

79 10.74 et 10.82 607.27 | 298.01-313.01
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80 10.80 et 13.06 413.28 | 180.92-240.92-253.18-413.10

81 10.82 et 11.14 577.21 | 268-283.01

82 10.86 et 11.07 578.21 | 268-283.01

83 11.09 et 13.13 449.27 | 180.92-240.92-256.92-285.01

84 11.16 et 11.31 521.20 | 345.01

85 11.29 et 17.37 448.19 | 255.01-284.01-327.01

86 11.46 et 12.66 453.27 | 180.92-240.92-242.92-452.10

87 11.61 et 11.67 475.23 | 298.01-313.01

88 11.67 et 12.87 450.26 | 180.92-240.92-256.92-451.10

89 11.69 et 11.97 44521 | 283.01

90 11.73 et 11.86 446.22 | 283.01

91 11.99 et 12.75 452.23 | 180.92-240.92-256.92-451.10

92 12.37 et 12.64 643.11 | 437.01-481.01-499.01

93 12.77 et 13.52 657.21 | 351.01-

94 13.08 et 13.23 455.27 | 180.92-240.92-375.09-386.84-437.18

95 13.17 et 13.77 435.23 | 240.92

96 13.25 et 14.47 575.27 | 180.92-240.92-506.76-556.68

97 13.69 et 14.22 328.31 | 171.09-211.09-229.09-239.09-291.18-309.18

98 13.71 et 14.36 527.31 | 180.92-240.92-447.18-459.10-527.18

99 13.79 et 15.34 329.31 | 171.09-211.09-229.09-293.18-311.18

100 14.24 et 33.12 227.33 | 165.09-183.09-

101 14.43 et 15.15 301.31 | 221.17-265.17-283.18

102 14.49 et 14.92 242.34 | 181.09-225.09-226.09

103 14.54 et 14.60 809.24 | 417.09-565.18-613.18-667.18-713.19-743.27-
791.27

104 14.62 et 15.07 464.39 | 396.84-402.26-420.26-446.26

105 14.75 et 21.38 243.25 | 174.92-197.17-225.09-243.17

106 14.89 et 15.15 330.34 | 171.09-211.09-229.09-293.18-311.18

107 15.50 et 16.18 287.31 | 241.17-269.17

108 15.60 et 16.08 288.32 | 241.17-269.17

109 15.71 et 15.93 289.27 | 242.17-270.17

110 15.75 et 15.97 355.26 | 287.17-309.18

111 15.95 et 16.82 395.19 | 240.92-256.92-326.84-380.93

112 15.99 et 18.31 143.45 | 98.92 -100.84-101.92-116-125

113 16.10 et 16.42 481.19 | 160.92-437.01

114 16.16 et 16.33 482.14 | 160.92-438.01

115 16.40 et 16.84 285.30 | 139-155.09-211.19-216.92-241.17-265.17-267.094

116 16.54 et 17.50 352.11 | 336.01-323.01

117 16.61 et 16.65 396.22 | 240.92-256.92-380.93-

118 16.71 et 26.60 309.33 | 96.92-291.18

119 16.99 et 17.12 408.36 | 290.17-328.18-344.18-354.18

120 17.16 et 23.51 142.29 | 97.92- 99.84-100.84

121 17.46 et 17.67 223.23 | 112.92- 154.92-180.01-206.92-22.01

122 17.52 et 31.64 239.23 | 171.09-195.09-221.17-

123 17.71 et 40.02 883.57 | 518.18-533.18
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124 18.03 et 29.22 299.18 | 169.17-253.26-281.18
18.37 et 18.70 215.21 | 146.92-171-196.84-215.01
125 18.66 et 39.60 884.61 | 518.18-533.18
126 18.68 et 28.23 293.28 | 96.92-221.09-236.01-275.09
128 18.82 et 19.02 221.36 | 112.92- 152.84-164-177.01-205.09-221.09
129 18.96 et 34.74 241.31 | 223.17
130 19.10 et 32.72 390.37 | 228.09-255.17-322.84-347.18
131 19.26 et 20.41 305.25 | 125-135-249.09-277.01-287.09
132 19.83 et 26.38 311.36 | 183
133 20.94 et 37.43 255.31 | 237.17
134 21.50 et 32.21 391.37 | 255.17-322.84-345.26-347.26
135 21.58 et 23.98 171.45 | 127-144-150.92-153-171.09
136 21.88 et 22.32 172.35 | 111-144.92-154.84
137 21.90 et 39.48 283.28 | 221.09-265.17-268.01
138 22.98 et 23.40 313.36 | 185.09-215.09-277.17-295.18
139 23.10 et 23.23 314.34 | 186.09-216.09-278.17-296.18
140 23.42 et 27.28 297.29 | 183-279.17
141 23.83 et 25.37 265.29 |96.92
142 24.13 et 24.77 266.19 | 96.92
143 24.28 et 35.29 267.17 |96.92-98.92-249.17
144 25.18 et 25.80 312.28 | 183-311.18
145 25.39 et 25.54 271.37 | 225.17-253.17
146 25.88 et 26.39 310.25 | 97-309.18
147 26.62 et 27 354.25 | 353.18
148 27.08 et 27.15 326.28 | 183
149 27.78 et 28.04 294.26 | 96.92
150 28.03 et 29.28 339.31 | 183
151 28.33 et 28.58 199.41 |181.09
152 28.57 et 28.80 340.24 | 183-339.18
153 28.80 et 28.93 205.43 | 189.09
154 28.93 et 29.08 300.31 | 169.17-253.26-281.26
155 29.35 et 29.72 225.43 | 157.09-207.09-226.09
156 31.77 et 31.95 277.40 | 233.17-259.09-275.09
157 32.15 et 36.20 685.57 | 255.17-279.17-423.18
158 32.23 et 35.75 671.56 | 255.17-279.17-391.18-409.18-415.18
159 32.74 et 885.52 | 519.09-529.10-534.10
160 32.84 et 36.79 253.37 | 209.09-235.17-254.17
161 33.14 et 33.52 254.29 | 235.17
162 33.84 et 34.66 279.35 | 261.17
163 36.32 et 36.71 282.30 | 263.26
164 36.56 et 36.67 659.66 | 423.18-591.18-623.52-659.44
165 36.73 et 40.01 1190.71 | 369-500.17-598.18-827.44-925.44-1154.70
166 37.35et40.01 1191.74 | 369-500.17-599.18-828.44-926.44-1155.70
167 37.45 et 40.01 1192.74 | 369-500.17-598.18-827.44-927.44-1156.70
168 39.52 et 40.01 1193.73 | 369-500.17-599.18-828.44-926.44-1155.70
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Tableau 3 : Résultats de dépouillement détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux des feuilles
de Thymelaea hirsuta en mode positif.

N° Temps de rétention MS Fragmentation MS-MS ou MS2
1 0.01 et 25.24 185.07 | 143-167

2 0.01 et 20.65 239.05 |89-111-133-151-177195.01-221.01
3 0.14 et 2.81 217.05 |111-130.92-155-173-199.01-

4 0.82et1.10 123.05 |81.92

5 0.84 et 2.29 175.08 | 60.08-116-130-157-158

6 0.89 et 1.06 151.05 |109.92

7 0.96 et 1.04 125.15 | 84-84.92

8 1.06 et 1.18 176.08 | 60.08-116-130-157.09-158

9 1.08 et 14.78 266.15 | 87-104-126.92-248.01

10 1.09 246.15 | 175.17-266.09

11 1.10et 1.93 189.15 | 60.17-74.08-116-130-144-158-172
12 1.12et1.14 292.21 | 118-175

13 1.14et1.18 221.15 | 104.09-162.92

14 1.16 et 1.49 138.16 | 96.92-130.92-144

15 1.16 et 1.60 116.31 | 70- 106.50

16 1.20et 1.34 247.15 | 118-229.09

17 1.20 et 1.64 130.15 | 70.08-84.08-112

18 1.40et 2.86 112.28 | 81-88-94-103

19 1.60 et 1.84 132.16 | 86.08

20 1.68 115.22 | 70

21 1.71 et 10.02 229.12 | 70-124-142-211.01

22 1.73et2.71 223.08 |130.92

23 1.75et 4.46 305.08 | 287.09-305.09-306.09

24 1.78 et 1.82 241.13 | 84-128-144-196.01-197.01

25 1.86 et 2.06 170.14 | 152

26 1.95 et 2.42 154.13 | 110-112.92-135.92

27 2.06 et 2.10 332.12 | 314.09

28 2.12 et 12.58 166.14 | 120

29 2.20 322.08 | 166.09-185.09-306.09-322.01

30 2.22 et 3.22 136.18 | 91-108-114.92-115.92-126.92

31 2.3l et 2.55 120.19 | 74-93-99-103-110.92

32 2.40 et 19.61 167.08 | 83-121-125.92

33 2.81et 3.31 268.09 | 136

34 2.88 et 3.58 261.13 | 168.92-214.92-243.01-261.09

35 3.04 et 27.71 301.14 | 240.17-245.01-259.09

36 3.09 et 24.84 269.13 | 136-136.92-224.09

37 3.15 et 28.17 429.22 | 232.01-371.09-398.10-429.26-430.26
38 3.24 et 6.74 481.16 | 317.01-349.01-481.18

39 3.33et 14 205.11 | 184.01-188.01

40 3.38 et 3.49 277.10 | 184.92-233.01-259.01-260.01

41 3.54 et 6.70 497.09 | 200.92-333.01-365.01-407.01-453.10-479.10
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42 3.61et3.81 188.12 | 144.09 -146

43 3.85¢et4.32 321.14 | 228.92-275.01-277.01-303.01-312.01

44 3.88 et 4.33 300.23 | 259.09-283.09

45 3.99 et 4.28 306.16 | 305.09-306.09

46 4.35¢et17.63 365.18 | 262.17-307.18

47 4.48 et 5.04 344.21 | 327.18

48 4.58 et 4.65 326.13 | 184.92-235.01-267.01-281.01-308.01-309.01-
317.01

49 4.79 et 4.95 350.18 | 349.09-350.09

50 4.97 et 9.78 395.15 | 184..92-233.01-364.01

51 5.06 et 5.75 373.18 | 193-211-285.01-355.09

52 5.13 et 9.69 411.14 | 249.09-291.09-393.10

53 5.18 et 5.32 493.17 | 204.92-266.01-445.10-463.10

54 5.34et5.41 463.19 | 204.92-266.01-415.10-433.10-445.10

55 5.36 et 9.73 393.22 | 202.92-231.09-311.09-393.18

56 5.48 et 5.64 388.26 | 371.18

57 5.71et19.27 475.16 | 331.09-475.26

58 5.77et5.91 168.19 | 83-84

59 5.86 et 9.57 409.15 | 184.92-202.92-229.01-247.01-289.01-319.09-
349.09-391.09

60 5.93 et 29.88 425.18 | 305.01-323.09-365.09-407.10

61 6.05 et 25.62 233.64 | 213.01

62 6.12 et 21.50 437.24 | 303.01-437.18

63 6.17et6.35 410.18 | 184.92-202.92-229.01-247.01-289.09-349.09-
392.09

64 6.37-8.66 427.20 | 265.01-366.09-383 .09-409.10

65 6.40 12.51 211.18 | 119-135-175.09-181.01-193.09-194.01

66 6.49 et 6.72 476.35 |459.18

67 6.72 et 15.42 617.17 | 331.01-497.01-581.02-599.10

68 6.74 et 15.24 595.15 | 458.01-476.10-529.10-560.10-577.10

69 6.93 et 15.36 618.14 | 331.01-599.10

70 6.96 et 7.06 596.13 | 457.01-475.10-530.10-559.10-578.10

71 7.01et7.06 633.15 | 513.01-543.02-573.02-615.02-624.02

72 7.08 et 33.16 337.64 | 281.09-317.01

73 7.10et7.16 525.30 | 525.27

74 7.18 et 8.20 273.21 | 213.01-215.01-252.92-255.01-273.09

75 7.23 et 7.53 507.11 | 344.93

76 7.25¢et 7.58 564.38 | 547.27

77 7.31 et 7.33 765.23 | 603.10

78 7.60 et 7.80 621.26 | 381.01-395.01-459.10-591.10

79 7.62 et 7.98 608.39 | 591.27

80 7.67et7.96 613.32 | 613.27

81 7.87 et 7.92 629.28 | 585.18-611.10-629.27

82 7.99 et 8.35 652.37 | 635.35

83 8.13 et 10.65 345.24 | 114.92-211.01-253.09-271.01-285.01-313.01-
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327.09-328.09-
84 8.23 et 8.28 673.35 | 511.01-529.10-625.10-655.19
85 8.33 et 8.59 696.48 | 679.35
86 8.35 et 8.38 764.30 | 459.09-424.10-538.10-734.19
87 8.45 et 8.64 412.22 | 249.09-411.10
88 8.69 et 8.90 740.48 | 723.35
89 8.85 et 26.87 399.21 | 202-399.18
90 9.02 et 24.36 401.27 | 392.68-401.26
91 9.06 et 9.16 784.49 | 767.36
92 9.14 et 9.98 153.19 | 69-111.92-132.92
93 9.48 et 9.50 394.23 | 185-203-231.09-273.09-303.09-333.09-375.09
94 9.52 et 9.61 396.20 | 185-233.09-275.09-377.18
95 9.75 et 20.04 139.08 | 96- 97.92-98.92-120.92
96 9.80 et 9.84 605.20 | 395.09-575.18
97 9.89 et 10.05 331.22 | 273.09-313.09-331.09
98 9.91 et 22.87 459.22 | 232-411.10-429.10-459.26
99 9.96 et 10.72 625.20 | 204.92-415.09-429.09-577.10-595.10-607.10
100 10 et 10.03 461.25 | 234-413.10-431.10-443.10-
101 10.04 et 10.66 557.16 | 395.01
102 10.07 et 10.17 460.18 | 232-411.10-429.10
103 10.16 et 10.51 573.15 |411.01
104 10.19 et 10.36 558.11 | 395.01
105 10.34 et 10.53 249.15 | 172.92-191.01-193.09-226.92-231.01-240.01
106 10.53 et 10.67 379.15 | 185-217.01-308.01-348.09-
107 10.62 et 19.25 519.31 | 375.18-519.27
108 10.69 et 10.86 631.20 | 317.01-337.01-499.01-613.10
109 10.74 et 10.84 632.20 | 317.01-337.01-499.01-613.10
110 10.81 et 11.25 601.16 | 307.01-317.01
111 10.83 et 11.13 602.19 | 307.01-317.01
112 10.87 et 11.88 285.10 | 270.01-285.01
113 10.89 et 11.58 579.15 | 285.01
114 11.16 et 11.30 685.28 | 204.92- 249-445.09-459.09-475.10-637.19-
655.19-667.19

115 11.24 et 11.60 471.13 | 184.92-308.92
116 11.29 et 11.51 472.16 | 184.92-310.01
117 11.32et11.41 287.08 | 164.92-213.01-219.84-241.01-269.01-287.01
118 11.43 et 11.56 655.23 | 204.92-415.09-429.09-458.09-607.10-625.18-
119 11.49 et 17.22 155.07 | 112-113.92
120 11.55et 11.72 499.16 | 337.01
121 11.60 et 11.97 315.16 | 255.09-300.01-315.09
122 11.67 et 11.99 469.19 | 307.01
123 11.73 et 22.17 470.12 | 171.09- 307.01-453.26
124 11.92 et 13.30 140.15 | 96-98.92-99.92- 119.42

11.97 et 12.07 255.17 | 213.01
125 12.06 et 12.13 389.27 | 371.09-389.18
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126 12.17 et 26.17 575.28 | 375.18-515.18

128 12.69 et 14.51 607.29 | 410.09-559.10-577.10

129 12.99 et 18.31 309.19 | 240.84-268.09-291.09-

130 13.38 et 13.47 213.18 | 171.92-192.51-195.01-204.92

131 13.41 et 14.25 200.25 | 116.09-132.84-200.17-201.17

132 13.67 et 14.22 351.23 | 235.01-281.09-315.09-333.09

133 13.73 et 14.11 367.21 | 211-251.01-297.01-331.09-349.09

134 13.93 et 14.09 637.25 | 410.09-440.09-589.10-607.18

135 14.56 et 14.59 833.31 | 439.01-453.01-467.09-637.18-649.10-785.19-
803.19

136 14.85 et 18.01 353.21 | 178.92-235.01-267.01-335.18-337.93

137 14.94 et 15.12 205.66 | 185.01-194.01

138 14.99 et 33.76 369.22 | 239.09-252.09-326.18-369.26

139 15.50 et 35.70 368.25 | 252.09-326.18

140 15.62 et 16.01 311.24 | 293.09

141 15.63 et 15.70 279.21 | 221.01-247.01-261.01

142 15.72- 15.97 327.20 | 309.09-310.09

143 16.19 et 16.69 271.14 | 202.84-224.92-240.17-252.84-271.09-272.09

144 16.53 et 16.60 158.14 | 98.92-102-117.84-136.92

145 17.11 et 21.13 302.26 | 184.17-260.17

146 17.13 et 18.24 186.20 | 57-71.08-85.08-144-165

147 17.40 et 22.43 343.29 | 240.17

148 17.42 et 17.54 240.26 | 95-109-183.09-240.17

149 18.32 et 18.44 455.24 | 295.09-383.09

150 18.69-18.78 329.23 | 117-287.17-329.18-330.18

151 18.98 et 22.28 431.25 | 287.09-431.18

152 19.15et 22.12 514.35 | 171.08-497.35

153 19.34 et 27.88 446.22 | 216.92-252.09-404.10-445.26

154 20.34 et 20.48 397.19 | 183-237.01

155 20.46 et 21.38 256.80 | 126.92-236.09

156 21.15 et 33.53 328.29 | 117-286.17

157 21.22 et 21.58 169.28 | 127.92-148.50-157.50

158 21.33 et 21.45 453.19 | 236.92-240.09-281.01-350.18-378.84-324.09-
384.84-435.18

159 21.49 et 21.93 359.25 | 359.18

160 21.56 et 21.70 354.30 | 103-175.09-337.18

161 21.61 et 21.75 360.24 | 359.18

162 22.57 591.39 | 368.29-446.18-547.35-591.35

163 22.59 et 22.66 547.34 | 375.09-547.27

164 22.64 et 22.77 503.32 | 331.09-503.27

165 22.80 et 24.63 313.24 | 268.17-313.18-314.18

166 22.85—-22.94 415.29 | 243.01-415.18

167 23.70 et 23.76 616.45 | 599.35-615.52

168 23.78 et 23.83 572.43 | 415.18-555.35

169 23.87et 23.94 528.45 |511.35
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170 23.96 et 24.06 489.36 | 489.26

171 23.97et 24.04 484.39 | 467.26

172 24.34 et 24.50 357.30 | 357.18

173 24.90 et 32.26 286.25 | 242.17 -243.17

174 25.33 674.54 | 233.67 -328.26-368.26-446.18-674.52

175 25.42 et 25.44 630.50 | 459.18-613.35

176 25.64 et 25.71 702.53 | 227.09-357.09-685.35

177 25.73 et 25.85 658.50 | 227.09-641.35

178 25.80 et 25.83 663.43 | 463.18

179 25.87 et 26.01 619.42 | 419.18-619.35

180 25.89 et 25.99 614.44 | 227.09-597.35

181 26.03 et 26.13 570.48 | 227.09-553.35

182 26.15 et 26.35 531.33 | 331.09

183 26.22 et 26.29 526.41 | 227.09-509.27

184 26.31 et 26.54 487.33 | 487.26

185 26.43 488.28 | 328.34 -368.26-446.26-487.35

186 26.94 et 27.11 447.27 | 216.92-252.09-268.09-350.18-378.84-404.10-
406.10-448.18

187 27 et 32.09 346..31 | 117-286.17-304.18-328.18

188 27.90 et 28.16 295.24 | 114.92-158.84-207.01-226.84-239.01-254.01-
277.09-295.18

189 27.91 et 32.24 370.27 | 353.09-327.18-328.18-369.26

200 28.23 et 28.39 423.19 | 301.09

201 28.28 et 28.47 385.31 | 385.26

202 28.52 et 28.60 341.31 | 298.09-341.18 -342.18

203 32.26 et 35.09 907.56 | 553.18-629.18

204 32.28 et 34.79 615.65 | 615.52

205 32.91 et 32.96 338.26 | 281.09-338.18

206 32.98 et 33.06 325.24 | 257.01-326.34

207 33.38 et 34.11 684.15 | 340.92-355.01-429.01

208 33.43 et 33.95 908.54 | 553.18-629.18

209 33.63 et 39.98 1178.73 | 949.53-967.53

210 33.87 et 36.43 773.53 | 544.26-562.23

211 34.05 et 39.99 1179.69 | 949.53-967.53

212 34.97et 39.99 1100.73 | 871.52-889.52-

213 35.56 et 39.99 1101.76 | 871.52-889.52

214 35.61 et 40 1180.73 | 950.53-968.53

215 36.02 et 36.30 1026.77 | 797.52-815.52-

216 36.73 et 36.76 535.39 | 355.18-411.26
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Tableau 4 : Résultats de dépouillement détectés par LC-MS au sein de 1’extrait aqueux des fleurs
de Thymelaea hirsuta en mode négatif.

N° Temps de rétention MS Fragmentation MS-MS ou MS2
2 2.96 117 73-99

3 3.48 17499 | 155-157

4 21.59 157 89-113-139

5 22.53 219 113-151-175-205-219
7 1.02 173 131-155-156

8 1.02 159 115-116

9 7.49 137 93

10 1 209 163-191

11 1.09 405 191-387

12 1.03 et 22 191 85-111-127-173

13 1.04et1.78 192 85-111-127-171-173
14 1.04 et 3.10 133 115

15 1.06 et 9.68 317 165-207-225

16 1.06 et 29.77 225 207-225

17 1.07etl1.84 195 129-159-177

18 1.11 165 105-129-147

19 1.13 et 9.86 161 99-101

20 1.20 et 19.89 323 161-179-233-263-278-323
21 1.49 et 2.88 117 73 -99

22 1.98 et 16.41 437 393-419-437

23 2.15 324 161-179-234-264

24 2.17 et 2.60 164 147

25 2.19et2.34 118 73-74 -75- 100

26 2.37eth 151 107-108

27 2.39 et 2.54 152 108-109

28 2.56 et 10.23 153 109-135

29 2.62 et 27.64 326 183-325

30 2.84 et 3.03 422 161-233-278-305

31 2.94 162 99-100-102

32 3.07 et 3.76 315 153-165

33 3.20 et 3.42 113 69-69-81-85

34 3.22 et 3.87 203 116- 142-159-186
35 3.37 et 28.59 293 96-221-236-293

36 3.40 et 3.84 457 163-205-325

37 3.50et11.61 447 284-327

38 3.67 et 4.20 436 161-202-233-292-305
39 3.86et11.48 448 255-284-327

40 4.18 et 27.55 353 191-337-353.18

41 4.22 et 23.56 351 336

42 4.35 et 14.99 331 161-179-313
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43 4.48 et 5.16 179 135-136

44 4.52 et 4.78 463 168-287-331-445

45 4.69 et 24.15 307 179-199- 289

46 4.82 et 22.82 491 251-281-371

47 4.89 et 5.02 177 133-134

48 5.04 et 15.51 593 285-353-473-503

49 5.17 et 5.27 470 161-233-305-326

50 5.29et9.15 349 181-241-331

o1 5.53et5.76 121 77-78

52 5.55 176.59 | 93-109-111-133-158-179-
53 5.78 et 8.34 367 173-193

54 5.80 et 16.37 483 321-438

55 5.86 et 15.38 594, 353-473-503

56 5.91-6.66 401 165-225-299

57 6.15et 7.47 421 224.92-299

58 6.51et6.72 289 179 -205-245

59 6.60 et 8.70 193 134-149-178

60 6.94 et 7.07 595 354-474-504-576

61 7.25et7.62 484 321

62 7.47et 14.54 371 312-327-353

63 7.50 et 7.96 187. 125 -126

64 7.71¢et8.64 639 463

65 7.77 et 15.68 327 171-211-229-291-309

66 7.81et11.14 S77 268-283

67 7.88 et 8.19 377 331

68 8.04 et 8.40 319. 237.92-301.01-463.02

69 8.15 et 8.85 509 333

70 8.32 et 8.47 651 327-339-633

71 8.49 et 33.46 254 235-254

72 8.59 et 8.65 433 271-313-387

73 8.66 et 8.95 465 151-241-257-285-303-447
74 8.68 et 9.55 419 266-338-533-

75 8.72 et 9.22 467 323

76 8.87 et 9.21 597 357-387-417-489-477-579
77 8.93 et 9.48 839 371.01-533.10-677.10

78 8.97 et 9.13 598 358.01-388.01-418.01-478.10-580.10
79 9.11 et 10.03 493 317.01

80 9.23et9.70 246 113- 157.92-299.01-317.01
81 9.24 et 10.08 477 301.01

82 9.72-11.63 475.24 | 298.92-373.09-415.18

83 9.86 et 23.42 321.15 | 233.09-277.01

84 9.96 et 16.01 322.07 | 233.09-277.01-321.01

85 10.10 et 10.96 533.18 | 371.09

86 10.21 et 10.80 534.12 | 371.09

87 10.32 et 11.60 555.13 | 375.01-393.01
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88 10.80 et 11.26 411.23 | 240.92-256.92
89 10.86 et 11.07 578.21 | 267.92-283.01
90 10.98 et 11.22 341.23 | 180.92-240.92
91 11.09 et 11.28 361.24 | 165-179-313.09-346.09
92 11.16 et 11.58 561.19 | 351.01- 369.01- 387.01
93 11.30 et 12.86 270.24 | 254.92-285.01
94 11.31 et 16.58 285.20 | 213.01- 241.01-257.01-267.01-285.01
95 11.59 et 20.49 541.12 | 254.92-447.01-497.01
96 11.62 et 39.41 283.23 | 255.01-268.01-283.26-284.18
97 11.67 et 11.98 44517 | 283.01
98 11.71et11.89 446.22 | 283.01
99 11.78 et 17.19 329.28 | 171.09-211.09-229.09-293.18-311.18
100 12.28 -12.73 643.18 | 481.01-499.01-541.01
101 12.57 et 13.93 657.14 | 351.01
102 12.96 et 13.14 542.21 | 448.01-456.10-498.10
103 11.97 et 15.42 301.32 | 221.17-265.17-283.18
104 12.38 et 12.57 644.15 | 481.01-500.01-542.02
105 12.65¢et 13.78 658.22 | 352.01
106 12.84 et 12.88 449.36 | 287.17-431.26
107 12.90 et 13.24 659.20 | 353.01-395.01-615.18
108 13.25 et 13.37 373.22 | 223.01-235.01-327.09-355.09
109 13.30 et 13.76 372.14 | 312.09-327.09-353.01
110 13.80 et 14.26 328.30 | 171.09-211.09-229.09-291.18-309.18
111 13.95 et 15.28 357.23 | 147-151-209-298.09-313.09-342.01
112 14.21 et 14.28 543 417-437
113 14.38 et 32.96 227.29 | 165.09-183.09-227.17-228.09
114 14.56 et 14.97 242.30 | 181.09-225.09-226.09
115 14.71 et 14.73 459.26 | 357.18-399.18-415.18-440.76-444.10
116 14.75et 21.44 243.26 | 174.92-182.09-197.17-225.09-226.09
117 14.91 et 15.38 330.29 | 171.09-211.17-229.09-293.18-311.18
118 13.43 et 37.53 709.25 | 279.17-447.18
119 15.39-16.45 431.11 | 351.01
120 15.51 et 30.28 337.18 | 337.18
121 15.53 et 16.03 432.04 | 352.01
122 15.55 et 16.16 287.33 | 241.17-269.17-287.18
123 15.66 et 16.07 288.31 | 241.17-269.17-288.18
124 16.05 et 16.56 481.15 | 161-437.01
16.09- 16.49 482.13 | 161 -437.10
125 16.43 et 19.92 352.13 | 336.01
126 16.61 et 16.99 725.10 | 335.92-351.01
128 17.13 et 26.91 309.41 | 96.92-309.18
129 17.21 et 26.69 311.45 | 183-311.18
130 17.42 et 17.57 387.31 | 341.18-343.26
131 17.52 et 17.61 223.23 | 112.92-154.84-180.01-206.92-222.92
132 17.59 et 23.60 142.25 | 97.75-99.92- 100.84
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133 17.74 et 37.14 269.29 | 135-270.18

134 18.05 et 18.35 143.46 | 98.92-100.84-101.92-125

135 18.37 et 18.71 215.24 | 146.92-169.09-171-196.84-215.01

136 16.59 et 17.12 701.09 | 495.01-598.02-642.01-657.01

137 18.95 et 19.10 221.38 | 112.92-152.84-164-177.01-202.84-205.01-221.0

138 19.23 et 32.49 390.35 | 228.09-255.17-322.84-

139 19.91 et 27.75 468.32 | 193-422.18

140 20.34 et 20.42 305.26 | 277.01-305.01

141 20.99 et 36.58 255.31 | 255.26-256.17

142 21.59 et 23.52 313.31 | 185.09-215.09-277.17-295.18

143 21.61 et 24.01 171.42 | 127-150.92-153-171.09

144 22.06 et 22.17 172.35 | 111-154.84

145 22.41 et 40.02 745.60 | 281.17-509.26

146 23.10 et 23.33 314.34 | 185.09-215.09-277.17-295.18-296.18

147 23.81 et 27.30 297.28 | 183 -279.17-297.09-298.09

148 24.13 et 25.55 265.30 | 96.92-265.09

149 24.39 et 25.07 266.21 | 96.92- 266.09

150 24.58 et 35.18 267.19 | 96.92-98.92-249.17- 267.17

151 25.57 et 26.04 312.24 | 183-311.18

152 25.76 et 28 36 295.37 | 96.92-165.09-251.17-277.17-295.18

153 26.32 et 26.69 310.24 | 97-309.18

154 26.71 et 28.33 325.29 | 183-325.18

155 26.99 et 27.28 354.23 | 353.18

156 27.30 et 27.90 397.30 | 397.26

157 27.59 et 28.05 441.33 | 441.26

158 28.18 et 28.40 294.22 | 96.92-294.09

159 28.29 et 28.64 199.41 | 181.09-199.09

160 28.42 et 29.66 339.31 | 183-339.18

161 28.61 et 32.18 391.31 | 255.17-322.84-347.18-391.26

162 28.66 et 32.12 380.38 | 381.18

163 28.79 205.42 | 189.09-205.09-206.09

164 28.85 et 29.26 299.41 | 253.26-281.26-299.26-300.18

165 28.94 et 29.11 300.35 | 253.26-281.26-300.18

166 29.15 340.30 | 339.18-340.09

167 29.79 213.43 | 169-197.92-213.09-214.09

168 30.30 et 37.33 746.56 | 281.17-509.26

169 30.36 et 30.92 381.34 | 381.18

170 30.94 et31.66 239.42 | 221.17-239.17-240.17

171 31.19 et 37.10 1173.76 | 387.17-459.17-605.35-677.35-895.52-955.53-
1117.62

172 31.83 et 31.87 27741 | 233.17-259.17-277.18

173 31.95 et 37.02 1174.74 | 459.17-605.35-678.35-896.52-956.53-1118.62

174 32.21 et36.16 1175.78 | 459.17-606.35-677.35-895.52-955.53-1117.62

175 32.51 et 32.63 228.31 | 228.09

176 32.92 et 34.75 253.38 | 235.17-254.17
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177 33.64 et 34.71 241.39 | 241.17-242.17

178 33.85et 34.12 279.37 | 261.17 -280.18

179 36.18 et 36.24 256.26 | 256.17

180 36.26 et 36.94 281.38 | 281.26

181 36.92 et 38.81 683.60 | 255.17-277.17-423.18

182 37.16 et 40.01 1190.77 | 369-500.17-598.26-827.44-1154.70
183 37.18 et 37.99 951.62 | 540.09-555.18-626.18-905.44

184 37.35¢et 37.86 952.61 | 541.09-555.18-627.18-906.44

185 37.88 et40.01 1191.77 | 369-500.17-599.18-828.44-1155.70
186 37.91 et40.01 1192.75 | 369-500.17-598.26-827.44-1156.70
187 38.79 et40.01 1193.72 | 369-500.17-599.26-828.44-1155.70

Tableau 5 : Résultats de dépouillement détectés par LC-MS au sein de 1’extrait aqueux des fleurs
de Thymelaea hirsuta en mode positif.

N° Temps de rétention MS Fragmentation MS-MS ou MS2
1 0.01 et 20.71 239.07 | 89-133-151-177-221

2 0.01 et 22.61 185.07 | 143-167

3 0.02 126 84.92-105.92

4

5 0.02 et 3.86 118.11 | 59-72-97

6 0.02 et 16.11 173.03 | 131.84-132.84-154.92

7 0.25et 2.75 217.07 | 111-155-173-199.01

8 0.84 et 1.07 123.04 | 81.92

9 0.84et4.71 175.08 | 60.08-116-130-157.09-158

10 0.88 et 14.61 124.10 | 81.83 -83-83.92

11 0.91et1.05 151.09 | 109.92

12 0.95et 1.04 125.16 | 83-84 -84.92

13 1.06 162.13 | 60-84-126-144-145

14 1.06 et 14.83 266.15 | 87- 104.09-229.01-248.09

15 1.08 213.07 | 196.01

16 1.08 et 1.16 176.11 | 60.08-116-130-131.92-157-158
17 1.10et1.14 171.13 | 89-115-126.92-149.92-153.92-162
18 1.10 et 2.83 156.14 | 110.09-112-137.92

19 1.12et1.20 221.15 | 104.09-162.84

20 1.14 et 1.37 381.06 | 200.92-218.92-236.09-260.01-
21 1.18 et 1.47 138.16 | 96.92-130.92-144

22 1.20 et 1.63 116.36 | 70-106.50

23 1.22et1.24 247.23 | 104.09-118-229.09

24 1.27 et 2.25 363.09 | 270.92- 302.93-345.01

25 1.28 et 1.61 130.19 | 70.08 -84-112

26 1.33 et 1.44 144,16 | 70-84-98

27 1.48 et 2.06 112.29 | 81-88-94-103
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28 1.56 et 1.90 132.19 | 86

29 1.66et1.70 231.05 | 130.92-143-213.01-214.01

30 1.72 et 11.23 229.12 | 142-211.01-220.01

31 1.74 et 1.85 152.18 | 121

32 1.74 et 1.85 182.13 | 136-165

33 1.77et1.90 294.13 | 276.09

34 1.83 276.17 | 132 —230.09- 258.09

35 1.87 et 2.28 347.11 | 257.11 -285.01-329.01

36 1.88 et 2.65 166.19 | 120-149

37 1.92 et 1.99 189.10 | 86.08-130-142-143-146-171-172
38 2.08 et 2.74 154.21 | 93 -110-112.92-135.92

39 2.27 et 3.19 136.15 | 91-105-114.92-115.92

40 2.30 et 2.56 120.21 | 74-93-103-110.92

41 243 et 16.11 167.09 | 120-121-125.92-149

42 2.58 et 2.80 310.14 | 120-166- 264.09-282.09-292.09
43 2.67 et 32.21 328.17 | 117-286.17

44 2.80 et 27.66 301.16 | 245.01-259.09

45 2.85¢et3.10 157.12 | 98.92-111-113.92-115.92-135.92-138.92-147.92
46 2.89et2.94 424.17 | 388.09-406.10

47 2.91et3.25 268.11 | 136

48 2.96 et 3.59 261.13 | 132-168.96-214.92-243.01-261.09
49 3.14 et 3.52 277.09 |184.92-259.01

50 3.23 et 14.14 205.11 | 184.01-188.01

51 3.50 et 3.83 188.11 | 144.09-146

52 3.61 et 4.37 305.18 | 287.01-305.09

53 3.81¢et4.30 321.18 | 228.92 -277.01-303.09

54 3.92et4.77 135.14 | 77-78.92-79-107-114.42

55 3.95et4.24 300.23 | 259.01-283.09

56 4.10et4.22 306.12 | 305.09- 306.09

57 431 et4.76 153.15 | 134.92

58 4.40 et 17.62 365.16 | 262.17-307.18

59 4.60 et 5.05 349.20 | 349.09- 350.09

60 4.78 et 5.88 373.20 | 193-202.92-211-355.09

61 4.80et5.01 344.26 | 327.09

62 4.87et12.14 389.14 | 371.14-372.18

63 4.89 et 4.94 366.15 | 185-203-334.09-348.09

64 4,96 et 13.71 395.14 | 185-233.01-364.01-394.18

65 5.05et5.17 226.91 | 206.01 —215.01

66 5.10 et 5.35 411.09 | 200.92-291.01-378.01-393.01
67 5.38 et5.70 393.20 | 393.18

68 5.45 374.15 | 193.09-203-211-355.09

69 5.47 et 6.32 409.20 | 203-229.01-391.01

70 5.49 et 5.59 388.26 | 371.18

71 5.61 et 33.01 337.10 | 174.92-185-317.01

72 5.66 et 18.09 353.14 | 178.92-191.92-338.01- 353.01
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73 5.81 et 20.03 155.08 | 112-113.92

74 5.81et20.21 139.10 | 96-97.92-98.92-120.92

75 5.83 et 21.47 437.22 | 303.01 -437.18

76 5.88 et 21.43 453.21 | 202.92-291.01-331.01-393.01-435.10
77 5.99et6.18 432.25 | 415.18

78 6.14 et 6.25 451.21 | 203-273.09-289.09-393.09-433.10
79 6.23 et 6.84 211.17 | 181.01-193.01

80 6.27 et 6.72 481.26 | 437.10-481.18

81 6.28 et 10.02 499.17 | 319.01-345.01-437.18-481.18

82 6.32et6.70 497.26 | 438.18 -453.10-479.10

83 6.35€et6.70 476.30 | 459.26

84 6.51et8 273.19 | 227.01-232.92-255.01-273.09

85 6.72 et 15.35 617.12 | 581.02-599.10

86 6.74et7.11 595.19 | 457.01-475.10-529.10-559.10-577.10
87 6.87 et 7.19 525.26 | 525.10

88 6.91et7.03 633.15 | 513.01-573.02-615.10

89 6.94et7.04 618.12 | 599.10

90 6.97 et 7.02 596.18 | 458.10-530.10-560.10-578.10

91 7.07et 7.62 507.14 | 345.01

92 7.14 et 7.52 523.01 | 360.93 —505.01

93 7.28 et 9.06 355.21 | 185-193-203-200.92-337.09

94 7.38 et 7.45 508.07 | 345.01

95 7.61et7.90 608.35 | 591.27

96 7.61et7.93 613.30 | 613.27

97 7.64 et 7.88 629.31 | 570.27-611.02-629.27

98 7.91et26.41 371.18 | 251.01-311.01-353.09

99 7.92¢et8.14 356.21 | 185-193-200.92-202.92-337.09
100 8.02 et 8.33 652.41 | 635.35

101 8.15 et 8.33 657.36 | 657.27

102 8.19 et 8.29 673.37 | 614.27-655.10-673.27

103 8.31 et 8.63 696.46 | 679.35

104 8.33 701.38 | 701.35

105 8.36 675.26 | 317.01-381.01-543.10-645.19

106 8.38 et 8.46 717.38 | 523.01-555.10-699.10-717.27

107 8.48 et 9.56 457.25 | 277.09-385.09-413.10-427.18-439.18
108 8.65 et 8.88 745.37 | 745.36

109 8.65 et 8.92 740.44 | 723.35

110 8.73 et 8.78 761.39 | 743.11-761.27

111 8.90 et 26.86 399.20 | 358.09-399.18

112 8.97 et 9.18 784.54 | 767.36

113 9.11 789.41 | 789.36

114 9.21et9.45 863.23 | 395.01-557.10-639.10-701.10-801.19
115 9.28 et 9.40 828.50 |811.44

116 9.49 et 9.52 441.21 | 397.09-423.10

117 9.56 603.20 | 309.01-441.09
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118 9.58 et 9.84 527.15 |365.01

119 9.65 et 9.68 543.17 | 381.01-499.19-525.10

120 9.70 et 28.16 295.20 | 223.09-227.09

121 9.77 et 10.80 345.07 | 114.91-211.01-323.01- 327.01-343.93

122 9.99 et 10.86 557.17 | 395.01

123 10.04 et 10.23 361.07 | 314.93-342.93-360.93

124 10.04 et 10.63 323.10 | 251.01-277.01-279.01-305.01-323.01
10.11 et 29.51 346.03 | 117-286.17-304.18- 328.18

125 10.14 et 10.77 573.10 | 411.01-492.01

126 10.26 et 10.70 558.10 | 395.01

128 10.65 et 11.37 287.20 | 205.92-278.01-355.01- 411.01

129 7.21et7.59 569.33 | 523.02-569.27

130 10.83 et 11.12 601.17 | 307.01-317.01-583.10

131 10.85 et 11.02 602.13 | 307.01-317.01

132 10.91 et 11.87 285.10 | 257.01-270.01-285.01

133 10.93 et 18.25 309.18 | 242.92- 268.09- 298.09

134 11.05et11.14 429.18 | 232.01-398.10

135 11.25et 11.53 471.15 | 184.92-308.92

136 11.34 et 11.39 472.15 | 184.92-309.92

137 11.46 et 11.97 579.20 | 382.09-399.01-531.10-561.10

138 11.64 et11.73 315.19 | 255.09-300.01-315.09

139 11.69 et 11.93 469.12 | 307.01

140 11.78 et 19.14 470.16 | 171-308.01-453.26

141 11.96 et 12.10 255.17 | 213.01

142 12.36 et 12.55 667.15 | 505.01-605.10

143 12.59 et 13.73 681.13 | 619.10

144 12.82 et 12.97 682.13 | 619.10

145 13.18 et 23.84 577.19 | 577.35

146 13.71 et 14.23 351.23 | 235.09-281.09-333.18

147 13.80 et 14.12 367.20 | 211-237.01- 251.01 -297.01- 331.09- 349.09

148 13.94 et 14.03 352.22 | 235.09-281.01-333.09-334.18

149 14.33 et 14.54 607.24 | 410.09-559.10-557.10

150 14.90 et 15.26 205.71 | 185.01-194.01

151 14.94 et 32.24 369.21 | 252.09-326.18

152 15.03 et 21.72 354.22 | 103-175.09-338.01-353.01

153 15.62 et 15 .64 279.19 | 210.92-220.01-238 .01-247.09-261.09-279.09

154 15.66 et 16.05 311.22 | 293.09

155 15.66 et 33.96 368.25 | 252.09- 326.18

156 15.80 et 15.96 327.23 | 309.09 -310.09

157 16.13 et 16.36 505.06 | 436.76-460.76-487.26-

158 16.16 et 21.17 302.25 | 184.17- 260.17

159 16.23 et 16.56 271.20 | 202.84-225.01-252.92-271.09-

160 16.52 et 17.37 375.09 | 319.93-347.93-357.09

161 16.59 et 17.07 257.65 | 140- 236.92

162 16.67 et 16.85 727.11 | 375.01
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163 17.41 et 22.42 343.30 | 240.17

164 17.44 et 17.53 240.27 | 95-109-183.09-240.17
165 17.58 et 18.16 186.25 | 57-71.08-85.08-144-168
166 18.32 et 18.40 455.22 | 295.09 -383.09

167 18.93 et 22.40 387.23 | 387.18

168 18.97 et 22.31 431.28 | 287.09-431.18

169 19.02 et 22.17 475.31 | 331.09-475.26

170 19.09 et 19.23 519.18 | 375.18-519.27

171 19.64 et 27.89 446.27 | 216.92 -404.10-445.26
172 20.05et 25.71 233.80 | 192.84- 213.01

173 20.37 et 20.48 397.19 | 183-237.01

174 20.46 et 21.45 256.79 | 126.92-236.09

175 20.51 209.10 |167.92

176 20.55 et 21.61 169.22 | 127.92 -148.50-157.50
177 21.49 et 21.93 359.24 | 359.18

178 21.61 et 21.75 360.24 | 359.18

179 22.12 514.45 | 497.35

180 22.63 et 25.75 547.38 | 547.27

181 22.65 et 25.86 503.31 | 331.09-503.27

182 22.73 et 26.04 459.28 | 459.26

183 22.82 et 24.65 313.28 | 271.09-313.18 -314.18
184 22.82 et 26.23 415.30 | 415.26

185 23.22 et 24.83 269.22 | 169-211.01-222.09-251.09-269.17
186 23.70 et 23.77 616.46 | 599.35-615.52

187 23.80 et 23.82 572.44 | 415.18-511.35-555.35
188 23.87 et 23.94 533.35 | 533.27

189 23.89 et 23.96 528.42 | 511.35

200 23.98 et 24.08 489.34 | 489.26

201 23.99 et 24.06 484.37 | 467.35

202 24.08 et 24.24 445.34 | 445.26

203 24.17 et 24.38 401.34 | 401.26

204 24.33 et 24.49 357.28 | 357.18

205 25.12 et 29.79 286.25 | 242.17- 243.17

206 25.32 674.55 | 503.26- 657.44

207 25.57 et 25.59 586.51 | 515.18 et 569.35

208 25.79 et 35.26 663.45 | 551.27-607.35

209 25.89 498.39 | 481.26

210 25.91 et 25.98 619.42 | 419.18-619.35

211 26.04 et 26.16 575.43 | 375.09-575.35

212 26.18 et 26.34 531.39 | 531.27

213 26.34 et 26.52 487.33 | 287.09-487.26

214 26.49 et 26.70 443.30 | 443.26

215 26.88 et 36.95 685.42 | 340.92-356.01-430.01-686.35
216 28.20 et 32.52 1030.60 | 685.35

217 28.27 et 28.32 423.17 | 301.09
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218 28.34 et 28.41 385.32 | 385.18

219 30.56 et 35.90 686.42 | 342.92-357.01-431.01-687.44
220 32.23 et 37.68 731.51 | 607.35-663.44

221 32.49 et 37.40 732.54 | 608.35-664.44

222 33.44 et 34.77 1057.77 | 779.48-

223 34.82 et 35.60 733.48 | 364.09-462.18-477.26-665.44-733.52
224 35.28 et 40 1178.74 | 949.53-967.53-

225 35.85 et 40 1179.71 | 949.53-967.53-1179.70

226 36.85 et 40.01 1180.70 | 950.53-968.53-

227 37.03 et 40.01 1100.81 | 871.52- 889.52

228 37.71et40.01 1101.81 | 871.52- 889.52-1101.70

Tableau 6 : Résultats de dépouillement détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux des
brindilles de Thymelaea hirsuta en mode négatif.

N° Temps de rétention MS Fragmentation MS-MS ou MS2

1 0.02 et 36.69 255.28| 255.17-256.17

2 0.03 et 23.45 233.21| 176.09-204.09-233.09-234.09-

3 0.09 173.14| 111-127-154.92

4 0.98 et 6.28 367.14| 173-193

5 0.98 et 16.50 483.36| 321.01-438.01

6 0.99 et 23.52 309.24| 291.18-309.18

7 0.96 et 12.78 644.74| 438.01-482.01

8 0.99 375.28| 359.01

9 1.01 169.35| 150.92

10 1.01 et 26.27 339.13] 195-339.18

11 1.02 137.28| 93

12 1.04 118.33| 72.83-73-74-74.08-75-75.17-99.75-100-100.92

13 1.04 et 21.85 192.14| 85.08-93-109-111-127-155-171-173-174-191.09
192.01

14 1.05 259.08| 191.25-317.09-339.18-383.09

15 1.07 et 9.14 317.14| 181-224.92-299.01

16 1.08 et 4.09 195.26| 129-136-141-147-151-159-177.01

17 1.09 117.40| 72.92-73-99

18 1.09 et 1.84 383.13| 191

19 1.10 et 10.74 405.11| 209-273.01-357.09-387.01

20 1.13 161.58| 99.09-101-143

21 1.16 131.54| 85-113

22 1.20 et 15.92 323.11| 161-234.09-263.01-278.01-323.01

23 1.21 179.46| 75.17-99 .09-143-161

24 1.26 et 15.27 447.14| 284.01

25 1.29&2.01 191.17| 84.92-85.08-93-109-111-127-128.92-154.92-
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170.92-173-192.01

26 1.59 et 4.55 193.07| 134-149-177.92

27 2.07 154.27] 110-135.92

28 2.21 164.30| 147

29 2.26 315.13| 152.92-164.92

30 2.44 165.21| 121-147-148

31 2.64 205.13] 160.92-186.92-190.01-205.09-206.09
32 2.70 113.47| 68.75-69-69.08

33 2.78 175.25| 85-113-115-129-131-132-156.92
34 2.84 et 3.09 457.17| 162.92-325.01

35 2.90 et 16.73 343.13| 171.09-229.09-328.09

36 3.21et3.30 459.15| 315.01-357.01-397.09

37 3.21et3.32 489.19| 195-237-357.01

38 3.29 et 15.61 357.11] 136-151-209-313.09-342.09

39 3.29et3.61 305.14| 96.92-225.01-287.01

40 3.35 288.12| 241.26-269.17-288.18

41 3.41 217.26| 137-155-171.09-173-199.01-200.01
42 3.46 — 35.02 267.18| 149-249.17-267.17

43 3.49 et 4.03 203.22| 116-142-159-186.01

44 3.58 181.30| 109-137-137.92-162.92

45 3.61et11.61 403.18| 223-343.09-373.09

46 3.74 et 3.95 188.25| 125.09-126-144

47 3.74et3.95 191.17| 125.09-126-144-170

48 3.75-12.05 358.16| 240.92-329.09-341.09-527.10
49 3.75et24.11 353.17| 337.01-353.17

50 3.85¢et 3.98 186.71] 125.09

51 3.92et7.77 485.20| 322.01

52 4et4d.67 243.26| 181.09-199.09-225.09

53 4et12.84 401.17| 321.01

54 4.06 et 4.76 421.14| 224.92-299.01

55 4.06 et 17.08 371.16| 312.09 -327.09-353.01

56 4.09 et 20.42 351.19] 336.01

57 4.11et3.35 187.30| 125.09

58 4.12 138.29] 93-94

59 4.15 211.22| 167-181.01

60 4.18 159.33] 113-123-141

61 4.23 et15.50 593.20| 351.01-473.10-413.09-503.10
62 4.32 et 14.86 349.16| 180.92-214.92-240.92-269.09
63 4.35et4.99 429.21| 205-240.92-249.01-256.92-385.09
64 4.38 et 4.73 347.19| 155-267.09-329.01

65 4.44 368.19| 193.92

66 4.61 et 15.13 327.33| 171.09-211.09-229.096-291.18-309.18
67 4.70 et 6.42 385.22| 267.01
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68 4.76 et 20.11 341.17| 195-309.18

69 4.85 et 34.56 241.22| 241.17-242.17

70 4.90 et 6.09 389.19| 193-341.01

71 4.94 et 15.36 594.18| 353.09-473.10-503.10

72 497 et5.14 350.11| 180.92-240.92-349.01

73 5.50 et 10.34 439.19] 243.01-315.01-329.09-391.09

74 5.53et5 .64 681.40| 405.18-494.18-511.18-592.27

75 5.71et7.89 484.14| 321.01

76 5.85et7.29 595.20| 354.09-474.10-504.10

77 6.00 et 37.03 795.43| 422.18-493.18-538.26-749.44-794.44
78 6.33 et 6.39 669.18| 493.01

79 6.48 289.17| 179-205.01-245.01

80 6.60 et 7.73 467.22| 240.92-323.09-377.09-423.10

81 6.90 - 7.23 615.18| 375.01- 495.01

82 6.99 et 7.13 596.10| 475.10 -505.10-577.10

83 7.08et7.11 1187.16 503.42 -593.09

84 6.63 et 7.05 465.26| 240.92-256.92

85 7.14 et 13.10 419.33| 266.01-287.17-338.01

86 7.20et 14.93 839.24| 371.01-533.01-677.10

87 744¢et7.74 505.17| 342.93

88 7.49 et 7.68 967.09| 321-483.01

89 7.53 et 7.62 968.16| 320.92-483.01

90 7.56 et 7.62 989.19| 320.92-342.92-483.01-505.01-827.02
91 7.56 et 23.54 321.22| 233.01-277.01-321.01

92 7.80 et 8.26 603.24| 287.01-343.09-588.10

93 7.83et7.92 825.19| 483.1-645.02-663.10

94 7.83 et 18.92 269.24| 135

95 7.92 et 8.07 627.19| 321.01- 483.10-525.10

96 8.01et8.10 604.26| 287.01 —343.09-441.01-588.10-603.10
97 8.04 et 8.16 363.21| 180.92-240.92

98 8.07 et 8.10 653.21| 315.01-473.01-477.01-491.01-533.01-
99 8.13 et 8.43 503.20| 341.01

100 8.16 et 18.09 270.21| 135-135.92-254.92-285.01

101 8.19 et 8.73 651.28| 327.09-339.09-621.18-633.19

102 8.19 et 22.27 541.14| 254.92- 415.01-447.01-497.10

103 8.28 et 23.17 285.17| 155.09-165-211.17-239.17-239.17-267.17-285.1]
104 8.34 et 10.25 345.29| 171-211.09-229.09-327.18

105 8.45 et 8.67 652.26| 328.09-340.09-634.19

106 8.51 et 8.60 687.26| 651.19

107 8.64 295.20| 277.01

108 8.64 et 10.43 533.21| 371.01

109 8.70 et 10.11 441.23| 327.18-361.09-395.01

110 8.70 et 8.91 565.24| 271.01

111 8.76 et 12.36 657.16| 351.01 -613.10

112 8.76 et 9.23 411.23| 240.92-256.92-327.01
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113 8.76 et 9.84 534.18| 371.09

114 8.82 et 11.82 555.18| 375.01-393.01-525.18
115 8.97 et 9.63 535.19| 372.01

116 9et9.64 266.28| 185-371.01-372.01

117 9.05et9.21 597.23| 357.09-387.09-477.10
118 9.18 et 9.60 1007.23 371 et 533.01

119 9.24 et 9.54 1089.22 393-555.01

120 9.30 et 9.57 1068.22 371 et 534.01

121 9.58 et 9.84 677.19| 371.01-533.10 -575.10
122 9.60 et 9.78 442.22| 327.18-361.18-395.01
123 9.63et9.75 338.30| 266.01-307.01-575.10
124 9.66 678.21| 534.01- 576.02

125 9.69 et 11.27 579.29| 285.01- 417.09

126 9.75et12.16 491.17] 315.01

128 9.81et10.14 561.21| 351.01-369.01

129 9.83 et 10.11 521.19| 345.01

130 9.87 et 9.99 663.20| 357.09 —457.01-501.01
131 9.87 et 16.12 322.12| 233.09-277.01-321.01
132 10.14 et 10.55 701.18| 315.92 -491.01-525.01
133 10.23 et 10.52 601.27| 373.09-421.09-553.18
134 10.28 et 10.34 435.20| 209-225-387.09

135 10.40 et 13.73 387.16| 151-181-372.09

136 10.43 et 10.61 715.20| 328.92-505.01

137 10.49 249.29| 321.09

138 10.54 et 15.58 287.34| 241.17-269.17-287.18
139 10.63 et 11.24 805.21| 499.01-643.10-685.10-715.10-745.10
140 10.75 et 10.84 806.21| 499.01-644.10-686.10-716.10-746.10
141 10.77- 11.66 607.27| 298.01-313.01

142 10.81 et 16.96 703.22| 415.01-541.01-577.10
143 10.81 et 10.93 499.19| 337.01

144 10.87 et 10.96 608.24| 298.01-313.01

145 10.89 et 11.64 577.19| 283.01

146 10.90 et 13.87 643.21| 437.01- 481.01-499.01
147 10.92 et 11.39 578.23| 283.01

148 10.94 et 11.30 705.25| 417.01-579.10

149 10.97 et 16.49 437.20| 357.09-393.01

150 11.09et 11.21 706.16| 418.01-580.10

151 11 et 20.63 542.21| 309.01-415.01-447.01-497.10
152 11.15et11.54 361.27| 165- 179-313.09-346.09
153 11.17 et 13.76 433.28| 352.01 -373.09

154 11.27 et 11.45 362.28| 165-179-313.09-346.09
155 11.30 et 12.28 658.18| 352.01-614.10

156 11.39 et 11.60 448.16| 284.01- 327.01

157 11.46 et 24.37 373.25| 210-313.09-343.09-355.09
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158 11.57 et 14.22 557.33| 509.18-539.18

159 11.67et11.84 475.22| 313.01

160 11.69 et 12.40 372.15| 312.09 -327.09-353.01

161 11.75et 12.37 445.25| 283.01

162 11.81et12.13 446.19| 283.09- 283.92

163 11.85et17.67 329.34| 171.09-211.09-229.09-293.18-311.18
164 11.88 et 39.55 283.26| 283.26-268.01

165 11.93 et 12.22 659.18| 352.01- 615.10

166 12.25et 12.98 301.30| 221.17-265.17-283.18

167 12.31 et 12.87 644.18| 437.01- 481.01

168 12.37 et 12.46 1049.28 353-371-515.9-533.09

169 12.58 et 28.81 299.35| 139.09-253.26-281.18-299.26

170 12.64 et 14.57 328.29| 171.09-211.09-229.096-291.18-309.18
171 12.81 et 15.18 583.26| 357.09-369.09-535.10-

172 12.90 584.26| 358.09-370.09-536.10

173 12.95 et 13.44 417.18| 205-337.01-371.09-387.09

174 13.01 et 14.05 431.05| 351.01

175 13.13 et 13.27 418.21| 205-236.01-285.17-338.01-372.09
176 13.21 et 13.88 432.05| 351.09-351.93

177 13.56 et 14.28 331.36| 171.09-212.17-230.09-313.18-331.18
178 13.76 et 13.82 332.30| 313.18-332.18

179 13.82 et 16.07 330.36| 171.09-211.09-229.09-293.18-311.18
180 14.02 et 14.25 613.27| 387.09-417.09-565.18-583.10

181 14.08 et 15.44 358.16| 151-209-313.09-342.01

182 14.19 et 14.54 543.16| 417.01-437.01

183 14.25 et 14.48 544.15| 417.01-437.01

184 14.27 et 1451 553.21| 357.09-411.09-505.10-535.10

185 14.60 et 38.54 809.32| 277.17-553.26-613.18-741.44-761.19-
186 14.65 et 38.48 810.32| 277.17-553.26-613.18-791.19-811.52-
187 14.80 et 14.92 770.70| 580.27-685.35

188 15.10 et 20.51 286.29| 155.17- 221.17-239.17-267.17-286.18
189 15.36 et17.04 307.29| 185.09-235.09-289.09

200 15.59 et 16.15 207.32| 163.09

201 15.78 119.42| 74.83-75-76.83-76.92-91.83-92-92.09-93-100.92
202 15 .87 et 19.70 337.09| 163-191

203 16.04 et 16.76 481.13| 161-437.01

204 16.09 et 16.61 482.11| 161-437.10

205 16.30 et 16.18 438.14| 393.09

206 16.44 et 16.59 520.29| 245.09-440.18

207 16.50 et 16.53 440.29| 245.09

208 16.50 et 16.58 344.18| 328.09

209 16.56 et 16.73 793.44| 704.35

210 16.64 et 18.66 352.11| 336.01

211 16.81 et 16.87 704.16| 415.01-541.10-577.10-659.10

212

16.99 et 17.16

271.25

150.92-176.92
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213 17.05 et 24.96 293.30| 96.92-221.09-236.09-293.18

214 17.72 et 32.39 228.34| 180.09-188.84-228.09

215 18.26 et 31.31 239.20| 157.09-179-195.09-209.01-221.17-239.09-240.0
216 18.58 133.38] 91

217 18.78 et 23.43 311.30| 183 -311.18

218 18.95 et 28.08 199.31] 155-180.92-199.09-200.09

219 18.98 et 32.1 404.30| 228.09- 344.18

220 19.18 et 32.39 380.27| 381.26

221 20.71et 21 313.29| 171.09-183.09-201.01-277.17-295.18
222 20.83 et 21.76 297.16| 183-297.09

223 21.20 et 21.99 265.22| 96.92-265.09

224 22.04 et 22.44 284.07| 268.01- 283.09

225 22.38 22.97 312.23| 183 -311.18

226 23 et 24.93 325.23| 183-325.18

227 23.55 et 26.52 382.31| 381.18

228 23.63 et 34.21 381.31| 338.18- 381.18

229 23.69 et 24.48 326.30| 325.18

230 24.99 et 28.02 458.26| 192.92-422.18-457.18-459.26

231 25.02 et 29.34 773.52| 277.17-513.26

232 25.19 et 25.78 340.28| 339.26

233 25.89 et 39.99 935.59| 277.17-343-379.09-572.18-657.27-899.44
234 26.31 et 32.69 227.43| 227.17 — 228.09

235 26.34 et 27.90 460.29| 192.92-424.18-459.26

236 26.42 et 39.99 936.57| 270.92-343-379.09-572.26-658.27-900.44
237 27.32¢et27.84 468.25| 193-422.18-469.26

238 27.93 et 33.47 981.56| 657.27-935.53

239 28.18 et 38.42 819.52| 277.17-513.26-773.52-819.44-.

240 28.21 et 36.29 256.34| 256.17-257.17

241 28.60 300.38| 253.26-281.26-300.18

242 28.63 et 33.81 253.47| 209.09-235.17-253.17

243 28.87 et 38.80 815.58| 559.26-816.44

244 29.14 et 36.54 712.60| 255.17-277.17-532.43-550.43

245 29.49 et 36.17 281.39| 281.26

246 29.79 833.55| 277.17-391.17-553.18-773.44-815.44-
247 29.96 et 30.52 713.58| 255.17-277.17-533.43-551.43

248 30.05 et 36.50 748.61| 712.52

249 30.49 et 39.98 785.54| 422.18-749.44

250 31.31 et 35.35 913.59| 277.17-379.09-635.35-675.27

251 31.34 et 32.49 530.38| 265.01-494.18-529.35

252 31.58 et 32.83 914.58| 277.17-379.09-636.35-658.27

253 31.58 et 32.86 831.53| 255.17-277.17-391.43-553.26-575.18-832.44
254 31.96 et 32.76 959.60| 635.35-913.53

255 32.43 et 39.98 787.58| 422.18-624.93-751.44

256 32.46 et 38.20 749.58| 422.18-713.44

257 32.65-32.72 268.44| 236.26-268.26
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258 32.69 et 39.99 786.68| 422.18-624.98-750.44

259 33.05et 33.24 254.35| 235.17-254.17-255.17

260 33.12 -33.47 971.58| 277.17-379-397.09-415.09-657.27-935.53
261 33.28 et 38.48 811.64| 277.17-630.52-743.44-811.52-

262 33.38 et 38.36 820.63| 277.17-513.26--774.44-819.44-

263 34.53 et 38.52 899.57| 270.92-343-572.18-670.27

264 33.75et 37 750.60| 423.18-712.52

265 33.77 et 34.50 279.37| 216.17-279.18

266 34.99 et 35.04 426.45| 383.18

267 35.32 et 37.59 900.56| 270.92-343-573.18-671.27

268 35.70 et 37.15 816.60| 559.26- 816.44

269 36.45 282.38| 282.18

270 36.78 et 39.81 745.62| 281.25-509.26

271 37.59 et 39.99 937.52| 270.92-343-572.18-598.26-670.27-901.44
272 38.17 et 40 812.60| 277.17-553.26-743.44-752.52-813.52

273 38.18 1005.81 255.34-749.61-785.53

274 38.55 et 40.00 788.65| 422.18-625.93-698.02-750.44-789.19

275 38.58 et 39.11 938.50| 270.92-343-573.18-599.26-671.27-900.44
276 39.08 et 39.94 863.60| 270.92-369.01-500.18-598.26-827.44

277 39.21 et 40 1190.74 369-500.17-598.26-827.44-1154.70

278 39.31 et 39.81 857.61| 265-452.34-494.18-520.26-821.44

279 39.78 et 40 1192.62 369-500.17-598.18-827.44-1156.62

280 39.91 et 39.94 1191.74 369-500.17-599.26-828.44-1155.70

Tableau 7 : Résultats de dépouillement détectés par LC-MS au sein de I’extrait aqueux des
brindilles de Thymelaea hirsuta en mode positif.

N° Temps de MS Fragmentation MS-MS ou MS2
rétention

1 0.01 et 15.70 173.06 | 114.92-131.84-132.84

2 0.01 et 22.61 185.11 | 143-167

3 0.02 et 20.29 139.06 | 97.92-120.92

4 0.02 et 20.67 239.11 | 89-111-133-151-177-221

5 0.02 126.03 | 84.92

6 0.04 114.05 |93.92

7 0.05 et 3.94 118.11 | 59-72-97

8 0.11 et 20.26 209.04 | 168

9 0.13et0.78 143.06 | 69-84.92-101.92

10 0.40 et 2.79 217.05 | 155-173-199.01

11 0.80 et 1.07 123.09 | 81.92

12 0.86 et 1.05 151.08 | 109.92

13 0.88 et 1.06 124.11 | 83-83.92
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14 0.89 et 1.04 125.13 | 84

15 0.95et0.99 128.15 | 109.92

16 1.02 et 2.85 154.14 | 111-112.92-133.42-135.92
17 1.05et1.73 251.14 | 215.09 -233.09-234.01

18 1.07 et 2.01 189.20 | 116-130-144-158-172

19 1.08 et 1.79 175.18 | 60.08-116-130-158

20 1.08 et 14.85 266.18 | 87-104.09-222.84-248.09

21 1.10et1.14 171.05 | 109- 115-126.92-153.92-162
22 1.11et1.18 221.18 | 104.09-162.84

23 1.12et1.16 156.09 | 110.09-112-137.92

24 1.14 et 1.16 176.06 | 131.92

25 1.14 et 1.68 138.15 |96.92 —120.92

26 1.16 et 1.26 247.21 |104.09 -118-229.01

27 1.18 et 1.50 116.22 | 70 -69.22

28 1.18 et 13.88 395.15 | 359.18-377.18-378.09

29 1.20 et 1.57 14419 | 70-84-98

30 1.52 et 9.93 229.16 | 70-142-211.01

31 1.24 et 1.53 130.19 | 84-112

32 1.59et1.72 223.14 | 130.92

33 1.61et1.88 132.18 | 86.08

34 1.74et1.84 241.14 | 84-128-144-196.01

35 1.75 225.13 | 72.08 -208.01

36 1.77 et 1.86 137.12 | 96.92- 115.92-118.92

37 1.82et1.90 152.14 | 121-134

38 1.86 190.07 | 60.08 -74-98.92-116-130-144-158-172.09-181.01
39 1.87 et 2.03 170.15 | 152

40 2.06 et 2.65 166.18 | 120

41 2.08 112.23 | 81 -88-94-103

42 2.10 et 2.87 249.01 | 230.92

43 2.24 et 15.66 167.11 | 120-121-139.09-150

44 2.25et2.52 120.20 | 93-99.50-103-110.92

45 2.59 et 2.72 233.08 | 215.01

46 2.87 et 4.46 305.15 | 287.01-305.09

47 2.89 et 2.96 157.16 | 115.92-138.92

48 2.99 et 6.51 277.12 | 175 -184.92-202.01-259.01
49 3.88 et 4.28 300.18 | 259.09 -283.09

50 3.23 et 14.15 205.10 |188.01

51 3.54 et 3.78 188.13 | 146

52 3.79et4 .35 321.15 | 228.92-261.01-277.01-303.09
53 3.97 et 4.26 306.14 | 305.09

54 4.28 et 17.62 365.17 | 125.92-262.17-307.18-347.09
55 4.30 et 5.07 349.19 | 349.09-350.09

56 449 et4.51 275.15 | 121-233.92-257.01-275.09
57 4.53 et 5.03 344.23 | 327.18

58 4.80et4.92 366.19 | 185-235.01-307.01-321.01-348.09-357.01
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59 4.83 et 4.94 350.18 | 349.09-350.09

60 4.96 et 4.99 291.17 | 199.01-233.01-245.01-273.01-282.01

61 5.05et 5.37 319.16 | 227.01-301.01-319.09-320.09

62 5.10 et5.72 393.22 | 393.18

63 5.14et6.31 463.16 | 204.92-266.01-415.10-433.10

64 5.38 et 5.65 409.20 | 341.18 -365.09-391.09-400.01

65 5.40 et 5.65 388.24 | 371.18

66 5.52¢et 5.58 371.27 | 133-177-221.01-265.09-283.09-327.09-353.09
67 5.67 et 10.98 617.13 | 581.10-599.10

68 5.70 et 7.64 345.01 | 354.01

69 5.72et9.76 595.20 | 457.10-529.10-559.10-577.10

70 5.75et6.04 363.19 | 317.01-363.18

71 5.82 et 21.52 437.26 | 303.01-437.18

72 5.99 et 21.48 453.22 | 186.92-281.01-384.84-435.10

73 6.06 et 6.20 432.28 | 415.18

74 6.27 et 6.57 333.20 | 315.01-333.09

75 6.31et6.74 481.27 |481.18

76 6.38 et 6.50 561.18 | 351.09 -399.09

77 6.52 et 8.19 591.18 | 429.09 -561.10

78 6.54 et 6.68 476.34 | 459.18

79 6.55et 12.81 497.26 | 302.01-371.01-467.10-479.10

80 6.74et6.78 211.16 | 94-119-167-169.92-181.01-190.92-193.01
81 6.79et7.21 525.29 |525.18

82 6.81 et 7.09 633.19 | 513.01-543.02-573.02-615.10

83 6.84 et 7.07 618.17 | 497.10-581.10-599.10

84 6.94 et 7.06 596.18 | 458.01-530.10-560.10-578.10

85 7.02 1211.23 | 507.10-595.19-617.10-633.10-1211.21

86 7.12 et 7.57 523.02 | 360.93-505.01

87 7.14 520.37 | 185.17-273.17-323.09-377.26-491.18-507.10-
88 7.24 et 7.53 508.09 | 345.01

89 7.24 et 8.16 273.20 | 215.01-255.01-273.09

90 7.26 et 7.43 282.67 | 262.01-270.92

91 7.28 et 7.39 765.24 | 441.09-603.18

92 7.34 et 15.84 323.08 | 251.01-277.01-279.01-305.01-323.01

93 7.46 et 7.60 569.27 | 523.02-569.27

94 7.48 et 7.58 307.13 | 232.01-276.01

95 7.60 et 7.82 621.18 | 381.01-395.01-459.10-591.10

96 7.65¢et 7.98 613.35 | 613.27

97 7.65-15.05 608.38 | 410.09-577.10-591.27

98 7.84 et 7.97 629.33 | 467.01-570.28-611.18-629.27

99 7.85 689.25 | 185.09-273.17-413.10-613.27-629.27-689.19
100 7.99et8.34 657.35 | 657.35

101 8.01 et 8.30 652.41 | 635.35

102 8.02 195.12 | 89-133-153.92-174.42-177.09-186.01-195.01
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103 8.04 691.28 | 185.17-273.17-355.18-433.18-657.36-691.19-817.28
104 8.06 et 8.28 673.36 | 511.10-655.19-673.27
105 8.21 et 8.39 391.22 | 184.92-228.92-373.09-391.18
106 8.30 et 8.45 675.27 | 317.01-381.01-543.10-645.10-657.10
107 8.31et 8.36 403.20 | 205.92-355.01-385.09
108 8.35 et 8.63 696.47 |679.35
109 8.36 et 8.66 701.41 | 490.10-701.35
110 8.41 et 8.61 717.35 | 492.10-687.19-717.27
111 8.61 et 11.27 429.15 | 232.01-398.10
112 8.66 et 8.90 740.49 |579.18-723.35
113 8.67 et 26.85 399.19 | 202-351.01-381.09-399.18
114 8.78 et 8.85 74541 | 745.36
115 8.83 et 9.40 400.14 | 202-351.09-384.01
116 9.01 et 22.97 415.17 | 397.01-415.18
117 9.05 et 24.34 401.21 | 392.68-401.26
118 9.33 et 10.39 603.19 | 309.01-317.01-441.09-483.09
119 9.47 et 9.66 604.24 | 309.01-395.09-441.09-573.10
120 9.52 et 25.99 619.20 | 419.18-619.35
121 9.64 et 22.31 431.18 | 287.09-431.18
122 9.73 et 12 655.23 | 204.92-415.09-429.09-459.09-607.18-625.18-637.19
123 9.74 et 10.31 625.22 | 204.92-415.09-429.09-577.18-595 .18
124 9.81et21.11 155.07 | 113.92
9.88 et 22.90 459.24 | 228-232-249.01-411.10-429.10-459.26
125 9.95 et 10.07 626.26 | 204.92-415.09-429.09-577.10-595.18

126 10.02 et 10.14 460.19 | 228-232-249.01-411.10-429.10-

128 10.07 et 10.44 345.08 | 114.92 -211.01-253.09-287.01-327.09-345.09

129 10.17 et 10.91 557.16 | 395.01

130 10.29 et 10.84 573.10 |411.01-492.01

131 10.34 et 10.81 558.15 | 395.01

132 10.46 et 10.74 552.20 | 355.01-373.01-

133 10.64 287.18 | 205.92-277.93-355.01-410.93
134 10.67 574.15 | 557.10-573.10

135 10.69- 10.86 631.18 | 317.01-337.01-499.10-613.10
136 10.76-10.79 632.21 | 317.01-337.01-499.01-613.10

137 10.80 et 11.31 602.16 | 307.01-317.01

138 10.83 et 11.16 601.17 | 307.01-317.01

139 10.86 et 12.16 579.23 | 285.01

140 10.88 et 22.15 285.08 | 270.01 -285.01

141 11.10et 11.19 430.15 | 232.01-398.10

142 11.14 et 11.71 457.19 | 232-303.01-409.10-427.10-439.10

143 11.18 et 28.37 385.18 | 185.92-385.26

144 11.22 et 32.21 685.24 | 340.92-355.01-430.01-459.09-655.19-686.44

145 11.26 et 11.43 471.16 | 184.92-308.92-351.01

146 11.26 et 12.11 427.18 | 232.01-397.09-409.10

147 11.34 et 11.68 581.26 | 384.29-533.18-563.18
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148 11.46 -20.49 397.19 |182.92-237.01-379.01-478.27

149 11.48et11.74 777.35 | 384.09-397.09-428.09-581.18-729.19-759.27

150 11.59 et 11.66 499.16 | 337.01

151 11.67 et 12.06 469.15 | 307.01

152 11.73 et 19.14 470.14 | 307.01-453.26

153 11.76 485.08 | 285.09-469.18-579.19-

154 11.79 915.15 | 285.09-469.18-579.19-

155 11.81et11.83 447.14 | 285.01

156 12.10 381.18 | 185.17 -341.18-381.09-427.18-579.27-683.27-701.19-
851.29-

157 12.12 et 12.65 683.27 | 456.09-520.93-653.19-683.35

158 12.19 et 12.43 527.17 | 216.92-247-302 .01-371.01-401.09-497.10

159 12.28 et 15.75 667.17 | 440.09-505.01-635.19

160 12.33 et 13.68 668.14 | 440.09-505.01-619.18

161 12.38 et 12.61 483.16 | 188.92-321.01-465.01

162

163 12.51 et 12.53 653.28 | 427.09-456.09-605.10-623.10-635.10-653.27

164 12.63 et 12.76 571.19 |409.01

165 12.65 et 15.15 607.25 | 410.09-599.10-577.10

166 12.80 et 14.44 623.23 | 412.09-427.01-453.10-575.10-593.10-605.10-623.27

167 12.83 et 26.69 443.18 | 232-443.26

168 12.88 et 14.03 681.17 |619.10

169 12.93 et 13.11 441.17 | 245.01 -411.10-425.10

170 12.97 et 14.42 609.23 | 397.01-412.09-579.18

171 12.98 440.17 | 185.17-270.09-443.18-609.27-681.19-859.36

172 13 et 13.02 270.25 | 249.51

173 13.07 et 13.12 140.08 | 96-98.12

174 13.11 et 14.37 577.26 | 380.01-393.09-529.10-559.10

175 13.30 et 13.38 669.29 | 429.09-443.09-459.09-623.10-639.19

176 13.35 et 24.48 357.27 | 321.09-357.18

177 13.45et 15.18 833.30 | 409.09-439.09-453.09-467.09-637.18-785 .19

178 13.60 et 18.05 353.14 | 178.92-191.92-335.18-338.01-353.01

179 13.80 et 14.29 351.25 | 235.09 -281.09-333.18

180 13.82 et 14.70 637.30 | 410.09-440.09-589.10-607.10

181 13.87et 13.98 893.35 | 439.09-453.09-667.18-845.27

182 13.90 et 14.10 638.28 | 410.09-440.09-589.10-607.18

183 14 et 14.22 367.23 | 211-237.01-251.01-297.01-331.09-349.09
184 14.17 et 14.79 863.35 | 439.09-453.09-667.18-815.19-833.19
185 14.25 864.37 | 185.17-351.26-607.27-863.28-

186 14.55 et 15.08 834.32 | 439.09-453.09-467.09-637.18-785.19-803.19

187 14.84 et 14.91 355.24 | 301.01 -337.18-338.18

188 15.08 et 15.17 417.17 | 167-233.01-387.09

189 15.11 et 15.36 205.72 |185.01

200 15.13 et 32.28 369.28 | 239.09-252.09-326.18-351.09-369.26

201 15.20 et 15.27 699.47 | 333.09-369.09-667.19
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202 15.20 et 21.73 354.27 |103-175-315.18

203 15.45 et 15.54 635.25 | 371.01-401.01-410.09-605.10

204 15.64 279.22 | 235.01-238.01-247.09-261.09-279.18
205 15.68 et 32.82 368.32 | 252.09-326.18

206 15.81 et 16.11 311.28 | 293.18

207 16.13 et 16.37 505.14 | 383.09-405.18-436.85-447.18-505.27
208 16.18 et 20.88 302.25 | 184.17-260.17

209 16.26 et 16.56 271.21 | 225.01-240.17-253.09-271.09-325.09
210 16.46 et 18.23 309.24 | 268.09- 290.18

211 16.62 et 16.83 325.20 | 289.09 -307.09-323.09

212 16.63 et 17.12 375.08 | 319.93-347.93-357.09

213 16.72 et 18.88 310.20 | 292.18

214 17.40 et 17.89 186.23 | 57- 71.08- 85.08-144-168

215 17.44 et 17.55 240.24 | 95-109- 154-183.09-240.17

216 17.44 et 17.55 343.30 | 240.17

217 18.02 et 25.97 614.37 | 227.09-358.17-542.27-586.27-597.35
218 18.34 et 18.39 455.28 | 295.09 -383.09

219 18.95 et 22.38 387.27 |387.18

220 19.03 et 19.28 475.31 | 331.09 -475.26

221 19.09 et 19.23 519.33 | 375.09-519.27

222 19.16 et 19.18 563.36 | 419.18-563.27

223 19.97 et 27.87 446.27 | 216.92-404.10-445.26

224 20.47 et 21.43 256.78 | 126.92 -236.09

225 20.52 et 21.59 169.26 | 127.92- 148.50

226 21.02 et 32.28 328.30 | 117-286.17

227 21.50 et 21.94 359.26 | 359.18

228 21 .59et21.78 360.24 | 359.18

229 21.62 et 21.66 405.29 | 103-175-337.18-387.18-478.27-500.27
230 22.59 et 25.58 233.82 |192.84 —213.01

231 22.63 et 22.68 547.35 | 375.18 -547.27

232 22.66 et 22.80 503.35 | 503.09-503.27

233 22.82et 24.64 313.28 | 272.09 -295.09-313.18

234 23.17 et 33.01 337.27 | 209.01-281.09-319.09-337.26

235 23.27 et 24.84 269.26 | 169-222.09-269.26-270 .26

236 23.70 et 23.73 616.48 | 459.18 -599.35

237 23.82 et 23.84 572.45 | 415.18-555.35

238 23.89-23.96 528.41 | 371.18-511.35

239 23.91 et 23.93 533.36 | 533.27

240 23.98 et 24.07 489.39 | 489.26

241 24.03 et 24.05 484.41 | 467.26

242 24.07 et 24.23 445.35 | 445.26

243 24.96 et 25.13 242.09 | 85.08-221.01

244 25.07 et 39.99 493.55 | 49351

245 25.65 et 25.72 702.50 | 227.09-359.17-685.44

246 26.01et 26.17 575.42 | 375.18-575.35
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247 26.16 et 26.35 531.39 | 331.09-531.27

248 25.36 et 32.11 286.29 | 242.17

249 25.74 et 25.85 663.46 | 463.18-663.35

250 26.33 et 26.51 487.39 | 487.26

251 27.23 et 27.69 301.18 | 245.01-259.09

252 27.93 et 28.15 295.26 | 193-226.84-239.01-254.01-277.09-295.18
253 28.17 et 31.98 346.30 | 117-286.17-304.18-328.18

254 28.53 et 33.86 758.62 | 459.09-496.26-671.44-698.44-759 .52
255 28.57et 31.06 775.59- | 497.26-519.26-774.44

256 32.24 et 40.00 845.51 | 616.35-634.35-846.44

257 32.26 et 36.14 494.60 | 493,51

258 32.30 et 36.33 773.52 | 544.26 -562.26-774.44

259 32.85 et 39.97 731.54 | 607.35-663.44

260 34.77 et 39.58 732.53 | 608.35-664.44

261 36.21 et 39.98 1178.74 | 949.53-967.53-1179.62

262 36.73 et 38.12 733.50 | 328.17-364.17-462.18-480.18-665.44-733.52
263 39.37et 39.99 1179.72 | 949.53-967.53-1179.70

264 39.85 et 40 1100.75 | 871.52-889.52-1101.70
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