REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université Yahia FARES de MEDEA
FACULTE DE TECHNOLOGIE

DEPARTEMENT DU GENIE DES PROCEDES ET ENVIRONNEMENT

Theése de Doctorat en Sciences
En : Génie des Procédés

Option : Génie des Procédés

Présentée par : Djamel ATSAMNIA

THEME

CONTRIBUTION A LA VALORISATION
PHARMACOLOGIQUE DE L’AIL

Devant le jury composé de :

K. BENACHOUR Prof, Université Yahia Farés, Médéa Président

N. MENOUERI Prof, Université Saad Dahleb, Blida Examinateur

B. CHEKNANE MCA, Université Saad Dahleb, Blida Examinateur

S. HANINI Prof, Université Yahia Farés, Médéa Directeur de thése

2017-2018



REMERCIEMENTS

J’adresse mes remerciements aux personnes qui m’ont aidé a la réalisation de cette
these. En premier lieu, je souhaite remercier :

- Monsieur Salah HANINI, professeur en Genie des Procédés, mon directeur de
these qui a accepté de diriger ce travail et pour le temps que vous m’avez
accorde ;

- Madame Karine BENACHOUR, professeur en pathologie cellulaire qui m’a
fait I’honneur de présider le jury. Veuillez trouver ici I’expression de ma
sincere reconnaissance ;

- Professeur Mustapha OUMOUNA, Doyen de la faculté des sciences. Je vous
remercie de m’avoir apporté vos connaissances pendant ces six années passées

a travailler a vos coOtés.

De méme, je remercie tres sincérement le Professeur Nabil MENOUERI
Directeur de I’institut de microbilogie de Blida et le Docteur Benmamar
CHEKNANE enseignant a 1’universit¢é Saad Dahleb de Blida pour avoir accepté

d’étre examinateurs de ce travail

Mes remerciements vont dés lors & mes amis les plus proches : Dr Mabrouk
HAMADACHE pour son intérét pour le sujet, ses précieux conseils, son soutien
continu et sa sympathie, ainsi qu’au Dr Othmane BENKORTBI pour son

encadrement, ses enseignements et ses remarques constructives.

Une mention spéciale est accordée a Monsieur Dahmane OUKRIF, chercheur au
laboratoire de pathologie cellulaire de Londre, pour son soutien et sa patience, lui qui
est présent dans les bons moments comme dans les mauvais. Mais rassures-toi, tu n’as

pas fini de me supporter.



Par ailleurs, mes remerciements s’adressent a |’équipe du Laboratoire des
Biomatériaux et Phénomeénes de Transport (LBMTP) qui s’est montrée disponible a

chacune de mes sollicitations et aussi pour son professionnalisme.

Je tiens a remercier le Professeur Smail MEZIANI Directeur de I’institut européen
des antioxydants (Université de lauraine - Nancy) de m’avoir permis de réaliser les

tests antioxydants au sein de son laboratoire.

Je remercie également le Professeur Jérome GUITTON, directeur du laboratoire
de toxicologie a 1’hdpital Lyon sud. Qu’il trouve ici I’expression de ma gratitude pour
m’avoir accuelilli au sein de son laboratoire. Soyez assuré de mon profond respect et de

ma Vvive reconnaissance.

A ma famille, principalement a mes parents qui ont cru en moi, qui m’ont aidé
pendant toutes ces années et sans lesquels je n’en serais pas la aujourd’hui. Je leur en

suis extrémement reconnaissant.

Ma reconnaissance va ensuite a I’ensemble des enseignants de la faculté¢ des

Sciences pour leur soutien, les conseils avisés et la bonne humeur.

Cette thése a bénéficié de collaborations extérieures. Aussi, Je remercie le
personnel de I'unité des produits antibiotiques SAIDAL de Médéa pour les quelques
jours que j’y ai passé, et en particulier Madame Sonia KESKES la Directrice des

laboratoires, ainsi que tout le personnel du service de Microbiologie.

J’inclus dans ces remerciements toutes les personnes que j’ai peut étre oublié par
inadvertance. Je les remercie pour ’intérét qu’ils ont porté a mon travail. Je vous
souhaite a tous une bonne lecture !

Pour finir, j’aimerai remercier mon épouse et mes enfants pour le soutien moral
dont ils ont fait preuve tout au long de ce travail.



I.1.
1.1.1.
1.1.2.

1.1.2.1.
1.1.2.2.
1.1.2.3.
1.1.2.4.
1.1.2.5.
1.1.2.6.

1.1.3.
1.1.4.

1.1.5.
1.1.6.

1.1.6.1.
1.1.6.2.
1.1.6.3.
1.1.6.4.
1.1.6.5.

1.2.

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.

1.2.4.

1.2.4.1.
1.2.4.2.
1.2.4.3.
1.2.4.4.
1.2.4.5.
1.2.4.6.
1.2.4.7.

Sommaire

Liste des abréviations. ... ..o,

LiSte desS FIgUIES. ...

Liste destableauX. .......c.coooniiiii

INtrOdUCTION. ..o
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Etude ethnobotanique. ...
Présentation de L ail.........c.ooiiiniiiiiii e
Etude botanique de L’ail...........coooiiiiii

Description DOtANIQUE. ........oueie e
Taxonomies et SYStemMatiQUeS. ........ovivirinii e,
La HHACER. ... .t

DI rENTES BSPECES. ...ttt e e
Les différents types d’ail sélection des variétés disponibles

Origine geographigUE. ... .....ouineiei ittt

Utilisations en médecine traditionnelle. ........coooioiim i
Données phytochimiques de L’ail...............cooiiiiiiiiiii e

Données pharmacologiqQUeS. .........ouviriri e
Les Produitsde T'ail..........ooiiii e,

ATLAEShydrate. ... ...
Lohuile d'ail. ...
Lapoudre d’ail........coooniiiiiii i e
L MACETAL. ..ot
L’extrait d’ail vieilli

Etudes phytochimiques de I’extrait de 1’ail..................coooiiiiiiiiin,
Composés soufrés de I’ail..........ooooeiiiiiii e

Les ThioSUIINGLES. ... .eiee e
Composés soufrés volatiles. ... ..o
Les principaux composés soufrés de I’ail................ooooiiiiiiiiiiin. ..
L alliNe. .
ALICING. .
Lesulfuredediallyle....... ..o
Le trisulfure de diallyl........ ..o
T (o= L PPN
La S-allyl CYSteINe. ...t
Ledisulfuredediallyl....... ...



1.2.4.8.

1.2.5.
1.2.5.1.

1.2.5.1.1.
1.2.5.1.2.
1.2.5.1.3.

1.2.5.1.4.
1.2.5.15.
1.2.5.1.6.
1.2.5.2.
1.2.6.

1.2.6.1.
1.2.6.2.
1.2.7.

1.2.7.1.
1.2.7.2.

1.2.7.3.
1.3.
1.3.1.
1.3.2.

1.3.3.
1.3.4.
1.3.5.

1.3.6.
1.3.7.
1.3.8.
1.3.9.
1.3.10.

1.3.11.
1.4.
1.5.
1.5. 1L
1.5.2.
1.5.3.

1.1

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.
1.1.4.

La thiaCIEMONONE. . . ..ottt e e e, 19

Les composes PRENOIIUES. .........ivieiie i e 20
Les FlavonOTdes. ... 20
Les flavonoides au SENS SEICE. ... ...oeiriit e, 21
Flavones et flavonols. ....... ... 21
Flavanones et flavanonols. ... 22
Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols. ... 23
ANTNOCYANES. ... .o e 24
ChalCones BL AUIONES. ...ttt e e e 24
ACIdes PhENOTIQUES. ... ..o 25
Lesradicaux lOres. ... ... 26
Production des radicaux lDres. ..o 26
Méthodes électroChimiquUES. ....... ..o, 27
Mécanismes antioxydants des composés phenoliques..................cc.oeevene.n. 27
Transfert d’atome d’hydrogene.............oovviiiiiiiii e 27
Transfert mono-électronique d’€lectron.............cooovviiiiiiiiiiiiiieieiaa, 27
La chélation des métaux de transition..............ccoviiiii i, 27
La pharmacologie de ’ail...........coooiiiii i 28
Action de I’ail sur les radicaux lIbres........ooovviiiiiiiiiiii e, 28
L'ail et le stress oxydatif...... ..o 29
Activité antioxydante de l'ail................oooi 31
Effet pharmacologie de l'ail sur lecancer.................cooiiiiiiiiiiiin.. 32
Effet de l'ail sur le cholestérol........ ..., 33
Effet de l'ail sur la tension artérielle. ..., 34
Effet hypatoprotecteur de ’ail.............ooiiii i, 35
Effet Antidiabétique de l’ail.............cooiii i 36
Effets antimicrobiens de I’ail 37
Mécanismes antioxydants associés a I'effet des composés organosulfurés de
0 ) 37
Me¢canismes Antioxydants des composés phénoliques de l’ail. ................... 39
La toxicologie de ’ail........ ..o, 40
Application des réseaux de neurones en pharmacologie............................ 42
RESEAUX A8 NEUIONES. . ... ettt ittt et e e e e e e 42
Les réseauxX MUIICOUCNES. ..ot 44
Application des réseaux de neurones artificiels en Pharmacologie................ 44
PROCEDURE EXPERIMENTALE 47
Matériels et MEthOdes. ... ..o 48
Matiere VEQELale ... ..o 48
Produits UtIHSES. .. ...o it e 48
Mateériels microbiologiqQUeS. .........cooviriii i 49
MALEIIELS ..ot 49



1.2.
1.2.1.
11.2.2.
11.2.2.1.
11.2.2.2.
11.22.2.1
11.2.2.2.2
11.2.2.2.3

1.3.
11.3.1.

11.3.2.
11.3.2.1.
11.3.2.2.

11.3.3.
11.3.3.1.

11.3.3.2.
11.3.3.3.

11.3.3.4.
11.3.3.4.1

11.3.3.5.
11.3.35.1

11.3.3.5.2
1.4.
11.4.1
11.4.2
11.4.3
11.4.4
1.5
11.5.1
11.5.2
11.5.3
11.5.4.
11.5.5.
11.5.6.

Protocole eXpérimental............c.ooveiiiiiii e
Préparation de 'extrait d’ail............coooiiiiiiiii
Caractérisation de ’extrait d’ail...............coooiiiiiiiii i,
Rendement des différents extraits d’ail...............ccooiiiiiiiiiininii
Me¢éthodes d’analyses physicochimiques (Spectroscopiques)............oe.v.....

Spectroscopie UV-visible. ...
SPECLIOSCOPIE IR ...ttt
Analyse par chromatographie liquide & haute performance........................

Pouvoir antioxydant de ’ail.............ooii
Préparation des échantillons d’ail.................ooiiiii i

Etude de la teneur en composés phénoliques et du potentiel antioxydant de
Teneurtotale en phénol..... ... ..o
La Teneur totale en flavonoides. ............oooiiiiii i,

Evaluation du pouvoir antioxydant de I’extrait d’ail................................
Test de puissance de réduction de fer -Reduction Power (RP).....................

Méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1- plcrylhydra2|l)
Activité antioxydante mesurée par le radical cation ABTSe+ . . .

Préparation des échantillons d’acide ascorbique................oooviiiiiiiinni,
Activité anti radicalaire de la vitamine C ...

Capacité antioxydante en équivalent TroloX................coooiiiiiiiiin.n.
Courbe d’étalonnage du TroloX..........cooeiiii i,

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity) par I’utilisation du ABTS""
OU D PH e,
Effets préventifs et curatifs de I’extrait d’ail sur I'hépatotoxicité
médicamenteuse induite par le paracétamol.......................
Préparation de I'eXtrait. ..o,
Matériel animal......... ..o

Obtention de la dose toxique du paracétamol. ...,
Evaluation de la fonction hEpatiqUe. .............couveeueee i,
Effet antidiabétique de l'ail.............ccooii i
Préparation de 'extrait de I’ail..............ooii

RACTITS. ..ot

63
64



11.5.7.
11.5.8.
11.5.9.

1.6.
11.6.1.
11.6.2.

11.6.3.

11.6.4.
Il.

.1.

1.1.2.
.1.2.1

11.1.2.2.
11.1.2.3.

1.1.3.

1.1.3.1.

.2
1.2.1.
11.2.2.

11.2.3.
11.2.4.
11.2.5.

111.2.5.1.
111.2.5.2.

111.2.5.3.
111.2.5.4.

A

111.2.5.5.

111.2.5.6.

3.

11.3.1.

11.3.2.
1.4

Analyse biochimique du SaNg. ........covviiriiii e 67

Analyse des échantillons. .............cooiiiiii i 67
ANAlYSES SEAtISTIQUES. ... .e ettt 68
Activité antibactérienne de ’ail..............ooooiiiiiiiiiiii 68
Préparation de la souche de référence..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiin 68
Méthode microbiologique. ... ..o 69
Détermination de la CMI..........oiiiiii e 69
Modélisation neuronale. ... 70
RESULTATS ET DISCUSSION 72
Qualité de I’extrait obtenu avec differents solvants................................. 73
Caractéristiques physicochimiques de ’extrait d’ail..........................ooeel. 74
Spectroscopie UV-VIsiDle. ... ..o, 74
SPeCtroScopie INFrArOUGE. . ...t e, 75
Chromatographie liquide a haute performance (CLHP) ........................... 76
Influence de la température sur les parametres physicochimiques de I’extrait
Q7aELe 76
Stabilite thermique de ’allicine..............c.ooiiii i e, 77
Activité antioxydante de ail..............oooiiiiiiii 79
Teneurs en phénols totaux et en flavonoides. ...............ooooiiiiiiiiiin.s. 79
Identification chromatographique des composés phénoliques dans I’extrait
méthanolique de Pail......... ..o 82
Influence de la température sur la teneur en polyphénols........................... 84
Influence de la température sur la teneur en Flavonoides........................... 85
Evaluation de Pactivité antioxydante.................ooiiiiiiiiiiiiiniiieienan, 86
Test d’évaluation de la puissance de réduction ferrique (RP) ...................... 86
Méthode de piégeage du radical libre DPPH..................ooiiiiiii, 88
Activité du Piégeage du radicale ABTS.........ooiiiiiiiii e 91
Capacité antioxydante en équivalent TroloX................oooviiiiiiiiiiiin... 92
Détermination de la courbe d’étalonnage du TroloX.................ocoiiiiiian. A

Corrélation entre les teneurs (polyphénols et flavonoides), les ICsq et le RPos de

la capacité du piégeage des radicaux libres...............cooooiiiiiiii, 94
Influence de la température sur activité antioxydante............................. 97
Effets préventifs et curatifs de I’extrait d’ail sur I'hépatotoxicité

médicamenteuse induite par le paracétamol....................cooiin, 100
Corrélation entre I’activité antioxydante et I’activité hépatoprotectrice de
Pextrait d’ail..... ..o 104

Mécanisme antioxydant de I’ail sur I’hépatotoxicité médicamenteuse du foie... 106
Effet antidiabétique de l'ail..............ccoooi i 107



11.4.1.
111.4.2.

111.4.3.
111.4.4.
111.4.5.

I1.5.

11.5.1.
111.5.2.

Effet de I'alloxane sur le glucose dans le sérumdes rats....................oooeeee. 107

Effet de I'extrait d'ail sur le glucose sérique chez les rats diabétiques............. 107
Effet de la Metformine sur les taux de glycémie chez les rats diabétiques........ 108
Effet de I'extrait d'ail sur le glucose sérique chez des rats témoins................. 109
Mécanisme possible de l'action antidiabétique de l'ail.............................. 112
Activité antimicrobienne de ’extrait aqueux d’ail...................cooiiii 118
Effet de la température sur I’activité antibactérienne de ’extrait d’ail............ 119

Modélisation neuronale pour la prédiction de ’activité antibactérienne de I’ail 123
CONCIUSION. ... e 128



Liste des abréviations

ABTS Acide 2, 2- azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
ABTS™ Radical 2,2 -azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
ADN Acide désoxyribonucléique

AGE Aged garlic extract

ANN Artificial Neural Networks (Réseaux de neurones artificiels)
ANOVA Analysis of variance

AroO’ Forme oxydée du Phénol

ArOH Phénol

ATCC American Type Culture Collection

BFGS Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno

BP Blood Pressure

CAT Capacité antioxydante totale

CMI Concentration minimale inhibitrice

CoA Coenzyme A

CRD Centre national pour la recherche et le développement
D.E.E Diéthyl ether

D.O Densité optique

DADS Diallyl disulfide

DAS Diallyl sulfide

DLso Dose létale médiane

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil

DPPH+* Radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil

DPPH-H 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil - forme réduite
DS Diabete sucré

DATS Diallyl trisulfide

EtOH Ethanol

FTIR Fourier Transform InfraRed
FT-Raman  Fourier Transform Raman

GAE Gallic acid equivalent

GOT Glutamate oxaloacétate transaminase
GPT Glutamate-Pyruvate Transaminase
GR Glutathion réductase

GSH Glutathion

GST Glutathion S-transférases

H202 Peroxyde d'hydrogene

HCI Acide chlorhydrique

HDL High density lipoprotein

HEP G2 Hépatome humain

HO* Radical hydroxyle

HOCI L'acide hypochloreux

HPLC High performance liquid chromatography
1Cs0 Concentration inhibitrice médiane
IR Infrarouge

KBr Bromure de potassium

LDL Lipoprotéines de basse densité

LOO’ Radical peroxylique

MAPK Mitogen-activated protein kinases
MeOH Méthanol

MLP Multilayer perceptron (perceptron multicouche)
MS Matiere séche

NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (forme réduite)
NCI National Cancer Institute

NO Monoxyde d'azote

NOS Oxyde nitrique synthase

O~ Anion superoxyde

OMS Organisation mondiale de la santé
ONOO- Radical peroxynitrite

PC Poids corporel



pH
Pl
PKB

QE

R2

RH
RMN
RMSE
RNA
ROS
RP
RPos
SAC
SACS
SAMC
SBP
SEC
SM
SOD
TC
TEAC
TG
UV-vis

Le potentiel hydrogéne
Potentiel d'ionisation
Protéine kinase B

Quercetin equivalent
Coefficient de corrélation
Radical libre

Coefficient de détermination
Forme réduite du radicale
Résonance magnétique nucléaire
Root-mean-square error
Réseau de neurones artificiels
Reactive oxygen species
Reduction power

Median reduction power
S-Allyle-Cystéine
S-allylcysteine sulfoxide
S-Allyle-Mercaptocystéine
Systolic blood pressure
S-ethyl cysteine
Spectroscopie de masse
Super Oxyde Dismutase
Totale cholestérol

Trolox equivalent antioxidant capacity

Triglycérides
Ultra violet-Visible


https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde_dismutase
https://www.docsopinion.com/2016/01/03/high-triglycerides-lower-triglycerides/

Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.

Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.

Figure.
Figure.
Figure.

Figure.
Figure.
Figure.
Figure.

Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.
Figure.

Figure.
Figure.

Figure.
Figure.

Figure.

Figure.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.11

1.12
1.13
1.14
1.15
1.16
.17
1.18
1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

11.10
.11
.1

1.2
1.3
1.4
(11 1%3)

1.6
.7
1.8
1.9
111.10
.11
.12

11.13
11.14

11.15
111.16

.17

111.18

Liste des figures

Les différentes caractéristiques de la plante

Allium sativum

Classification de 1I’espece Allium Sativum L

Différentes especes Allium sativum

Mécanisme simplifié de la formation d’allicine a partir d’alliine

Les principaux composés sulfurés de 1ail

Chemins de biosynthése des principaux composés organosulfurés d’Allium sativum L.
Structure générale et numérotation standard d’un flavonoide

Structure des différentes sous-classes de flavonoides au sens strict

Le stress oxydatif au sein des pathologies

Reéduction du stress oxydatif par les composés dérivés de l'ail dans la gestion des maladies
associées aux stresse oxydant

Mécanisme antioxydant associé a la S-allylcysteine (SAC)

Le mécanisme de réaction du catéchol comme antioxydant

Mécanisme de réaction du 2-aminophénol comme antioxydant

Meécanisme de réaction d’une hydroquinone comme antioxyd

Morphologie d'un neurone biologique

Modele du neurone formel

Schéma d’un réseau multicouche

Variétés d’ail de la région de Médéa-Algérie (2013)

Différentes étapes de préparation de I’extrait d’ail

Etapes de dilution de I’extrait d’ail

Structure générale du noyau des flavonoides (Heim et al., 2002)

Protocole de détermination du pouvoir réducteur OKTAY et al., (2003)

Schéma de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant

Solution méthanolique du DPPH

Structure du radical-cation ABTS

Mécanisme impliqué dans l'activation de I'ABTS dans des conditions pro-oxydantes et
sous I'action anti-oxydante de Trolox

Molécule du paracétamol

Technique du prélévement sanguin réalisé sur les rats

Influence de la nature du solvant et du rapport Solvant/Eau sur le rendement

de ’extrait de I’ail obtenu.

Spectre IR de I’extrait d’ail

Chromatogramme de 1’extrait d’ail éthanolique

Courbe de spectroscopie IR de I’extrait d’ail a différentes températures
Chromatogrammes montrant la variation de la quantité d’allicine en fonction de la
température.

Cinétique de décomposition de I’allicine dans I’extrait Ethanolique d’ail, pour les
températures : T=4°C, T=25°C, T=37°C, T=42°C, T=50°C et T=75°C

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Courbe d’étalonnage de la quercétine

Chromatogrammes (HPLC) : (a) Quercitine ; (b) Acide gallique

Chromatogramme d’extrait méthanoique d’ail

Concentration des polyphénols en mg EAG/g de MS de I’extrait méthanolique d’ail a
différentes températures

Concentration des flavonoides en pug EQ/ml de I’extrait aqueux d’ail a différentes
température

Systeme de réduction du complexe Fe3 + / ferricyanure a la forme ferreuse
Absorbance des différents extraits d’ail a différentes concentrations — Test de puissance
réductrice du fer (RP)

Activité antioxydante de 1’extrait d’ail méthanolique

Activité de piégeage du radical libre DPPH en fonction de la concentration des différents
extraits étudiés

Activité du piégeage du radical libre ABTS en fonction de la concentration des différents
extraits étudiés

Courbe d’étalonnage du Trolox : (a). inhibition DPPH:, (b).inhibition ABTS™

10
13
16
19
20
21
30
31

38
39
40
40
42
43
44
48
50
53
55
57
58
39
60
62

63
67
74

75
76
77
77
79
80
80
83
83
84
85

86
87

89
89

91

92



Figure
Figure
Figure

Figure
Figure
Figure
Figure
Figure

Figure

Figure
Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

Figure
Figure
Figure

Figure

Figure

Figure

1119
. 111,20
121

. H1.22
. 11.23
1124

1125
. 111.26
127

.111.28
1129

111,30

C11L.31

11,32

111,33

111,34

11,35

. 111.36

1137

. 111.38

. 1H1.39

. 111.40

Moyennes d'équivalent Trolox des extraits d’ail (DPPH")

Moyennes d'équivalent Trolox des extraits d’ail (ABTS)

Corrélation entre les valeurs d’ICso et RPsq en fonction des teneurs en polyphénols et en
flavonoides par rapport au : (a) DPPH ICso, (b) ABTS ICsg et (C) RPso du test puissance
de réduction (RP).

Sites réactifs d’un flavonoide dans I’activité antioxydante de 1’ail

Activité antioxydante de 1’extrait d’ail aqueux a différentes températures

Variation de ’activité antioxydante de I’extrait aqueux d’aila  différentes températures
(4°C, 25°C, 35°C, 50°C, 75°C, 100°C et 120°C)

Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 1

Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 2
Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 3

Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 4

Corrélation entre le Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin aprés
traitement par extrait d’ail et : a. (GOT, GPT) traitement par quercitrine pur, b. (GOT,
GPT) traitement par un extrait de polyphynols, ¢. (GOT, GPT) traitement par quercitrine et
(GOT, GPT) traitement par un extrait de polyphénols

Rats diabétiques induits par 1’alloxane. Chaque colonne représente la moyenne de six rats.
I- Aprés 48 heures d'injection de 1’alloxane monohydrate 98%, II- 72 heures Aprés la
premiere injection de d’alloxane, III- Une semaine apres l'injection d'alloxane, IV- Deux
semaines apres, V- Apres trois semaines, VI- Quatre semaines apres, VII- Cing semaines
aprés. Signification statistique vs. normal contréle (p < 0.001).

Effet de I'administration orale d'extrait aqueux frais dail sur des rats diabétiques
(alloxaniques) a des doses de 1,5 ml ou 0,75 g / kg pc. Chaque colonne représente la
moyenne de six rats. I- Aprés 48 heures a partir de l'injection d'alloxane monohydraté a
98%, I1- Aprés 24 heures de traitement, 111- Une semaine de traitement, 1VV- Deux semaines
de traitement, V- Trois semaines de traitement, VI- Une semaine sans traitement, VII-
Deux semaines sans traitement, VIII - trois semaines d'interruption du traitement.
Signification statistique vs. normal contréle (p < 0.01).

Effet de I'administration orale de la Metformine (200 mg / kg) sur le glucose sérique chez
les rats diabétiques. Chaque colonne représente la moyenne de six rats. |- 48 heures aprés
I'injection d'alloxan monohydraté 98%, I1- aprés 24 heures de traitement, I11- Une semaine
de traitement, 1V- deux semaines de traitement, V- Une semaine sans traitement, VI- deux
semaines sans traitement, VIl - Trois semaines d'interruption du traitement, VII1I1-Quatre
semaines d'interruption du traitement. Signification statistique vs. normal contréle (p <
0.05).

L'effet de I'administration orale d'extrait d'ail a une dose de 1,5 ml ou (0,75 g/ kg) sur le
glucose sérique chez des rats normaux (non induite par I'alloxane). Chague colonne
représente la moyenne de six rats. I- 48 heures d'observation, I1- aprés 24 heures de
traitement, I11- Une semaine de traitement, IV- deux semaines de traitement, V- trois
semaines de traitement, VI- Semaine sans traitement, VII- Deux semaines d'interruption du
traitement. Signification statistique vs. normal contréle (p > 0.05

Aromatogrammes de D’activité antibactérienne (A) de D’extrait aqueux d’ail pour une
concentration C=0.75g/ml ;(B) de I’extrait Methanolique d’ail; (C) de I’extrait Ethanolique
d’ail ; (D) une solution d’alliine ; (E) une solution de quercitine ; (F) une solution de
polyphenols

Zones d’inhibition pour Escherichia coli obtenus pour I’extrait aqueux d’ail incubé a
différentes températures (8-100°C).

Zones d’inhibition pour Bacillus subtilis obtenus pour 1’extrait aqueux d’ail incubé a
différentes températures (8-100°C).

Zones d’inhibition pour Staphyloccoucs aureus obtenus pour 1’extrait aqueux d’ail incubé
a différentes températures (8-100°C)

Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur
I’activité antibactérienne de 1’extrait d’ail vis-a-vis de E.Coli

Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur
I’activité antibactérienne de 1’extrait d’ail vis-a-vis de B.subtilis
Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur

94
94
95

97
97
98

101
101
102

102
105

107

108

109

110

118

120

120

120

122

123

123



I’activité antibactérienne de I’extrait d’ail vis-a-vis de S. Aureus

Figure. 111.41  Architecture du Modéle RNA utilisé dans la prédiction de la concentration minimale 124
inhibitrice CMI de I’extrait d’ail vis-a-vis E.coli, B.subtilis et S.aureus
Figure. 111.42  Corrélation entre les valeurs expérimentales et prédites des (CMI) pour le modéle ANN 126

pour l'ensemble d’apprentissage, de test et de validation (N=30). (a) E.coli (p<0.0001), (b)
B.subtilus (p<0.0001), (c) S.aureus (p<0.0001)



Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.

Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.
Tableau.

Tableau.
Tableau.

Tableau.
Tableau.
Tableau.

Tableau.

Tableau.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.1

1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
.1

1.2
1.3

1.4
LS
1.6
L7

1.8

Liste des tableaux

Les différents types d’ail et une sélection des variétés disponibles

Structures chimiques des flavones et des flavon

Structures chimiques des flavanones et flavanonols

Structures chimiques des flavan-3-ols et flavan-3,4-diols

Structures chimiques des anthocyanes

Structures chimiques des chalcones et aurones

Exemples d’acide phénolique

Propriétés antioxydantes de I'ail

Effet hypocholestérolémiant de I'ail chez I'nomme

Dose toxique (DLsp) de : I’allicine, DADS et SAC chez les souris

Les produits chimiques utilisés pour 1’extraction, I’analyse et pour 1’étude pharmacologique
de I’ail

Produits utilisés lors des analyses microbiologiques

Appareillages utilisés

Conditions d’analyses par HPLC- Allicine - (SAIDAL Médéa)

Conditions d’analyse par HPLC- Quercétine, acide gallique - (SAIDAL Médéa)
Normes pour la glycémie, le cholestérol et les triglycérides chez les rats
Répartition des réactifs dans les tubes

Pourcentage d’Allicine dans 1’extrait en fonction de la température et du temps de
conservation (analyse HPLC)

Teneur totale en phénol et en flavonoide pour les extraits d'ail étudiés

Valeurs du pouvoir antiradicalaire des Extrait d’ail et de ’acide ascorbique a 50%
d’inhibition

Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot des rats témoins (Lot1)
Structures des principaux constituants de 1'ail responsables de I’activité

antidiabétique et antioxydante

Diamétre des zones d’inhibitions obtenus par la méthode de diffusion sur gélose.
Valeurs prédites et expérimentales pour E.coli,B.subtilis et S.aureus pour les trois types
d’échantillonnage : Apprentissage, Test et Validation

Performance du modéle MLP-ANN pour les trois souches bactériennes

Vi

11
22
23
24
24
25
25
32
34
41
48

49
49
52
52
66
68
78

81
90

103
115
119
125

127



Introduction

INTRODUCTION

Djamel Atsamnia 2017-2018 1



Introduction

INTRODUCTION

L'ail (Allium sativum L. famille Liliaceae) est originaire d'Asie, mais il est également
cultivé en Chine, en Afrique du Nord, en Europe et au Mexique. Il est bien connu en
Algérie, et diverses parties de cette plante ont longtemps été utilisées dans les
médicaments populaires traditionnels en Algérie et dans d'autres cultures.

L'ail (Allium sativum L.) a acquis une réputation dans differentes traditions comme
une plante médicinale prophylactique et thérapeutique. L'ail a joué d'importants roles
diététiques et médicinaux tout au long de I'histoire. Certaines des premieres références
a cette plante médicinale ont été trouvees dans Avesta, une collection de saints écrits
zoroastriens qui ont probablement été compilés au Vle siecle av. JC (Dannesteter,
2003). L'ail a également joué comme un médicament important pour les Sumériens et
les anciens Egyptiens.

La médecine chinoise et indienne ancienne recommandait I'ail pour favoriser la
respiration et la digestion et pour traiter la lepre et l'infestation parasitaire (Rivlin,
2001). Dans la période médiévale, l'ail a également joué un rdle important dans le
traitement de différentes maladies. Ibn Sina (980-1037 apr. J.-C), dans son célebre
livre, Al Qanoon Fil Tib, a recommandé I'ail comme composé utile dans le traitement
de l'arthrite, du mal de dents, de la toux chronique, de la constipation, de l'infestation
parasitaire, des piqQres de serpents et d'insectes, des maladies gynécologiques, ainsi
que dans les maladies infectieuses (comme antibiotique). Avec le début de la
Renaissance, une attention particuliére a été accordée en Europe aux bénéfices pour la
santé de l'ail. L'ail a attiré une attention particuliére en médecine moderne en raison de
la croyance généralisée sur ses effets dans le maintien d'une bonne santé. Dans certains
pays occidentaux, la vente de préparations d'ail se classe avec celles des principaux
médicaments d'ordonnance. Il existe des preuves épidémiologiques appréciables qui
démontrent des rdles thérapeutiques et préventifs pour lail. Plusieurs études
expérimentales et cliniques suggerent de nombreux effets favorables de I'ail et de ses
préparations. Ces effets ont été largement attribués a i) la réduction des facteurs de

risque de maladies cardiovasculaires, ii) la réduction du risque de cancer, iii) I'effet
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antioxydant, iv) I'effet antimicrobien, et v) I'amélioration de la désintoxication et de
I'népato protection (Colin-Gonzaélez, 2012).

La principale caractéristique de la qualité des produits a base d'ail est la saveur
distincte des clous d’ail écrasés, a la suite de réactions biochimiques complexes
(Queiroz et al., 2014). Les principaux composés responsables de cette saveur sont
principalement des acides aminés soufrés, non volatils (thiosulfinates), parmi lesquels
I'alliine ou le sulfoxyde de S-allyl-cystéine (ACSQ) qui est le précurseur d'ardme d‘ail
le plus prédominant (Siddiqui, 2016).

Cependant, hormis ses composés volatils, I'ail est également riche en vitamines (en
particulier les vitamines du complexe B et de la vitamine C), les antioxydants, les
flavonoides et les minéraux (en particulier P, K et Se) (Vasquez-Caicedo et al., 2006)
Plusieurs méthodes ont été développées pour déterminer la teneur en polyphénols et
I'activité antioxydante des extraits étudiés, car la séparation et I'analyse des
antioxydants purs sont difficiles et moins pertinentes commercialement (Ou, et al.,
2002 ; Sreeramulu, & Raghunath, 2010). La capacité antioxydante équivalente de
Trolox (TEAC), la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH et le pouvoir
antioxydant réducteur ferriqgue (FRAP) sont couramment utilisés pour évaluer l'activité
antioxydante in vitro.

L’objectif de notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de 1’ail par des
recherches scientifiques, aussi bien pour une contribution a 1’étude de la
pharmacologie de cette plante médicinale. La démarche poursuivie dans la réalisation
de cette thése consiste dans un premier temps, au choix du solvant d’extraction qui
nous permettra d’avoir D’extrait le plus riche et possédant le meilleur rendement
d’extraction. Par la suite, une analyse qualitative et quantitative des différents
composés chimiques susceptibles d’avoir une activité pharmacologique a ét¢ menée.
Parmi ces composeés, nous nous sommes plus particulierement intéresses a ceux doués
d’une activité antioxydante, a savoir les polyphenols et les composés thiosulfunates de
I’ail. Suite a cela, comme second objectif, on se propose de suivre la stabilité de ces
composés a différentes températures afin de déterminer les conditions optimales de

conservation de ces principes actifs. Ce suivi sera effectué moyennant 1’utilisation de
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la chromatographie liquide a haute performance et en utilisant des étalons internes de
références. Dans une troisieme étape, il sera question d’évaluer successivement
I’action antioxydante, hypatoprotectrice, antidiabétique et antibactérienne de 1’ail et de
confirmer les résultats auxquels ont abouti d’autres chercheurs. L'objectif général est
de vérifier s'il y a une interdépendance entre l'activité antioxydante de I’ail et les
différentes activités pharmacologiques étudiées.

Par ailleurs, un modéle ANN a été développé pour prédire les propriétés
antibactériennes (concentration minimale inhibitrice) et mettre en place une approche
pour analyser les valeurs prédites de la CMI et les valeurs obtenues a travers
différentes expériences. Pour cela, nous avons opté pour un modele avec trois sorties
simultanées, dinh E. coli, dinh S. aureus et dinh B. subtilis.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, consacrée a la revue bibliographique, nous
traiterons une étude ethnobotanique de la plante étudiée, suivie par des études
phytochimiques et pharmacologiques. Une présentation de ’ail, de ses composés, de
leurs différentes actions thérapeutiques ainsi que des techniques analytiques et
pharmacologiques utilisées.

La deuxiéme partie de cette these regroupe successivement la partie expérimentale de
tous nos travaux, les résultats auxquels on a abouti ainsi qu’une discussion de ces
résultats. Une conclusion mettant en exergue les objectifs atteints par rapport a ceux

qu’on s’est assignés et les éventuelles perspectives de ce travail cloturera cette thése.
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I. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
I.1. Etude ethnobotanique

1.1.1. Présentation de L’ail

L’ail, ou Allium sativum L., est une plante monocotylédone, vivace, donnant des
caieux (gousses d’ail, bulbilles) appréciés dans le domaine culinaire pour leur go(t et
leur odeur caractéristiques. La partie souterraine se compose d'un bulbe pourvu de
nombreuses radicelles fibreuses (Figure 1.1). Le bulbe se prolonge a la surface en une
tige entourée de feuilles engainantes, linéaires, planes et lisses, mesurant 1 a 2,5 cm de
large et 30 a 60 cm de long. Les inflorescences sont des ombelles. De petites bulbilles
sont produites dans les inflorescences. Les fleurs sont variables en nombre et parfois
absentes. Rarement ouvertes, elles peuvent se défraichir dans le bourgeon. Les fleurs
sont installées au bout de pédicelles minces et se composent d’un périanthe de 6 pieces
d’environ 4-6 mm de long, rosatre ou blanc, en cloche ; de 6 étamines ; et d’un ovaire
supere triloculaire. Le fruit est une petite capsule a dehiscence loculicide. Les graines

sont rarement observées et jamais produites (Block, 2010).

Bulbe / Téte
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Gousse / Cayeu

Figure 1.1. Les différentes caractéristiques de la plante (Block, 2010).
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1.1.2. Etude botanique de L’ail

1.1.2.1. Description botanique

La classification systématique de 1’ail est exposée dans la figure 1.2. Celle-ci fit
récemment [’objet d’une modification toujours sujette a controverse, certains
scientifiques classant le genre Allium (Figure 1.3) dans la sous-famille des Liliaceae,
voire des Amaryllidaceae, et non dans une famille a part entiere, celle des Alliaceae
(Lambinon et al., 2004).

L ail est une plante vivace par son bulbe formé de caieux, il ne dépasse pas une
cinquantaine de centimetres de hauteur. Les fleurs blanches ou rosées en ombelle, sont
renfermées avant la floraison dans une spathe membraneuse munie d une pointe tres

longue, les feuilles allongées et plates

Figure 1.2: Allium sativum (Block, 201).

L ail est une plante herbacée a bulbe formé de 3 a 15 gousses appelées aussi caieux, et
qui sont en fait des bourgeons tubérisés par lesquels se fait la multiplication de la
plante. L ail cultivé se divise en deux sous-espéces connues sous le nom dail a tige
dure (ophioscorodon) et ail a tige molle (sativum).

La premiere est résistante au froid et s'acclimate bien a une culture dans les régions
plus nordiques. La seconde est mieux adaptée aux régions chaudes et ne produit pas de
fleurs, sauf en conditions de stress.

Aprés la récolte, l'ail doit étre guéri par séchage des gaines foliaires extérieures et des
mouchoirs de la gousse. Ce processus est plus efficace dans les températures chaudes,

I'numidité relative faible et les conditions d'écoulement d'air. En outre, ce processus est
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essentiel pour maximiser la durée de vie aprés la récolte et la qualité du produit. La
récolte dail se produit a différents stades de développement pour les marchés
spéciaux, mais la plupart du produit est collecté lorsque les bulbes sont bien
développés ; Cette condition est visualisée lorsque les sommets de la plante sont
tombés et sont secs. Le concept de qualité pour l'ail est percu comme ferme, propre,
blanc (ou d'autres couleurs typiques de la variété) et des girofles bien durcies. Les
composés soufrés sont les composés bioactifs produits de l'ail (Benkeblia, 2004,
Benkeblia et Lanzotti, 2007). Les saveurs puissantes et inhabituelles de nombreuses
formes d’ail et leurs applications médicales possibles ont attiré l'attention des

physiologistes et chimistes des plantes.

1.1.2.2. Taxonomies et systématiques

Arthur Cronquist (1919, 1992) est un botaniste américain, qui propose un systeme qui
fait encore référence aujourd’hui. La classification d’ Arthur Cronquist de 1981 est une
classification "intuitive" basée sur des criteres de ressemblances morphologiques,
anatomiques et chimique réunit dans des groupes communs les végétaux qui
présentent entre eux un nombre plus ou moins élevé de ressemblances profondes.
1.1.2.3. La liliacee

Les Liliacées sont surtout des plantes a bulbes, mais parfois a rhizomes, de la famille
Liliaceae. Les liliacées, des géophytes, sont largement distribuées a travers le monde,
principalement dans les régions temperées de I'hémisphére Nord. On y trouve des
plantes trés connues en jardinage floral comme les lys, les muguets, les jacinthes, les
tulipes, les narcisses et jonquilles, ou encore la colchique. Les plantes de cette famille
ont évolué avec une bonne dose de diversité morphologique malgré la similarité

génétique.
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Figure 1.3. Classification de 1’espéce Allium Sativum L (lambino et al ; 2004).

1.1.2.4. Différentes espéces
Le genre Allium est le plus répandu, avec 600-900 especes. Il existe différentes

variétés de 1’ail, Allium sativum qui se différe par la taille, la forme du bulbe, ou
encore par la couleur de I’enveloppe (Goetz et Ghédira, 2012). Quelques exemples

d’espéces ornementales du genre Allium sont illustrées sur la figure 1.4 : (Krzyminska

et al., 2008).
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Allium neapolitanum I : Ail de Naples Allium ericetorum L : Ail des bruyeéres

Allium schoenoprasum L : Ciboulette Allium subhrisutum L : Ail cilié

Allium vineale L : Ail des vignes Allium oleraceum L : Ail des jardins

Allium roseum L : Ail rosé Alium lusitanicum L : Ail des montagnes

Figure 1.4: Différentes espéces Allium sativum, (Goetz et Ghédira, 2012).
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1.1.2.5. Les différents types d’ail et sélection des variétés disponibles

Les variétés d’automne ail blanc, ail violet se mettent en terre entre octobre et
décembre/janvier, les variétés de printemps ail rose entre janvier et mars, 1’ail rose dit
alternatif, ou ail a baton, pouvant se planter fin d’automne ou tout début de printemps

(Tableau I1.1).

Tableau. 1.1. Les différents types d’ail et une sélection des variétés disponibles

Variétés Aspect du | Couleur des | Dormance Meilleur Récolte
bulbe caieux période de
plantation
Ail blanc d’automne Gros et Ivoire Faible Début octobre - Demi mai (en vert),
irrégulier mi décembre mi-juin a mi-juillet
(sec)
Ail violet d’automne Gros et Violette Faible Début octobre - Début juin a mi-
irrégulier mi décembre juillet (en sec)
Ail rose a baton Moyen Rose pale Elevée Début décembre juillet
(hampe floral rigide) - fin février
trés structuré Au rouge
vineux
Ail rose sans baton Moyen et Blanc rosé Elevée Début janvier - Demi-juillet a mi-
regulier fin Mars aolt

1.1.2.6. Origine géographique

L ail provient a I'origine d Asie centrale. Il y a environ 10 000 ans, il s est répandu
progressivement, en Arabie, en Egypte et dans le Bassin méditerranéen, transporté par
les marchands au gré des routes commerciales. Ce bulbe est sans doute l'un des
légumes les plus anciennement cultivés par 1'homme qui |utilisait autant pour son
alimentation que pour sa santé.

Un lointain ancétre, Allium longicuspis, croit encore dans les steppes sauvages en
Afghanistan et en lran. L'ail des bois ou trilobé, Allium tricoccum, une espéce
indigene en Amérique du Nord, pousse en colonies dans les érablieres et les sous-bois.
A la suite d’une récolte commerciale intensive, il est devenu de plus en plus rare. Au
Québec, il bénéficie d une protection juridique, a titre d espece vulnérable. Du coté de
I"Europe et de I'Asie, l'ail des ours, Allium ursinum, se rencontre aussi a | état
sauvage. Cependant, l'ail cultivé, Allium sativum, ne dérive pas directement des

especes sauvages, mais plutét d une trés lente évolution génétique issue d un travail de
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sélection par I'homme. Son nom viendrait du mot celtique "all" qui signifie chaud,

brilant.

1.1.3. Utilisations en médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle, 1’ail est utilisé pour renforcer le systéme immunitaire,
éliminer les vers intestinaux, soigner les maladies bronchiques, la grippe, le rhume et
I’otite, ainsi que les troubles digestifs et les infections urinaires. Avant I’invention des
antibiotiques, une gousse d’ail suffisait pour traiter des maladies comme la typhoide et
la tuberculose grace a la présence d’alliine dans sa composition.

De nos jours, cette plante médicinale est recommandee pour décupler les actions des
antibiotiques chimiques et limiter leurs effets secondaires. Lors de la premiére Guerre
Mondiale, cette médication naturelle a été fortement utilisée pour panser les blessures
et augmenter 1’efficacité des médicaments utilisés.

Des ¢études scientifiques (Yeh & Liu, 2001) ont également prouvé 1’efficacité de I’ail a
abaisser le taux du mauvais cholestérol dans le sang, a diminuer la tension artérielle
élevée et a reduire la glycémie. Gréce a cette derniére propriété, cette plante potagere
peut aider énormément les sujets souffrant de diabéte de type 2.

1.1.4. Données phytochimiques de I’ail

De nombreux chercheurs ont étudié la nature des composés volatils dans I'ail, dont on
sait qu'ils possedent de nombreuses activités bénéfiques pour la santé humaine.
L'importance des thiosulfinates dans la saveur des distillats d'ail a été connue depuis
les études de Cavallito et Bailey en 1950. Cavallito et Bailey ont découvert la
thiosulfinate diallytique (allicine) comme responsable de la saveur d'ail frais, et Stoll et
Seebeck (1951) a élucidé sa biochimie. La saveur caractéristique, I'ardme et les
principes actifs de l'ail sont présents uniquement aprés rupture des membranes
cellulaires, ce qui permet a I'enzyme alliinase de dégrader le sulfate de S (+) -allyl-I-
cysteine (alliine), produisant de I'allicine et d'autres composés contenant du soufre. Un
schéma simplifié de formation d'allicine a l'ail est illustré a la figure 1.5. Bloc et

O'Connor, en 1974, résume la chimie complexe des alkyl thiosulfinates et Block et
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al.1992, a propose une méthode HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
appropriée pour la quantification du thiosulfinate d'alkyle dans I'ail ainsi que dans

d'autres Liliaceae.

Precursor { Allin) Intermediate Sulfenic Acid
NH, ©
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Figure I.5. Mécanisme simplifié de la formation d’allicine a partir d’alliine.
1.1.5. Donnees pharmacologiques

Méme aujourd'hui, [l'utilisation medicale de [l'ail est réepandue et croissante.
Les études cliniques et précliniques ont montré une relation étroite entre les habitudes
alimentaires, y compris l'apport en ail et I'apparition des maladies. De plus, l'ail a été
largement étudié pour les bénéfices pour la santé, ce qui a entrainé plus de 1000
publications au cours de la derniére décennie. Il est considére comme l'un des
meilleurs aliments préventifs pour la maladie, en fonction de ses effets potentiels et
variés (Amagase, 2006). Un large éventail d'effets therapeutiques, tels que
I'nypolipidémie, I'anti-athérosclérose, I'nypoglycémie, I'anticoagulant,
I'antihypertenseur, I'antimicrobien, l'antidote (pour I'empoisonnement des métaux
lourds) et I'népatoprotection, ont été rapportés (Agarwal, 1996 ; Rivlin, 2001). En
outre, il empéche les symptdmes du rhume et de la grippe par lI'amélioration
immunitaire et présente des activités anticancéreuses et chimio préventives (Agarwal,
1996 ; Amagase, 2006 ; Banerjee, 2003 ; Thomson & Ali, 2003).

1.1.6. Les Produits de I'ail

Les produits a I'ail sont généralement disponibles sous forme d'huiles volatiles, de jus,
d'extraits sous forme liquide et séchée et sous forme de macérés pour l'utilisation dans

les produits pharmaceutiques.
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1.1.6.1. Ail déshydraté

Généralement, les variétés blanches et jaunes ayant une forte pungence et des teneurs
élevées en matieres solides sont utilisées pour la déshydratation. Les racines sont
lavées et la partie contaminée des ampoules est éliminée. L'ail est tranché et haché et
soumis & une déshydratation dans des tunnels a air chaud. Pour éliminer la charge
microbienne, un processus de décontamination supplémentaire est requis. Enfin, les
gousses d'ail déshydratées vont étre broyées, pulvérulentes ou granulées et stockees.
1.1.6.2. L’huile d'ail

L'huile d'ail est un produit obtenu par distillation a la vapeur de la matiére premiere
hachée. Il comprend 0,1-0,2% d'huile essentielle a base de coupe fraiche. La puissance
de saveur est égale a celle de 900 mg d‘ail frais / 200 g de poudre déshydratée. Il a une
saveur piquante tres forte, donc il ne peut pas étre utilisé directement ; il doit étre dilué
dans de I'huile végétale ou utilise sous forme encapsulée.

1.1.6.3. La poudre d’ail :

La poudre d’ail déshydratée est généralement utilisée comme condiment dans les
aliments. Les gousses d’ail doivent étre pulvérisées, broyées, séchées pour en extraire
la poudre. Le principal composé contenu dans la poudre d’ail et dans 1’ail frais est
I’alliine. Elle contient certains constituants similaires a ceux de l'ail cru, méme si les
concentrations peuvent varier considérablement. De plus, 1’inactivation de 1’alliinase
se fait lorsque le pH est inférieur a 3 (Amagase et al.,, 2001). Il est totalement
décomposé a 20°c en 20 heures (Fischer, 1995).

1.1.6.4. Le macerat

L’extrait d’huile d’ail est également utilis¢ comme condiment. Le macérat d'huile est
fait de mélanges de gousses d’ail enticrement broyées encapsulées dans l'huile
végétale. Pendant le processus de fabrication, 1’alliine peut étre convertie en allicine.
Comme [lallicine est instable, il se décompose rapidement, le macérat contient
principalement des composés tels que les vinyl dithiines et les ajoenes (Amagase et al.,
2001).
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1.1.6.5. L’extrait d’ail vieilli

Une solution d’extraction composée d’eau distillée et diluée dans 15-20% d’éthanol
doit étre utilisée pour extraire 1’ail dit vieilli (Amagase et al., 2001). Cet extrait doit
étre agé d’au moins 10 mois a température ambiante (Ide and Lau, 2001). Ce stockage
conduit a une altération de la composition de 1’ail (Qidwai and Ashfaq, 2013). Pendant
ce processus, 1’odeur, les composés irritants sont convertis en compos€s soufrés
stables et sirs. Les composés d’Ail vieilli sont des composés solubles dans I’eau et une
petite quantit¢ de composé€s est soluble dans I’huile. Les composés solubles dans I’eau
sont S-Allyle-Cystéine (SAC) et S-Allyle-Mercaptocystéine (SAMC), avec une perte
importante de 1’activité de 1’allicine (Amagase et al., 2001). L’extrait d’ail vieilli est
trés utilisé. Principalement la SAC qui est le premier composé organosoufré soluble
dans I’eau, celui —Ci peut étre détecté dans le sang, le rein et le foie. Il est sans odeur et
posseéde une trés bonne stabilite et de nombreux effets bénéfiques pour la santé
(Suleria et al., 2015), contrairement a I’allicine qui ne se retrouve pas dans le sang. Les
ajoenes et les vinyldithiines sont absents dans 1’extrait d’ail vieilli (Amagase et al.,
2001).

1.2. Etudes phytochimiques de I’extrait de 1’ail

L’ail a une importance remarquable dans la pharmacologie des plantes médicinales.
Les principaux composés de 1’ail se divisent en deux groupes : les composés soufrés et
les composés phénoliques.

1.2.1. Composés soufrés de I’ail

Le contenu des composés organosulfurés dans les bulbes dail change pendant la
culture et le stockage (Queiroz et al., 2014). Ses activités biologiques dépendent de
nombreux facteurs, y compris le pays d'origine et les diverses méthodes de traitement
de nouveaux composés organosulfurés. Par conséquent, le développement de
nouvelles méthodes de détermination des composés organosulfurés dans lail est
apparemment d'une grande importance pour évaluer la qualité biologique de I’ail. Les
composeés soufrés de 1’ail sont classés en deux catégories les Thiosulfinates et les

composés soufrés volatiles.
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1.2.2. Les Thiosulfinates

La formation des thiosulfinates telles que l'allicine, se fait par l'action des enzymes
(Tan et al., 2013). D'autres thiosulfinates présents dans l'ail sont le méthyl-méthyl
allyle et trans-1 propényl-thiosulfinate d'allyle ces thiosulfinates est de nature instable
(Ramirez et al., 2016).

1.2.3. Composés soufrés volatiles

Le disulfure de diallyse (DADS), le sulfure de diallyle (DAS), le trisulfure de diallyle
(DTS) et le dioxyde de soufre sont formés par la décomposition de I'allicine (Figure
1.6). Les principaux composés volatiles identifiés a partir de I'ail désorganisé et de
I'nuile essentielle d'ail sont : DAS, DADS, DATS, le disulfure de methyl allyle, les
vinyl-allyl trisulfures et les ajoenes. Les composés de sulfure majeurs de I'huile dail
sont DAS (5%), allyl (37%), diméthyle (6%), mono-hexasulfures et une petite quantité
de di-tri- et les tétra sulfures (Amagase, 2006 ; Canizares et al., 2004).

O NH,

N
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H,yC CHy
W \/\COQH %\/S“S/\/ R o N
Alliine Allicine Diallyl sulfide
S S NN S s L
N
Trisulfure de diallyl E-Ajoéne Z-Ajoene
0 OH
0 3 |
HO \
H.C Y
2 V\S/\I)LOH s - /5\ ))\
NH, /\/ xs/\\/ \S B
S-allyl cysteine (SAC) Disulfure de diallyl Thiacremonone

Figure 1.6. Les principaux composés sulfurés de I’ail.
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1.2.4. Les principaux composés soufrés de I’ail

1.2.4.1. L'alliine

L'alliine est le compose organosulfuré le plus abondant dans I'ail non écrase. C'est un
dérivé de l'acide aminé cysteine (Figure 1.6). ASiddiqui (2016) a constaté que la
quantité d’alliine détectée dans des gousses d'ail frais est de 6-14 mg/g.

1.2.4.2. Allicine

L’allicine ou le diallylthiosulfinate est caractérisée par le groupe fonctionnel
thiosulfinate, R-S (O) -S-R (Figure. 1.6). Le composé d’allicine n'est pas présent dans
I'ail avant qu'un dommage tissulaire ne se produise, il est obtenu par l'action de
I'enzyme alliinase sur l'alliine (Omar et Al-Wabel, 2010) (Figure 1.5). On consideére
que 1 mg d4alliine équivaut a 0,45 mg d‘allicine (European Scientific Cooperative of
Phytotherapy). La quantité d'allicine connue sous le nom de composé bioactif majeur
dans ’extrait d'ail est d'environ 2,3-9 mg d’allicine / g d’ail (Tyagi et al, 2014). Cette
quantité différe d’une région a une autre.

1.2.4.3. Le sulfure de diallyle

Le sulfure de diallyle (DAS) est un composé facilement transformé en allicine
(Sengupta et al., 2004) (Figure 1.6). Kimbaris et al. (2006) ont constaté que I'huile d'ail
contient 23 pg/g de DAS par extraction simultanée, et par analyse par spectroscopie
FT-Raman. Ils ont constaté aussi que I’extrait d’ail obtenu a partir du méthanol,
d’éthanol et de 1'éther diéthylique, étaient composés environ 10-20, 0-20 ou 0-20 ng/g
de DAS, respectivement.

1.2.4.4. Le trisulfure de diallyl

Le trisulfure de diallyse (DATS) commence sa synthése biochimique avec la y-
glutamyl-S-alk (en) yl-L-cysteine, qui est hydrolysée et oxydée pour produire de
I'alliine (Cho et al., 2012) (Figure 1.7). L’alliin est le précurseur inodore du DATS. Le
traitement de I'ail (coupé ou maché) génére une enzyme vacuolaire (allinase), qui agit
sur l'alliine pour donner naissance a l'allicine et autres alkyl-alcane-thiosulfinates (Cho
et al., 2012). L'allicine et les thiosulfinates connexes sont décomposés pour produire

divers composés organosulfurés, y compris DATS. Kimbaris et al. (2006) ont constaté
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que les extraits d'ail, d'acétate d'éthyle ou d'hexane d‘ail étaient composés de DATS
environ 0-200, 10-220 ou 1-180 pg/g, respectivement.

1.2.4.5. L'ajoene

L'ajoéne (4,5,9-trithiadodeca-1,6,11-triene-9-oxyde) est le produit de dégradation de
l'allicine (Figure 1.7). La température de conservation est un facteur tres important
pour la formation d'ajoene. Lorsque la température de stockage est de 40, 60 et 80 ° C,
la quantité de concentration d'ajoéne augmente graduellement, la plus grande quantité
d'E-ajoene (172,0 ug/g d'ail) et Z-ajoene (476,3 pg/g d'ail) trouvés dans l'ail est a 80 °
C, température optimale (Naznin et al., 2008).

1.2.4.6. La S-allyl cysteine

La S-allyl cysteine (SAC), est le produit majeur obtenu lors de la transformation de la
v-glutamyl-S-allyl-L-cystéine, c’est les composés organosulfurés hydrosolubles, et sa
concentration augmente grace a une extraction a long terme dans un milieu aqueux
(Tableau 1). Dans une étude faite sur des animaux, le SAC est détecté dans le sang et
sa concentration sanguine et ses parametres pharmacocinétiques sont bien associés a
des doses de SAC administrées par voie orale (Amagase, 2006). Amagase et Milner
ont constaté que l'ail vieilli contient environ 0,45 mg/g du SAC (Amagase & Milner,
1993).

1.2.4.7. Le disulfure de diallyl

Le disulfure de diallyl (DADS) est un composé organosulfuré trouvé dans les plantes
du genre Allium (Figure 1.7). 1l est I'un des principaux composants de I'huile dail
distillée. 1l s'agit d'une eau jaunatre en liquide soluble caractérisée par une forte odeur
dail. 1l est produit pendant la décomposition de l'allicine, qui est libérée lors de
I'incision de I'ail et d'autres plantes de la famille des Alliaceae (Amagase et al., 2001).
Le DADS a de nombreux avantages pour la protection de l'ail, mais c'est aussi un
allergene qui provoque une allergie a l'ail. Trés dilué, il est utilisé comme aréme dans
la nourriture. Kimbaris et al. (2006) ont constaté que les extraits d'ail, d'acétate d'éthyle
ou d'hexane étaient composes respectivement de 80-280, 60-231 ou 70-260 pg/g de
DADS.
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1.2.4.8. La thiacremonone

La thiacremonone (2,4-dihydroxy-2,5-diméthyl-thiophéne-3-one) a été isolée et
identifiée comme un principal nouveau composé organosulfuré, il représente - environ
0,3% dans l'ail, il est obtenu a haute température et a haute pression (Yun et al., 2014).
Les échantillons chauffés ont été jumelés puis filtrés sur un entonnoir Buchner sous
vide. L’extrait d'ail chauffé¢ a été réparti consécutivement dans un entonnoir de
séparation en utilisant de l'acétate d'éthyle. Généralement il a été récemment constaté
que l'ail chauffé contient environ 0,7 pg de la thiacremonone/g d’ail (Yun et al., 2014).
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Figure 1.7. Chemins de biosynthese des principaux composés organosulfurés d’ Allium sativum L.
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1.2.5. Les composés phénoliques

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées
(glycosylées, estérifiées, acylées, ...).

1.2.5.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés importantes en phytothérapie qui proviennent du
métabolisme végétal, on les retrouve dans différentes parties de la plante au niveau des fruits,
des fleurs ou des feuilles. Ce sont des pigments communs des vegétaux qui sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (Figure 1.8). au niveau
cellulaire on les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Vasquez-Caicedo et al.,
2006). On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent :
les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan - 3-
oles, les chalcones, les aurones, les isoflavones, les 3-arylcoumarines, les coumestanes,

les roténoides.
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Figure.1.8. Structure générale et numérotation standard d’un flavonoide.

Deux types de flavonoides ont été releveés, celui des flavonoides au sens strict dont la
structure porte le noyau aromatique B en position 3 sur la chaine C3 et celui des

isoflavonoides dont le noyau aromatique B est en position 2 sur la chaine C3.
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1.2.5.1.1. Les flavonoides au sens strict
Les flavonoides au sens strict "stricto sensu" dérivent d'une structure 1,3-

diphénylpropane (Figure 1.9). L'enchainement propanique est le plus souvent sous
forme d'hétérocycle pyranique, a l'exception des chalcones et des aurones. Ce type de
flavonoides résultent de la condensation de 3 unités C2 (sous forme de 3 malonyl-
CoA) qui va former le noyau A et d'un acide cinnamique activé pour la formation du

noyau B, et la chaine propanique.

, flavanone

R=H, flavone R=H
=0H, flavanonol

R=0H, flavonol R

R=H, flavane Aurone Flavylium
R=0H, flavan-3-ol

Figure 1.9. Structure des différentes sous-classes de flavonoides au sens strict.

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur
les deux cycles aromatiques A et B et le cycle central C.

1.2.5.1.2. Flavones et flavonols

Généralement le noyau A des flavones et flavonols est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C-5 et en C-7. Les groupements hydroxyles peuvent étre libres ou

méthylés.
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Le noyau B est monosubstitué en position 4', ou disubstitué en positions 3' et 4', ou
trisubstitué en positions 3', 4' et 5'. Ces substituants peuvent étre des groupes OH ou

OCHs. Le noyau C est monosubstitué par un des groupements : OH, OCHs ou O-Gly.

Tableau. 1.2. Structures chimiques des flavones et des flavonols.

Classes Structures générales R R' Nom
H H Kaempférol
Flavonols OH H Quercétine
OCHs H Isorhamnétine
OH OH Myricétine
H H Apigénine
Flavones OH H Lutéoline
OCHz | OCHs Tricine

Ces composés constituent le groupe le plus hydroxylé de la famille des flavonoides. Ils
existent sous deux formes, aglycones hétérosides.

1.2.5.1.3. Flavanones et flavanonols

Les flavanones et les flavanonols sont caractérisés par I’absence de la double liaison
C2-C3 et par la présence d’un carbone asymétrique en C2. lls se distinguent des
flavanones par I’hydroxylation de la position C-3, avec les memes variations
structurales que celles décrites pour les flavones et flavonols (Figure 1.11).
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Tableau. 1.3. Structures chimiques des flavanones et flavanonols.

Classes Structures générales R R' Nom
R
Flavanonols o OH H Taxifoline
HO e} O
() y
OH
OoOH O
OH OH Ampéloptol
R
Flavanones O e H - Naringénine
HO. l O
I OH - Eriodictyol

1.2.5.1.4. Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols

Ce type de molecules sont toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par

I’absence du groupe carbonyle en position C4 (Figure 1.12). Les flavan-3-ols

(catéchines) possédent deux atomes asymetriques en positions C2 et C3. Chaque

composé existe sous forme de quatre stéréoisomeres: (+)-catéchine, (-)-épicatéchine,

(+)-épicatéchine, (-)-catéchine. Les deux premier sont les formes les plus répandues.

Les flavan-3,4-diols se distinguent des catéchines par la présence du OH en position 4.
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Tableau. 1.4. Structures chimiques des flavan-3-ols et flavan-3,4-diols.

Classes Structures générales R R' Nom
i H H Afzeléchine
Flavan-3-ols HO o O OH H Catéchine
=
O oH OH OH Gallocatéchine
OH
e H H Leucopélargonidine
Flavan-3,4- HO. ‘ o O - OH H Leucocyanidine
diols oH OH OH Leucodelphinidine
OH oOH

1.2.5.1.5. Anthocyanes

Les anthocyanes ou anthocyanosides sont des pigments naturels solubles dans I'eau, rouge en
milieu acide et bleu en milieu alcalin. Ils sont des dérives du cation 2-phényl-1-

benzopyrylium avec 3 cycles aromatiques (Figure 1.13) conjugués.

Tableau. 1.5. Structures chimiques des anthocyanes.

Classe Structure genérale R R' Nom
R H H Pélargonidine
OH

OH H Cyanidine

HO 5 Q o OCHs H Péonidine
Anthocyanes ‘ i OH | OH | Délphinidine

=
oH OCHs | OCH3 Malvidine
=z OH | OCHs Pétunidine

1.2.5.1.6. Chalcones et aurones

Les chalcone sont des composeés organiques aromatiques naturellement synthétisé par de
nombreuses plantes. lls sont constitués par deux unités aromatiques reliées par une chaine
tricarbonée (Figure 8). Le noyau B est non substitué, les substitutions de cycle A sont
identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une structure de

2-benzylidéne coumaranone.
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Tableau. 1.6. Structures chimiques des chalcones et aurones.

Classes Structures générales R R' Nom
OH
Chalcones ‘ H - Butéine
OH -
Okanine
RN S H H Sulphorétine
. s Q OH H Aureusidine
Aurones C = H OCHs | Leptosidine
[=] (=]

1.2.5.2. Acides phénoliques

Ce groupe phenolique est caractérisé par la présence d’un cycle aromatique portant

d’une part un groupement acide carboxylique, et d’autre part un ou plusieurs

hydroxyles (Tableau. 1.7). La classe des acides phénoliques est subdivisée en 2 sous

classes, les dérivés de I’acide benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique. Parmi

ceux.ci, on peut citer I’acide gallique, une des acides phénoliques les plus simple, mais

souvent decrit comme puissant antioxydant surtout sous sa forme conjuguée avec un

autre noyau phénoliqgue comme un flavanol (Makris et Kefalas, 2004).

Tableau. 1.7. Exemples d’acide phénolique.

Classe Structure Rl | R2 | R3 | R4 Nom
i, H H H H | Acide benzoique
8]
Df,r;\clf;ede R OH H H H | Acide sallicylique
henzoique OH H H | OH H | Acide p- hydroxybenzoique
R, R, H | OH | OH | OH | Acide gallique
H | OH | OH H | Acide protocatéchique
Ry H H H H | Acide cinnamique
Dérivés de OH | H H H | Acide o-coumarique
I’acide 0 H |OH| H H | Acide m-coumarique
cinnamique \ H | H | OH| H | Acide p-coumarique
&, R, - H | OH | OH | H | Acide caféique
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1.2.6. Les radicaux libres
Les radicaux libres sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs électrons non
appariés (Nombre d'électrons impair) dans leur orbite externe. Les radicaux sont
formés par gain ou perte d’un électron. Ils peuvent étre chargés positivement (radical
cationique), chargés négativement (radical anionique) ou neutres (radical neutre). Les
radicaux libres sont généralement formés via la NADPH cytochrome P450 réductase
ou d'autres réductases contenant de la flavine.
Les xénobiotiques qui, sur l'activation métabolique, produisent des radicaux libres sont
les quinines, les acrylamines, les nitroaryls et le tétrachlorure de carbone. La plupart
des radicaux libres sont organiques. Ils produisent une toxicité par peroxydation des
composants cellulaires. Par exemple, le carbone de tétrachlorure forme les radicaux
trichlorométhyle, qui provoquent la peroxydation des lipides polysaturés et se lient de
maniere covalente aux protéines et aux lipides insaturés.
Une classe importante de radicaux libres est formée de radicaux libres inorganiques,
tels que le peroxyde d'hydrogene et les anions superoxyde (O2). Ces fragments
oxydants peuvent causer d'énormes dégats tissulaires, entrainant une mutation ou un
cancer. Leur toxicité potentielle est bien supeérieure a celle des électrophiles.
1.2.6.1. Production des radicaux libres
A. Méthodes chimiques
L’oxydoréduction : I’exemple le plus important est la réaction de Fenton. En 1876, H.
J. H. Fenton décrivit I’oxydation de I’acide tartrique par addition de fer (II). Il mit en
¢vidence D’action catalytique du fer en 1895. C’est une réaction qui permet la
production du radical hydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogéne en présence d’un
métal (Cu, Fe).

H.0, + Fe?* (Cu*) — HO® + OH" + Fe®* (Cu?*)  Réaction de Fenton.
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1.2.6.2. Méthodes électrochimiques
La production du radical hydroxyle (HO®) s’effectue par une réaction appelée Electro-
Fenton. Elle consiste a réduire électrochimiquement via des électrodes de mercure ou
de graphite, le fer ferrique en fer ferreux et ’oxygene en peroxyde d’hydrogene. Ce
systéme permet de produire les deux especes nécessaires a la réaction de Fenton.

Fe3* + e <= Fe?*

O,+2e +2 H 4+ H0,

H.O; + Fe?* — HO® + OH" + Fe3*
1.2.7. Mécanismes antioxydants des composes phénoliques
Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les
métaux de transition. Les polyphénols désactivent les radicaux libres via trois
mécanismes :

1.2.7.1. Transfert d’atome d’hydrogéne

L’antioxydant phénolique agit avec le radical libre par transfert d’un atome
d’hydrogene via la rupture homolytique de la liaison O-H.

ArOH + R"——»ArO’ + RH
Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical néfaste, et le
radical ArO® (forme oxydée de I’antioxydant). Bien que cette réaction donne naissance
a un autre radical libre, celui-ci est moins réactif.
1.2.7.2. Transfert mono-électronique d’électron
Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre R*. L’anion R et le cation
radical ArOH™" ainsi formés sont généralement des entités stables.

ArOH + R——» ArOH™ +R
Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur d’¢électrons. Un
potentiel bas implique un arrachement facile d’électron et en conséquence une réaction
avec le radical libre.
1.2.7.3. La chélation des méetaux de transition
C’est un mécanisme indirect. Il consiste a la chélation des métaux de transition tels

que le fer ou le cuivre. Cette chélation sert a empécher la réaction de Fenton dans les
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milieux biologiques. L’exemple le plus important est la réaction de Fenton. C’est une
réaction qui permet la production du radical hydroxyle a partir du peroxyde
d’hydrogéne en présence d’un métal (Cu, Fe).

H,0; + Fep+ (Cu*) — HO® + OH" + Fe3* (Cu?)
1.3. La pharmacologie de I’ail

1.3.1. Action de I’ail sur les radicaux libres

La formation des radicaux libres influe sur la stabilité du génome et c'est le principal
facteur causant la promotion du vieillissement, des maladies dégénératives et du
cancer. Les espéces réactives d'oxygene ont été identifiées comme un facteur
médiateur majeur dans divers domaines pathologiques des maladies telles que le
cancer, l'ischémie, les maladies inflammatoires, le diabete et I'athérosclérose (Wilson
& Demmig-Adams, 2007 ; Vina et al., 2006). Le niveau d'espéces réactives d'oxygene
augmente dans des conditions telles que l'inflammation, lors de I'exposition aux
rayonnements ionisants, des polluants, de I'exercice et de l'utilisation de certains
médicaments déclenche la ROS (Espéces réactives de 1’oxygene).

Dans toutes ces conditions, une protection antioxydante supplémentaire est nécessaire,
sinon cela entrainera un stress oxydatif. ROS est normalement neutralisé par des
enzymes antioxydantes cellulaires et de petites molécules telles que le glutathion et par
la présence de vitamines et de mineraux (Berger, 2005 ; Ji & Peterson, 2004).

Plusieurs chercheurs ont signalé que l'ail est efficace contre certaines maladies dans
lesquelles ROS est considéré comme un facteur causal majeur. Les études concluent
que l'ail peut fonctionner en raison de son activité de réduction sur ROS ou en
interagissant avec eux pour minimiser leur impact négatif sur les cellules saines. La
puissance antioxydante de divers composés d'ail differe selon sa structure chimique et
les procédures de normalisation adoptées (Amagase, 2006).

Les composés organosulfurés présents dans l'ail sont les antioxydants puissants qui
contribuent également a stimuler les enzymes antioxydantes dans le foie (Ide & Lau,
2001). Puisque l'activité antioxydante est principalement due au statut électronique du

matériau, les réactions in vivo qui se déroulent dans le corps doivent étre prises en
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compte tout en considérant les composés actifs de l'ail (Figure. 1.11). L'extrait d'ail
vieilli est relativement plus riche en antioxydants que l'ail frais. L'extrait d'ail vieilli
aide a stimuler les antioxydants cellulaires, ce qui aide a maintenir un systéme
immunitaire sain. 1l empéche également la toxicité du médicament en augmentant les
peroxydes, ce qui contribue a éliminer les peroxydes toxiques du corps. L'huile dail
posséde également des avantages potentiels pour la santé en tant que correcteur de
radicaux libres et offre une protection contre la toxicité des métaux et de divers
produits chimiques (Amagase et al., 2001 ; Borek,2001). D'autres études d'intervention
a long terme sont nécessaires pour établir les effets benéfiques de I'il.

1.3.2. L'ail et le stress oxydatif

Le stress oxydatif peut résulter d'une augmentation de la production d'espéces
réactives d'oxygene (ROS), de la rupture de I'équilibre rédox, de la biodisponibilite
diminuée d'oxyde nitrique (NO) ou une diminution de la capacité antioxydante dans
différents tissus (Tebay et al., 2015). En outre, les ROS sont des molécules de
signalisation importantes qui jouent un réle critique dans la régulation de la fonction
endothéliale et du tonus vasculaire (Tebay et al., 2015). La formation de ROS dans la
vascularisation est catalysée par plusieurs enzymes telles que le phosphate de
dinucléotide du nicotinamide adénine (NADPH) et la synthese de NO synthétique
(NOS) désaccouplée. L'activation de ces enzymes dans des conditions pathologiques
augmente les niveaux de ROS, qui a leur tour active plusieurs facteurs de signalisation
cellulaire tels que le facteur nucléaire-KB (NF-kB), MAPK, Akt / PKB et les tyrosine
kinases (Tebay et al., 2015). En outre, les molécules pro-oxydantes produites dans le
systéme vasculaire telles que O2, H.O,, OONO et OH peuvent également induire un
stress oxydatif, en particulier s'il existe un désequilibre entre la concentration
d'oxydants et les antioxydants dans le cytosol et d'autres compartiments cellulaires
(Tebay et al., 2015). En outre, un stress oxydatif accru peut induire une dysfonction
des mécanismes cellulaires, une inflammation, une augmentation de la contraction des

radicaux libres et peut finalement conduire a une pathologie (Figure 1.10).
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Figure. 1.10. Le stress oxydatif au sein des pathologies.

Cet effet est di a I'amélioration des mécanismes antioxydants et de la réduction de
I'activité de la NADPH oxydase. D'autres preuves accumulées indiquent que les
antioxydants et les piégeurs de radicaux provenant des aliments a base de plantes
peuvent abaisser la pression sanguine chez les animaux modeles ainsi que chez les
patients malades (Sobenin et al., 2008 ; Ried et al., 2010). Par conséquent, I'attention a
été accordée a des approches qui améliorent ou combattent le dysfonctionnement
cellulaire dans le cas de I'hypertension, le diabéte, I’hépatite et autres, en améliorant
I'équilibre redox et I'noméostasie cellulaire.

La S-allyl cysteine (SAC), un composé d'organosulfure abondant dans l'ail vieilli,
connait des propriétés antioxydantes in vivo et in vitro (Ried et al., 2010). En effet, le
SAC a démontré qu'il atténue le stress oxydatif chez les rats Wistar males avec
insuffisance rénale aigué (Ried et al., 2010). Cet effet a été attribué a la capacité du
SAC a piéger les especes réactives d'oxygene (ROS) telles qu’O2 et H2O (Figure. 1.12)
(Ried et al., 2010). Des études sur plusieurs modéles d’animaux démontrent que 1'effet
hypotenseur de l'ail pourrait étre di a sa capacité a réduire le stress oxydatif et
maintenir I'noméostasie cellulaire au niveau des organes touchés par une modification

des mécanismes cellulaire et tissulaire.
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Figure. 1.11. Réduction du stress oxydatif par les composés dérivés de l'ail dans la gestion des
maladies associées aux stresse oxydant. Les fonctions biochimiques et les propriétés antioxydantes des
bioactifs de I'ail comme la SAC, l'allicine, les saponines, I'ajoene et les composés phénoliques, dans
I'atténuation des complications liée au stress oxydatif.

1.3.3. Activité antioxydante de l'ail
Les produits dérivés de I'ail comme I'extrait d'ail vieilli se révélent avoir une activité

antioxydante plus élevée par rapport aux produits obtenus a partir de l'ail frais. Cela
pourrait étre di a la procédure d'extraction suivie. Certains des composés récemment
identifiés dans I'extrait dail vieilli sont le N-fructosyl glutamate, la N-fructosyl

arginine et la N-fructosyl lysine (Meitinger et al., 2014). Les produits phytochimiques

Djamel Atsamnia 2017-2018 31



Revue Bibliographique

présents dans I'extrait d'ail agé agissent de maniére synergique et exercent leur activité
antioxydante en favorisant le balayage des radicaux libres oxygénés au moyen de
I'amélioration de I'enzyme antioxydante cellulaire, de la superoxyde dismutase, de la
catalase, de la peroxydase de glutathion et de I’augmentation du taux de glutathion
dans les cellules pour favoriser les mécanismes de défense importants dans les cellules
vivantes. Un des avantages potentiels de I'extrait d'ail vieilli est la diminution des
maladies cardiovasculaires et cérébrales en supprimant et en inhibant la peroxydation
lipidique et lI'oxydation de LDL (Amagase et al., 2001 ; Lau, 2006). Le tableau 1.8
résume certains propriétés antioxydantes des différentes formes et composés d’ail.

Tableau. 1.8. Propriétés antioxydantes de I'ail.

Composés organosulfurés

Effet antioxydant

Références

Huile d'ail

Réduit la toxicité du tributylétain

Liu and Xu (2007)

Extrait d'ail vieilli

Inhibe la formation des radicaux
libres dérivés de la glycation

Inhibe la peroxydation des lipides et
I'oxydation des LDL

Ahmad and Ahmed (2006)
Lau (2006)

Extrait d'ail aqueux

Protege les tissus contre les
dommages oxydatifs induits par la
nicotine

Augusti (1996)

Di-allyl-tri-sulfure

Réduit les lésions hépatiques causées
par le tétrachlorure de carbone

Fukao et al. (2004)

Allicine

Piege les radicaux hydroxyles

Prakasam et al., 2005a

6. S-ethyl cysteine (SEC)

Protection contre les oxydations
liées aux lipides

Tsai et al., (2005)

1.3.4. Effet pharmacologie de I'ail sur le cancer

Au cours des 30 derniéres années, il y a eu de nombreux études épidémiologiques
indigquant qu'un régime riche en ail diminue le risque de cancers tels que le gastrique,
I'estomac et le colon.
Les extraits DAS, DADS, DATS, ajoene, SAC et allicine sont documentés pour
inhiber le développement des tumeurs pulmonaires, hépatiques, prostatiques et
cutanées (Shankar et al., 2008 ; Chandra-Kuntal & Singh, 2010 ; Wu et al., 2011).

- Un Traitement topique DAS (10 mg/kg, 3 fois / semaine pendant 28 semaines)

induit une apoptose et inhibe la croissance tumorale chez les Rats, y compris
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des tumeurs cutanées induites par DMBA chez des souris albinos suisses (Kalra
et al., 2006).

Un traitement par DADS (42 mg/kg, 3 fois par semaine pendant 21 semaines)
protege contre la leucémie promyélocytaire humaine (Zhao et al., 2006).

Le Traitement avec DATS (environ 80 mg/kg, 3 fois/semaine pendant 13
semaines) supprime le développement du cancer de la prostate dans
I'adénocarcinome transgénique des souris prostatiques (Chandra-Kuntal &
Singh, 2010).

Le traitement par SAC (240 mg/kg et 480 mg/kg) dans un modele in vivo de
souris nées a montré un effet anti-tumoral, et une diminution de 42 et 64% de la
croissance tumorale par inhibition de la prolifération de cellules cancereuses
(Tang et al., 2010).

Des composés organosulfuré analogue peuvent également supprimer la
prolifération de cellules cancéreuses, y compris le colon humain, le poumon, la
prostate, le foie, le sein, les keératinocytes, la leucémie et les cellules
cancéreuses gastriques. Ce profil biologique de l'ail donne de nouvelles idées
sur la compréhension des mécanismes moléculaires qui donne de nouveaux
points de vue sur la compréhension des mécanismes moléculaires et de son
action antitumorale potentielle (Xu et al., 2004). Comme mécanisme possible
de cette inhibition, il a été suggéré que les sulfures d'allyle peuvent agir pour
augmenter l'activité de la S-transférase de glutathion (GST) qui catalyse la
conjugaison de composés éelectrophiles avec GSH (Kalra et al., 2006 ; Tang et
al., 2010).

1.3.5. Effet de I'ail sur le cholestérol

Des preuves expérimentales indiquent que l'ingestion dail diminue le taux de

cholestérol sanguin et inhibe la synthese du cholestérol (Tableau 1.9). Plusieurs études

expérimentales ont indiqué que l'ail et ses constituants inhibent les enzymes clés

impliquées dans le cholestérol et la synthése des acides gras dans les hépatocytes des
rats (Liu & Yeh, 2001 ; Yeh & Liu, 2001). Une autre étude montre que I'extrait d‘ail
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réduit la synthese du cholestérol jusqu'a 75% sans preuve de toxicité cellulaire. Ces
résultats indiquent que les composés contenant un groupe allyl-disulfure ou allyl-
sulfhydryle sont probablement responsables de [I'inhibition de la synthése du
cholestérol par l'ail et que cette inhibition est probablement médiée a l'alpha-méthyl
oxydase du stérol 4. De plus, Il a été montré que les composés plus hydrosolubles
comme le SAC présent dans I'extrait d'ail vieilli sont moins cytotoxiques et plus
efficaces pour inhiber la biosynthése du cholestérol que les composés organosulfures
lipidiques tels que DAS (Yeh & Liu, 2001).

Tableau. 1.9. Effet hypocholestérolémiant de I'ail chez I'homme.

Doses Durée de Effet Cholestérolémiant Références
traitement

900 mg/j Comprimé a l'ail 24 semaines | TC, TGand LDL ; HDL | Ashrafetal., 2011

300 mg/j  Allicor (NAT-Farma, Moscow, Russia) | 12 mois TC,TGand LDL Sobenin et al., 2010

600 mg/j Comprimé en poudre 12 semaines | TC, TGand LDL ; HDL | Sobenin et al., 2008

800 mg/j Comprimé dail en poudre 6 semaines TC,TGand LDL ; HDL | Kojuri et al., 2007

600 mg/j Comprimé (Garlex-Bosch 12 semaines | TC and LDL ; HDL Ashraf et al., 2005

Pharmaceuticals)

920 mg/j (alliin 43.2 mg/d) Poudre d'ail 2 semaines TCand LDL ; TG and Turner et al., 2004
HDL

800 mg/j Comprimé en poudre 3 mois TC, TG, LDL and HDL Sobenin et al., 2010

880 mg/j  Ail en comprimé en poudre 12 semaines | TCand LDL ; TG and Ashraf et al., 2011
HDL

7200 mg/j AGE capsule 5 mois TCand LDL ; TG and Yeh & Liu, 2001
HDL

1.3.6. Effet de I'ail sur la tension artérielle

Chez les patients atteints d'hypertension non contrélée (SBP = 140 mm Hg au départ),
la pression artérielle systolique était en moyenne de 10,2 +/- 4,3 mm Hg (P = 0,03)
plus basse dans le groupe des patients qui consommaient quatre capsules d'extrait d'ail
vieilli (960 mg contenant 2,4 mg de SAC) par jour, pendant 12 semaines par rapport
aux témoins au cours de la période de traitement de 12 semaines (Ried et al., 2010).
L'ail réduit la pression artérielle (BP) chez les rats grace a I'amélioration de la synthese
d'oxyde nitrique (NO) aussi bien que chez I'numain (Sobenin et al., 2008 ; Qidwai et
al., 2013 ; Ried et al., 2010). L'ail semble exercer cet effet en modulant l'activité de
plusieurs mécanismes qui sont vitaux dans I'noméostasie de la BP en faveur de

I'nypotension. Un mécanisme possible par lequel l'ail pourrait induire son effet
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hypotenseur pourrait étre a travers les actions vasodilatatrices directes et indirectes du
NO. L'eau potable a été remplacée par une solution de L-Arg (10 mg/ml, prise
moyenne de 300 mg / jour) de 7 a 14 jours. Un jour apres la chirurgie, il y a eu une
réduction significative de la pression sanguine moyenne dans le groupe traité par L-
Arg par rapport au témoin (129 £ 7 vs 168 + 6 mm Hg) (Gouvea et al., 2003).

1.3.7. Effet hépatoprotecteur de I’ail

Des études précliniques ont montré que I'ail améliore le stress oxydatif induit par
l'alcool au niveau du foie (Zeng et al., 2008 ; Nencini et al., 2010). L'ail réduit
également l'augmentation de la peroxydation lipidique induite par I'éthanol et
augmente les taux d'antioxydants tels que le glutathion (GSH), I'acide ascorbique, la
catatase et la glutathion réductase (GR) dans le foie du rat (Nencini et al., 2010). L'ail
et ses composes organosulfurés augmentent l'activité du Systéme antioxydant associé
au GSH dans le foie du rat (Wu et al., 2009) et ils ont la capacité de fournir des effets
protecteurs contre le stress oxydatif induit par des produits chimiques (Agarwal et al.,
2007), mais aussi le traitement des lésions hépatiques d'origine médicamenteuse (Xiao
etal., 2013).

En conséquence, Kiruthiga et al. (2007) ont constaté que l'ail diminuait de maniére
significative la peroxydation lipidique et augmentait le GSH, la catalase et la SOD. La
propriété antioxydante de l'ail a précedemment été attribuée principalement a ses
quatre composants chimiques majeurs, c'est-a-dire allinin, SAC, DADS et allicine.

Les lésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone (CCls) peuvent étre
traitées par SAC qui est considéré comme un schéma utile pour le traitement des
maladies chroniques du foie (Kodai et al., 2007). Dans un modele animal
expérimental, on a observé que I'nomogénat d'ail a I'état pré-préparé présentait des
effets bénéfiques contre la lésion hépatique induite par l'isoniazide + la rifampicine
(Pal et al., 2006). Des études, menées sur des souris, des rats et des poulets, ont
rapporté qu'un gavage oral d'huile dail offre une protection importante contre la
toxicité des hépatotoxines, y compris les métaux lourds (El-Akabawy et El-Sherif,

2016). Les crapauds et les rats préalablement traités a l'ail ont présenté une action
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protectrice contre I'aflatoxine et les tumeurs hépatiques induites chimiquement
(Vijayanandraj et al., 2014). Une hépatotoxicité aigué induite chimiquement chez les
rats peut étre évitée par l'ail vieilli et le sulfure de diallytique (Kodai et al., 2007).

Le mécanisme de l'action biologique des dérivés soufrés de l'ail dans les cellules de
I'népatome humain (HEP G2) a été proposé par Iciek et al. (2012). Ils ont constaté que
DATS présentait I'activité biologique la plus élevée dans les cellules HEPG2 par un
mécanisme conduisant a la formation de peroxyde d'hydrogene, en abaissant le niveau
de thiol et en augmentant 1’inhibition de la prolifération cellulaire.

1.3.8. Effet Antidiabétique de I’ail

Le diabete est un trouble endocrinien commun qui conduit a des troubles métaboliques
(Ahmed & Ahmed, 2006). Il est un fait connu que la secrétion d'insuline adéquate est
nécessaire pour guérir le diabete. Les chercheurs ont essayé des thérapies alternatives
utilisant des plantes médicinales comme un traitement supplémentaire a c6té de
I'insuline (Demerdash et al., 2005). L'ail contient une variété de composés dont les
effets bénéfiques ont déja été prouves par diverses études impliquant des modeles
humains et animaux. La plupart des études ont montré que l'ail peut aider a réduire les
taux de glycémie chez les rats diabétiques, les souris, les lapins et augmente la
sécrétion plasmatique d'insuline chez les rats diabétiques (Banerjee & Maulik, 2002).
L’allicine aide a augmenter la quantité de catalase et de glutathion peroxydase.
Il est également rapporté qu'un autre composé SACS (S-allylcysteine sulfoxide)
stimule la sécrétion d'insuline dans les cellules B de rats normaux (Liu et al., 2005).
Les composants bioactifs de I'ail comme le sulfoxyde de s-allylcysteine (SACS) ont
présenté un effet hypoglycémiant en stimulant la production d'insuline ou en
interférant avec l'absorption de glucose alimentaire (Srinivasan, 2005). Le diabete
sucré non contrélé est considéré comme un facteur majeur dans le développement de
complications liées au diabéte. Les rapports de I'OMS ont indiqué que l'ail peut étre
utilisé pour traiter I'nyperglycémie (Ryan, Pick et Marceau, 2001). Des études menées

sur des patients diabétiques utilisant de I'huile dail ont rapporté qu'il contribue a

Djamel Atsamnia 2017-2018 36



Revue Bibliographique

corriger I'nyperglycémie. L'ail peut exercer une action hypoglycémiante par deux
mécanismes différents :

- le premier par ’augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline.

- le second par la libération de l'insuline liée ou par I’amélioration de la

sensibilité de I'insuline.

1.3.9. Effets antimicrobiens de I’ail
L'huile d'ail et les alcools allyliques dérivés de l'alliine provoquent une inhibition de la
croissance dans les levures (Chung et al., 2007). L'activité antimicrobienne diminue au
fur et @ mesure que la période de stockage augmente et, aussi, pendant une période de
chauffage prolongée. Il est donc conseillé d'utiliser de I'ail frais (Sallam et al., 2004).
A laide de leur effet antimicrobien et antioxydant, l'ail frais et la poudre dail
contribuent a la préservation des produits a base de viande (Kozlowska et al., 2015).
L'extrait d'ail brut a montre une activité contre les bactéries Gram-positives et gram-
négatives a tempeérature ambiante, mais l'effet n'‘était pas significatif lorsqu’il est
bouilli pendant 5 min avant le test (Maldonado et al 2005). L'extrait d'ail vieilli
présentait une activité dépendante de la dose contre 3 souches différentes de
helicobacter pylori a une concentration de 2 a 5 mg/ml. L'ail a également inhibe la
croissance de 20 souches différentes de mycobactérie intracellulaire qui ont été isolées
du sida (Madineh et al., 2017). Pour traiter les infections chez le lapin, ils ont utilisé un
extrait aqueux dail qui a montré des actions antibactériennes importantes contre
Shigella Flexneri et ont guéri les infections aprés 3 jours de traitement (Anibijuwon et
al., 2012).
1.3.10. Mécanismes antioxydants associés a I'effet des composés organosulfurés de
Pail
Plusieurs études ont montré que I’extrait d’ail inhibent les dommages oxydatifs
impliqués dans le vieillissement et dans différentes maladies. D’apres ces travaux, les
différents mécanismes de D’activité antioxydante de 1’ail ont été attribués a ses

composés sulfurés. Un exemple illustré sur la (Figure. 1.12) montre le mécanisme
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antioxydant associ¢ aux effets protecteurs d’un composé sulfure trés répandu dans les
différents extraits d’ail, le S-allylcysteine SAC.

Le SAC peut éliminer l'anion superoxyde (O2"), le peroxyde d'hydrogéne (H20>), le
radical hydroxyle (OH"), le radical peroxynitrite (ONOO") et le radical peroxylique
(LOO") produit dans les cellules neuronales, ainsi que l'acide hypochloreux (HOCI) et
I'oxygene singulet (O2) produit dans des cellules microgliales (lignes bleues). De plus,
le SAC présente également des propriétés chélatantes sur les ions Fe?* et Cu?* (ligne
rouge), évitant ainsi la réaction de Fenton. Le SAC inhibe également la translocation

NF-kB dans le noyau (ligne verte), ce qui empéche la signalisation apoptotique. COX2:
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Figure. 1.12. Mécanisme antioxydant associé a la S-allylcysteine (SAC) (Ana et al., 2012)

Le SAC contient un groupe thiol responsable de sa capacité antioxydante car ce
nucléophile peut facilement faire don de son proton a une espece électrophile, les
neutralisant ou les rendant moins réactifs. Le SAC est le composé le plus étudié d'AGE
et ses propriétés antioxydantes ont été rapportées dans plusieurs études. Le SAC
empéche facilement les lipides (Ana et al.,, 2012), l'oxydation des protéines
(Maldonado et al., 2003) et la nitration (Kim et al., 2006) en soutenant son activité

antioxydante. En fait, le SAC est connu pour éliminer lI'anion superoxyde (02)
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(Medina et al., 2007), le peroxyde d'hydrogéne (H20.) (Maldonado et al., 2003), un
radical hydroxyle ("OH) (Ana et al., 2012) et I'anion peroxynitrite (ONOO") (Kim et al.,
2006). Medina-Campos et al. (2007) signalent que le SAC récupére l'acide
hypochloreux (HOCI) et I'oxygene singulet (O2). De plus, ces auteurs ont comparé
I'activité du balayage du SAC par rapport aux composés de référence (molécules qui
éliminent une espéce d'oxygéne réactif spécifique) par la valeur ICso pour chaque
espéce réactive. Le SAC a neutralise HOCI d'une maniére similaire a celle de l'acide
lipoique et il était plus efficace de nettoyer 1°O2 que l'acide lipoique et le glutathion
réduit.

1.3.11. Mécanismes Antioxydants des composés phénoliques de Pail.

Le composé le plus actif en tant qu'antioxydant est celui qui posséde plus d'un groupe
actif (par exemple, NH> ou OH) en position ortho. Ainsi, le composé antioxydant le
plus actif est le catéchol (Figure 1.13), qui possede deux groupes hydroxyles en
position ortho (Valgimigli et al., 2008). La premiere chaine portant le radical peroxyle
était piégee par transfert d'atomes H a partir du OH phénolique labile et la seconde par
réaction avec le radical phénoxyle résultant. Les catéchols sont capables de piéger

deux radicaux péroxyles dans la plupart des conditions comme suit :

o

o _OH e
e TR L =
| + ROO . H I + ROOH
L ) 2 e
S \\'OH ~= ™SoH

s A Y
e R . =

+ ROO — - + ROOH

L e T e

G T \“OH g =

Figure 1.13. Le mécanisme de réaction du catéchol comme antioxydant (Valgimigli et al. 2008).
L’aniline a une valeur Pl plus faible, elle a donc la propriété d'abstraction électronique
la plus facile. Ainsi, le mécanisme de réaction du 2-aminophénol pourrait étre explique

comme suit (Figure 1.14) :
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Figure 1.14. Mécanisme de réaction du 2-aminophénol comme antioxydant (Valgimigli et al. (2008).
L'activité antioxydante €levée de ces composés est due a la présence de groupes di-
actifs (OH ou NH2) en position 1,2 dans leur structure moléculaire. Cette
caracteristique de structure a la capacité de former une liaison hydrogene
intramoléeculaire. L'atome H qui n'est pas implique dans cette liaison sera alors extrait
par les radicaux libres, ce qui aboutira a un radical phénoxy stable (Ordoudi et al.,
2006). Ensuite, le 4-aminophénol, I'nydroquinone et la p-phénylénediamine étaient
dans le second ordre en tant qu'antioxydant. Ces composés ont la méme position de
substituant. Le mécanisme réactionnel de I'hydroquinone pourrait étre expliqué comme

suit (Figure 1.15) :

OH
© + ROO e + ROOH
(o)
-
H \oo
o
HOO + + ROOH

o]
Figure 1.15. Mécanisme de réaction d’une hydroquinone comme antioxydant (Valgimigli et al. (2008)

1.4. La toxicologie de I’ail

La consommation excessive d'ail peut causer des effets indésirables pour I’homme.
Parmi ces effets, on cite une sensation de bralure dans la bouche et le tractus gastro-
intestinal, des nausees, des diarrhées, des vomissements et des odeurs corporelles. Le

potentiel allergénique de l'ail est bien reconnu et les allergenes ont été identifiés :
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citons comme exemple le DADS, le sulfate d'allylpropyle et I’allicine (Hyung et
al.,2014).

D'autre part, un certain nombre d'études toxicologiques et cliniques sur des extraits
d'ail ont été effectuées sans effets indésirables. La toxicité des extraits d'ail a été bien
établie par plusieurs études (Hyung et al., 2014) comme : 1) tests de toxicité aigué et
subaigué ; 2) test de toxicité chronique ; 3) tests de mutagénicité ; 4) tests de toxicité
générale ; 5) tests de tératogénicité (segments I, Il et 111) ; 6) test de toxicité mene par
la Food and Drug Administration des Etats-Unis et 7) des études cliniques menées sur
des sujets normaux (N=1000).

D’autre part, l'institut national du cancer des FEtats-Unis a testé la toxicité des
composés d'ail typiques. Des doses quotidiennes jusqu'a 60 g d'ail frais administrées
chez des étres vivants, sur une période de trois mois, n‘ont entrainé aucun désordre
grave (Hyung et al., 2014). Les essais cliniques recents rapportent que des extraits d‘ail
peuvent étre utilisés en tant que medicament complémentaire sans aucun risque
(Macan et al., 2006). Le SAC est I’un des composés les plus connus dans les extraits
d’ail, ses effets biologiques sont bien étudiés. L'institut national du cancer des Etats-
Unis (NCI) a étudié la toxicité du SAC par rapport a d'autres composés d‘ail et a
constaté que le SAC a moins de toxicité que l'allicine et le DADS. La dose orale
toxique de 50% (DLso) chez la souris, est la suivante (Tableau. 1.10) : pour l'allicine :
309 mg/kg chez les males et 363 mg/kg chez les femelles ; pour DADS : 145 mg/kg
chez les males et 130 mg/kg chez les femelles ; et pour le SAC : 8890 mg/kg chez les

males et 9390 mg/kg chez les femmes (Amagase, 2006).
Tableau. 1.10. Dose toxique (DLso) de : I’allicine, DADS et SAC chez les souris (Amagase, 2006).

Composé de I’ail L'allicine DADS SAC
Sexe Male Femelle Male Femelle Male Femelle
DLso (mg / kg) 309 363 145 130 8890 9390
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I.5. Application des réseaux de neurones en pharmacologie

I.5. 1. Réseaux de neurones

Un réseau de neurones artificiels (RNA) est une approche inspirée du systéme nerveux
humain (Figure 1.16). L’élément fonctionnel de base est le neurone. Le cortex cérébral
(le cerveau) contient environ 10! neurones. Ces derniers sont responsables de la
réception, de l'intégration puis de I'émission et de la propagation des messages. Le
systéeme nerveux forme un réseau de neurones. Ces derniers sont abondamment
connectés entre eux. Une cellule nerveuse réalise, par ’'intermédiaire de son axone,
plusieurs milliers de connections (appelées synapses) avec d’autres cellules. Le
nombre de connections entre un neurone et ses voisins varie entre 103 et 10 Par

conséquent, le cortex humain contient entre 10'* et 10'® connections.

Sy rm;{:‘vs\

e Axone

Corps cellulaires

Figure. 1.16. Morphologie d'un neurone biologique.

Depuis longtemps, I’homme s'est préoccupé de comprendre les principes selon
lesquels les systemes biologiques traitent I'information. Il s'est inspiré donc de ces
observations pour élaborer de nouvelles techniques appelées techniques neuro-

mimétiques ou tout simplement les RNA

Le neurone formel (Figure 1.17), appelé aussi unité, nceud, automate ou ¢lément de
processus est un processeur élémentaire. Il a été congu pour la premiére fois par

McCulloch et Pitts (1943). Ce neurone formel est un élément binaire a seuil.
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Autrement dit, ses entrées et sa sortie sont booléennes. Il recoit de ses voisins des
entrées binaires (Xj). Aprés une sommation pondérée de ces entrées (XWijX]) suivie
d'une transformation par une fonction de transfert, le neurone formel envoie des sorties
(i) binaires aux neurones voisins. L'activation du neurone formel dépend d'un certain
seuil (0), propre au neurone. Si la somme de ses entrées dépasse ce seuil, il se met dans
son état actif (+1) sinon, il se met dans son état inactif (-1). Malgré I'évolution des
neurones formels, le modéle de McCulloch et Pitts constitue, a quelques variantes
pres, la base des modeles RNA congus jusqu'a aujourd'hui. Cette évolution concerne
non seulement I'état du neurone qui peut étre binaire ou continu mais aussi la fonction
de transfert. Dans le modéle du neurone de McCulloch et Pitts on trouve (Figure 1.17).

X1 Neurone i
Wiy

Sommation Transformation
X, IWiX; Yi
Wiz

Figure 1.17. Modéle du neurone formel (McCulloch et Pitts, 1943).

Les entrées Xj au neurone i sont des sorties des neurones j du méme réseau, ou d'un
autre réseau, ou encore des entrées extérieures. Les connections traduisent l'influence
de I'environnement extérieur au neurone et permettent de calculer son entrée globale.
A chacune de ces entrées j est associé un poids Wi qui détermine l'intensité de cette
influence. L'entrée d'un neurone est fonction des signaux provenant des autres
neurones et des intensités des connections. La fonction liant ces quantités est la somme
des entrées pondérées de leurs poids correspondants. La fonction d'entrée totale peut

donc s'écrire comme suit :

S = > W;X;
j
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1.5.2. Les réseaux multicouches
Apparus en 1986, les réseaux multicouches sont les plus employés (Brookes et
al.,2016). Ces modeles sont fortement inspirés des études biologiques du systeme
visuel. Constitués par plusieurs couches, ces réseaux présentent une solution aux
limites posées par le perceptron. A la différence des autres réseaux, ils contiennent des
couches internes, dites couches cachées. Les neurones d'une méme couche ne sont pas
reliés entre eux. Les réseaux multicouches (Figure 1.18) sont composés
- d'une couche d'entrée dont les neurones recoivent l'information présentée au
réseau ;
- d'une couche de sortie qui fournit les résultats des traitements effectues par le
réseau ;
- d'un nombre variable de couches intermédiaires (couches cachées).
Les neurones de chaque couche sont complétement connectés a ceux de la couche
suivante. L'information se transmet de la couche d'entrée vers la couche de sortie. On
parle d'une propagation en avant, d'ou le nom approprié en anglais “feed forward

neural networks™ (réseaux de neurones nourris vers l'avant).

Couche d'entrée Couches cachées Couche de sortie

Figure. 1.18. Schéma d’un réseau multicouche.

1.5.3. Application des réseaux de neurones artificiels

Etant donné que les RNA peuvent prévenir les modéles a partir de séries complexes de
données analytiques, elles deviennent tres utiles dans l'analyse de données dans la

recherche pharmacologique en raison de leur capacité a reconnaitre méme les relations
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non linéaires a partir de données bruyantes. Par exemple, les RNA peuvent étre
appliquées dans l'analyse des données spectrales d'échantillons multi-composants tels
que des mélanges, pour la quantification des concentrations dans le mélange en
utilisant I'ensemble du spectre dans le processus d'identification (Hasanjani et Sohrabi,
2017). Hasani et al. (2007) ont utilisé les RNA pour la détection et I'étalonnage des
acides aminés avec des structures et des spectres similaires tels que le tryptophane, la
tyrosine et I'histidine. En outre, selon les mémes auteurs, les RNA sont capables
d'aider a déterminer les concentrations d'un échantillon chiral et d'un exces
énantiomérique dans un spectrophotométre a unique mesure en raison de leur capacité

a identifier les relations non linéaires.

Les RNA peuvent également étre utilisees comme methode d'optimisation pour la
sélection des conditions de gradient optimales pour les séparations d'anions en
chromatographie (Bolanca et al., 2008). Les RNA avec une architecture de 1 a 10-9
ont éteé jugées rapides et précis dans la prévision des temps de rétention pour les anions
en chromatographie ionique a élution a gradient linéaire avec des éluants hydroxylés.
Tham et Agatonovic-Kustrin et al., (2002) ont appliquée des RNA dans une relation
quantitative de I'élution par gradient des structures des composés tels que les dérives
de phényl thiocarbamyl-acides aminés avec une estimation des temps de rétention
chromatographique. Cette étude a révélé que l'erreur quadratique moyenne RMSE
(Root mean square error) de I'ensemble de formation et de test était respectivement de
1.773 et -0.8377. Sur la base des RMS des ensembles d’apprentissage et de test et avec
une corrélation élevée entre les valeurs prédites et expérimentales (R>0,97), la
séparation chromatographique peut étre prédite par les RNA. De méme, les RNA
peuvent aider a optimiser I’HPLC en trouvant une corrélation entre le comportement
chromatographique des solutés (facteurs de capacité), la composition de la phase
mobile et le pH pour prédire les temps de rétention.

En conclusion, les RNA peuvent servir d'outil génial dans I'étape de I'optimisation du
développement de la méthode pour aider a gagner du temps et des codts pendant cette

étape de la recherche. En outre, les RNA peuvent aider a détecter les relations dans
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I'analyse des séries de données difficiles telles que la caractérisation des mélanges.
Cette versatilité passionnante permet aux RNA d'étre utilisées presque dans tous les
domaines de la science nécessitant une analyse de données importantes, variables et /

ou multivariées ; Ainsi, les applications des RNA devraient continuer dans de

nombreuses autres disciplines.
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1. PROCEDURE EXPERIMENTALE

I11.1. Matériels et méthodes

11.1.1. Matiére végétale

La matiere végétale utilisée est ’ail frais local (Algérien), récolté dans la région de la

wilaya de Médéa au mois de septembre 2013. L’extrait a été obtenu par écrasement et

macération d’une quantité de bulbes d’ail frais conservé dans un endroit sec et frais.

Figure 11.1 variétés d’ail de la région de Médéa-Algérie (2013).

111.1.2. Produits utilisés

Les produits chimiques utilisés pour 1’extraction, pour I’analyse et pour 1’étude

pharmacologique de 1’ail sont présentés sur le tableau I1.1

Tableau I1.1. Les produits chimiques utilisés pour I’extraction, I’analyse et pour I’étude.
pharmacologique de ’ail.

Produits Marque utilisation
Diéthyl ether (D.E.E) Riedel de Haen AG 3016 Extraction
Méthanol Sigma Aldrich laboratoire Chromatographie (HPLC)
Ethanol Sigma Aldrich laboratoire Extraction
Acétonitrile Sigma Aldrich laboratoire Chromatographie (HPLC)
Eau distillée Sigma Aldrich laboratoire Extraction Chromatographie (HPLC)
Alloxan monohydrate Sigma Aldrich laboratoire Induction du diabéte chez les rats.
Acide Gallique Sigma Aldrich laboratoire Standard pour polyphénols
Quarcitine Sigma Aldrich laboratoire Standard pour flavonoides
Reactif de Folin-Ciocalteu | Sigma Aldrich laboratoire Dosage des polyphénols
Alliine Sigma Aldrich laboratoire Dosage d’allicine et activité hépatoprotectric
DPPH Sigma Aldrich laboratoire Test pour I’activité antioxydante
ABTS Sigma Aldrich laboratoire Test pour I’activité antioxydante
Trolox Sigma Aldrich laboratoire Test pour I’activité antioxydante
Extrait Methanolique Institut européen des antioxydant Test pour I’activité antioxydante

Djamel Atsamnia

2017-2018

48



Procédure expérimentale

11.1.3. Matériels microbiologiques
Les Produits utilisé pour les tests microbiologiques sont présentés sur le tableau 11.2.

Tableau I1.2. Produits utilisés lors des analyses microbiologiques.

Soja agar (Difco™)

Gélose Sabauraud (Difco ™)

Myristate (Merck)

Solvants Milieu tampon pH 6

Milieu tampon pH 8

Staphylococcus aureus (ATCC 12228)

Escherichia coli (ATCC 1536)

Milieu de culture

11.1.4. Materiels
Le tableau I1.3 récapitule le matériel utilisé¢ pour I’extraction.

Tableau I1.3. Appareillages utilisés.

Appareillage Marque
Homogéneiseur IKA T18basic ULTRA-TURRAX
Evaporateur rotatif IK. WERKE RV05-ST
pH — métre Hanna pH 209
Spectrophotomeétre UV-Visible | Perkin EImer lambda 25
Spectrométre FTIR Perkin Elmer FTIR Spectrum BX
Chromatographe (HPLC) Shimadzu LC-10A avec détecteur UV-VIS type SPD
Lecteur des zones d’inhibition Fisher L-Lilly
Bain marie réglé a37° C Memmert Type WNB 14 F-NR LY 12.0671 230v-freq 50
Spectrophotometer Model Sp 3000 nano OPTIMA feq 50/60 HZ 1A

11.2. Protocole expérimental

I1.2.1. Préparation de I’extrait d’ail

L’ail a été utilisé depuis plusieurs centaines d’années pour traiter divers problémes de
santé. Un trés grand nombre d’études ont été réalisées afin de mieux connaitre les
principes actifs de 1’ail et leurs effets physiologiques. Dans ces études, 1’ail a été utilisé
sous ses deux formes : en tant que plante fraiche et sous forme d’extrait.

Plusieurs expériences ont été réalisées pour déterminer le rapport optimal d’extraction
en faisant varier le solvant organique. Pour ce faire, le méme protocole expérimental

(Figure 11.2) a été¢ maintenu a 1’exception du solvant organique utilisé.
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Ail frais

v

Décorticage / Epluchage

A 4

Ecraser dans un mortier

\ 4

Ajout de 20 ml d’eau distillée

A 4

Homogénéisation

l

Ajout de 200 ml de solvant

organique

l

Homogénéisation

Phase aqueuse

Centrifugation

Figure 11.2. Différentes étapes d’optimisation de préparation de I’extrait d’ail.
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11.2.2. Caractérisation de ’extrait d’ail

11.2.2.1. Rendement des différents extraits d’ail

Le rendement en extrait est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait
obtenue et la masse de la matiere végétale utilisée pour 1’extraction (pharmacopée

européenne. 2001).

R (%) = —POIJ B 1100

0
Po : poids initial

P1 : poids aprés extraction et sechage

11.2.2.2. Méthodes d’analyses physicochimiques (spectroscopiques)

Les méthodes spectroscopiques les plus frequemment rencontrées en chimie sont : la
spectroscopie infrarouge (IR), la spectrophotométrie ultraviolet-visible, la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) ou encore la spectroscopie
de masse (SM).

L’objectif de ces méthodes est de tirer des informations des spectres obtenus avec
chaque spectroscopie. Ces spectres fournissent des informations sur la structure,
d’autres sur la présence des groupements fonctionnels, ... etc. De plus, certaines
méthodes permettent un suivi quantitatif de réactions.

Pour la caractérisation et la mise en évidence des familles chimiques de 1’extrait d’ail,
nous avons utilisé les méthodes disponibles au niveau du complexe antibiotical de
Médéa (SAIDAL) a savoir : la Spectroscopie UV-visible, la Spectroscopie Infrarouge
(IR) et la Chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

11.2.2.2.1. Spectroscopie UV-visible

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode analytique quantitative qui consiste
a mesurer I'absorbance (ou la densité optique) d'une solution de substance chimique
donnée. Dans le but de déterminer la longueur d’onde maximale de I’extrait d’ail,
I’analyse a été faite pour une longueur d’onde comprise entre 200 et 400nm. Les

mesures ont été réalisées dans des cellules en quartz dont le trajet optique est de 1cm.
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11.2.2.2.2. Spectroscopie IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est la technique utilisée
pour obtenir le spectre d'absorption ou d'émission d’un échantillon liquide d’extrait
d’ail. Pour ce faire, 0,025 mg de I’extrait d’ail a analyser a été introduite dans une
pastille de KBr préalablement préparée par compression. La lecture du spectre
d’émission a été réalisée dans le but d’étudier la composition de notre extrait.
11.2.2.2.3. Analyse par chromatographie liquide a haute performance

La séparation et la quantification de tous les thiosulfinates détectables présents dans
I'ail ont été signalées pour la premiére fois en 1990 avec une méthode standard pour la
quantification de I'allicine en utilisant un standard externe.

L’extrait d’ail préparé est analysé par injection d’une quantité de 20ul d’échantillon
dans un chromatogramme (HPLC). Afin d’étudier la composition chimique de notre
extrait, le spectre obtenu est comparé avec les spectres des étalons (Quercétine, acide

gallique et allicine) (voir tableaux 11.4 et 11.5).

Tableau I1.4. Conditions d’analyses par HPLC- Allicine - (SAIDAL Médéa).

Colonne Cas (phases inverses) - longueur : 12.5cm - @ int : 4.6 mm
Phase mobile Acétonitrile / eau 60/40 (v/v)

Débit 3 ml/min

Température de trava| 25°C

Volume injecté 20 pl

Longueur d’onde 254 nm

Tableau I1.5 : Conditions d’analyse par HPLC- Quercétine, acide gallique - (SAIDAL Médéa).

Colonne Nucléosil 100-5 C18
Phase mobile Méthanol/eau (60/40)
Débit de la phase mobile 1 ml/min

Débit d’injection (volume injecté) | 20 pl
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I1.3. Pouvoir antioxydant de I’ail

I1.3.1. Préparation des échantillons d’ail

Pour la préparation d’extraits d’ail a différentes concentrations, une série de dilutions a
partir de chaque extrait d’ail obtenu précédemment a été faite (Aqueux, methanolique,
ethanolique, diéther ethyliqgue mélange eau méthanol et mélange eaux éthanol). Par la
suite, six flacons contenants chacun 0,1ml d’extrait d’ail a différentes concentrations
ont été préparés (100%, 80%, 50%,25%, 10%, 5%) (Figure 11-3). Une troisieme série
de cinq flacons contenant chacun un échantillon d’extrait d’ail a été exposé a

différentes températures (4°C, 25°C, 35°C, 50°C, 75°C).

oA ml ED 075 m B 1ml ED 1.2ml BD 1iml ED

I

mmmmm

100%% 80%o S0% 25% 10% 5%

Figure 11.3. Etapes de dilution de I’extrait d’ail.
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11.3.2. Etude de la teneur en composés phénoliques et du potentiel antioxydant de
Pail

11.3.2.1. Teneur totale en phénol

La méthode de Singleton et Rossi modifiée (1965) a été utilisée pour la détermination
de la teneur totale en phénol des extraits d’ail en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu.
Un mélange de 0,1 ml d’extrait d’ail (a différentes températures) avec 2ml d’une
solution de carbonate de sodium NaxCOz a 2% (2 g dans 100 ml d’eau distillée) est
agite sur vortex. Ensuite, le réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10 fois
dilué) a été ajouté. L’ensemble a été incubé a température ambiante pendant 30
minutes et la lecture a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotometre a 750nm.

Une courbe d’étalonnage a été établie en paralléle en utilisant 1’acide gallique a
différentes concentrations (0-1 mg/ml) dans les mémes conditions que les échantillons.
Les resultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par
gramme du poids sec de la plante en appliquant la formule suivante :

c*V
m

C:

C : La teneur totale en phénols (mg d’acide gallique/g de matiére seéche).
C : La concentration de I’acide gallique déterminée a partir de la courbe d’étalonnage
(mg/ml).
V : Volume de ’extrait aqueux d’ail
m : Le poids de la matiere séche (g).
11.3.2.2. La Teneur totale en flavonoides
Les flavonoides auxquels on attribue les effets biologiques de I’extrait d’ail ont été

recherchés par la méthode de AICIs (Figure 11.4) (Hung et al., 2004).
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OH O

Figure 11.4. Structure générale du noyau des flavonoides (Heim et al., 2002).

Pour la détermination de la teneur en flavonoides de I’extrait d’ail aqueux, 1ml de la
solution de I’extrait a été ajouté a un volume égal d’une solution de 2% d’AlCls 6H.0
(2gr dans 100ml du méthanol).

Aprés incubation a température ambiante pendant 10 minutes, l'absorbance du
mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm. La teneur en composes flavonoides
totaux est exprimée en m/g équivalent de quercétine (QE) de GH sec.

Un grand nombre d’effets biologiques de la quercétine et d'autres flavonoides peuvent
étre expliqués par leur activité antioxydante et leur capacité a détruire les radicaux
libres. La fonction antioxydante de la quercétine est renforcée par la vitamine C. Ce
renforcement est attribué a la capacité de la vitamine C a reduire la quercétine oxydée
et a celle de la quercétine d'inhiber la photooxydation de la vitamine C. Des effets
bénefiques encore plus puissants de la quercétine comme destructeur de radicaux
libres et/ou comme inhibiteur de la peroxydation lipidique ont été observés en
association avec la vitamine E et la vitamine C.

D’autre part, la quercétine a été utilisée comme standards, pour I’obtention de la
courbe d’étalonnage. La courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations (0 a
350 pg/ml) et dans les mémes conditions opeératoires utilisées pour les échantillons
servira a la quantification des flavonoides. La concentration des flavonoides de nos
extraits exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par ml d’extrait est

déduite a partir de cette courbe d’étalonnage.
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11.3.3. Evaluation du pouvoir antioxydant de ’extrait d’ail

Le potentiel antioxydant des extraits de plantes et des composés purs peut étre mesuré
en utilisant de nombreux essais in vitro. Chacun de ces tests est basé sur une
caractéristigue  d’activité antioxydante, comme la capacité a éliminer les radicaux
libres ou a inhiber la peroxydation des lipides. Cependant, les activités antioxydantes
totales des plantes ne peuvent étre évidentes par une méthode unique en raison de la
nature complexe des produits phytochimiques (Nataraj et al, 2013). Deux ou plusieurs
méthodes devraient toujours étre utilisées afin d’évaluer les effets antioxydants totaux
des végétaux.

En outre, bien que plusieurs méthodes aient été utilisées pour tester les activités
antioxydantes de divers composés chimiques, ces dernieres ne peuvent pas étre
utilisées en tant que telles pour mesurer l'activité antioxydante des extraits de plantes
en raison de leur composition complexe (Wong-Paz et al., 2015). En outre, un bon
nombre des méthodes utilisées sont soit trop colteuses, soit trop complexes pour tester
de grandes séries d'échantillons.

Dans cette etude, pour determiner les activités antioxydantes des différents
¢chantillons de 1’ail, nous avons évalué I'adéquation de trois méthodes différentes (test
de puissance de réduction de fer RP (Réduction Power), méthode de piégeage du
radical libre DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) et méthode de piégeage du radical
cationique ABTS™. Les plantes Allium ont été choisies en raison de leur potentiel
antioxydant éleve. De plus, le réle des phénols dans I'antioxydation et / ou dans
I'activité de balayage radicalaire a été étudié.

11.3.3.1. Test de puissance de réduction de fer -Réduction Power (RP)

Le pouvoir réducteur mesure la capacité qu’a un antioxydant a donner un électron
(Balasundram et al., 2005). La détermination du pouvoir réducteur est réalisée selon la
méthode d’OKTAY (Figure 11.5) (OKTAY et al., 2003).

La réduction de I’ion ferrique (Fe®*") en ion ferreux (Fe?*), est mesurée par 1’intensité
de la solution bleue vert qui en résulte. Celle-ci absorbe a une longueur d’onde de 700

nm. Une augmentation de 1’absorbance est indicatrice d un pouvoir réducteur ¢élevé.
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500 pl d’extrait

A 4
500 pl de Ferricyanure de Bain marie a 50°C 500 pl de tampon
potassium (1%) phosphate (0,1 M) pH= 6,6

Y
A

A 4

500 pulde TCA

Trichlorure Acétique 10%

{ Centrifugation }

|

2000 pl d’eau
400 pl de chlorure distillee 2000 pl du
de fer FeClz 0,1 % surnageant

Absorbance a 700 nm
(Faire une lecture a 700 nm)

Figure 11.5. Protocole de détermination du pouvoir réducteur OKTAY et al., (2003).

- Le méme protocole expérimental a été utilisé pour le blanc en remplacant
I’extrait par de 1’eau distillée.
- L’extrait est ensuite remplacé par des solvants purs : méthanol éthanols et

diethyl ether.

L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de

la réduction du fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif. Par la suite,
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le pouvoir réducteur de 1’ail a ét¢ comparé par un antioxydant utilis€ en industrie
alimentaire : ’acide ascorbique (Vitamine C).

Le procédé consiste a faire diluer 0,5 g/ml d’acide ascorbique jusqu'a 1’obtention d’une
solution de concentration de 0,0625 g/ml. Le méme protocole du premier test a été
utilisé. La longueur d’onde d’absorption de la solution méthanolique de [’acide
ascorbique est A=686 nm.

La concentration RPos est définie comme étant la concentration effective a laquelle
I'absorbance est de 0,5 pour réduire la concentration initiale du thiocyanate ferrique ;
c’est un indice utilis€é pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices
des substances bioactives.

11.3.3.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH"* (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil)

L’évaluation de D’activité anti-radicalaire (antioxydante) de D’extrait d’ail a été
déterminée par le test au DPPH selon un protocole legerement modifié décrit par
(Sanchez Moreno et al.1998). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des
antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"¥).

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des

protons (Figure 11.6).
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DFFH"* DFFHH
2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl diphenyl-picrylhydrazine
Couleur Violette couleur jaune

Figure 11.6. Schéma de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant.
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Une quantité de DPPH de concentration égale a 0,0024mg/ml est dissoute dans du
méthanol sous agitation et conservée dans un réfrigérateur a une température de 4°C a

I'abri de la lumiére avant utilisation (Figure 11.7).

Figure 11.7. Solution méthanolique du DPPH.

La lecture de I’absorbance pour chaque concentration contre un blanc déja préparé est
faite a 517nm aprés 30 minutes d’incubation a une température ambiante. La longueur
d’onde maximale utilisée a été déja déterminée par analyse spectroscopique UV-
Visible. Pour chague concentration, le test est répété 3 fois. Les résultats sont exprimés
en pourcentage d’inhibition (1%) :

Absorbance du controle — Absorbance del'échantillon
Absorbance du controle

% d'inhibition radical DPPH =

Les résultats de I’activité antioxydante ont été évalués en ICsg, C'est-a-dire la quantité
d'antioxydant nécessaire pour diminuer de 50% la concentration initiale de DPPHe+.
11.3.3.3. Activité antioxydante mesurée par le radical cation ABTS"" (Acide 2, 2-
azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique))

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants (extraits d’ail) a neutraliser le
radical ABTS"™.

Dans ce test, ’ABTS oxydé est intensivement coloré, et I’activité antioxydante est
mesurée comme étant la capacité des composés testés a diminuer ’intensité de la

coloration, relativement au Trolox.
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Figure 11.8. Structure du radical-cation ABTS.

Le cation radical ABTS (Figure 11.8) a été préparé en mélangeant a volume égal une
solution ABTS 7 mM et une solution de persulfate de potassium K>S;0s a 2,45 mM.
Le tout a été conservé a l'obscurité a température ambiante pendant 16 h, avant
utilisation. Le mélange obtenu a été dilué e avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance
comprise entre 0.7 et 0.8 a 734 nm. 990 ul de cette solution fraichement préparée ont
été ajoutés a 10 pl d’extrait d’ail. La lecture de I’absorbance pour différentes
concentrations a été faite a 517nm aprés 6 minutes d’incubation et a une temperature
ambiante. Pour chaque concentration, le test est répété 3fois. Le pourcentage

d’inhibition d’ABTS++ a été calculé comme suit :

Absorbance du controle — Absorbancedel'échantillon
Absorbance du controle

%d'inhibition radical ABTS =

11.3.3.4. Préparation des échantillons d’acide ascorbique (Vitamine C)

Dans le but de comparer I’effet antioxydant des extraits d’ail obtenus, 1’effet
antioxydant de I’acide ascorbique (vitamine C) connu par son effet anti radicalaire tres
fort a été étudié. Plusieurs dilutions d’acide ascorbique a faible concentrations
exprimées en mg/ml (0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.08, 0.06 et 0.04) ont été préparées selon le
protocole expérimental disponible au complexe antibiotiqgue SAIDAL.

11.3.3.4.1. Activité anti radicalaire de la vitamine C

Un volume de 0,1ml de chaque solution aqueuse d’acide ascorbique (standard) a
différentes concentrations est ajouté a 3.9ml de la solution méthanolique
(0,024mg /ml) de chaque oxydant de références testé (DPPH, d’ABTS et test RP). En
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paralléle, un controle négatif est préparé en mélangeant 0,1 ml d’eau distillée avec 3,9
ml de la solution méthanolique du DPPH.

11.3.3.5. Capacité antioxydante en équivalent Trolox

11.3.3.5.1. Courbe d’étalonnage du Trolox

Le trolox (15,60 mg) est solubilisé dans un volume de 25 mL d’éthanol afin d’obtenir
une solution a 2,5 mM. Le pourcentage d’inhibition pour 1pmol/L a été déterminé a
partir de la courbe d’étalonnage du trolox obtenue pour différentes dilutions.

La concentration finale du Trolox dans le DPPH ainsi que dans ’ABTS doit étre
comprise entre 0 et 15uM.

11.3.3.5.2. TEAC (capacité antioxydante en équivalent Trolox) par I’utilisation du
ABTS™ ou DPPH™"

Principe de la méthode TEAC

La méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) est utilisée pour évaluer
I’activité antioxydante totale de I’extrait, déduite de sa capacité a inhiber les radicaux
DPPH™" et ABTS™ (Figure 11.9). Ces derniers, obtenus respectivement a partir de
I’ABTS (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline- 6-
sulfonique)) ou du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) et comparativement a un
antioxydant de reférence : le Trolox (acide 6-hydroxy-2, 5, 7,8- tétraméthylchroman-2-
carboxylique) possede une structure moléculaire cyclique similaire a celle de la
vitamine E.
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Figure 11.9. Mécanisme impliqué dans l'activation de I'ABTS dans des conditions pro-oxydantes et
sous l'action anti-oxydante de Trolox.

I1.4. Effets préventifs et curatifs de Dextrait d’ail sur 1'hépatotoxicité
médicamenteuse induite par le paracétamol

Dans cette partie, 1’effet de I’ail sur I'hépatotoxicité médicamenteuse induite par un
médicament largement utilisé appartenant a la famille des anti-inflammatoires a été
étudié : le paracétamol.

Le paracétamol ou l'acétaminophene est un médicament analgésique couramment
utilisé, connu par son effet a provoquer une nécrose hépatique centrylobulaire apres
surdosage (Sreedevi et al., 2009). Sa toxicité provoque également de nombreuses
admissions hospitalieres d'urgence et continue d'étre associée a une mortalité élevée.
Son hépatotoxicité a été liée a la production d'un métabolite intermédiaire hautement
réactif de la N-acéetyl-p-benzoquinone imine formé par l'oxydation médiée par le
cytochrome P450 (Kuriakose et Kurup., 2010).
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11.4.1. Préparation de I'extrait

Des gousses d’ail frais collectées, séchées, pulvérisées et broyées dans un mortier
sont soumises a une macération froide pendant 4 jours en utilisant de 1’eau distillée. Le
macéra obtenu a été concentré a l'aide d'une centrifugeuse puis filtré sur papier filtre
de 0,45 um, et a été maintenu au réfrigérateur a une température de 4°C.

11.4.2. Matériel animal

Cette étude a été réalisée sur des rats Wistar albinos males de 200 g comme poids
moyen, achetés auprés du centre national pour la recherche et le développement d'El-
Harrach (CRD). Ils avaient un libre accés a I’eau et a la nourriture. La température de
I’animalerie était maintenue a 22 °C.

11.4.3. Obtention de la dose toxique du paracétamol.

Les comprimes du paracetamol 500mg (Figure 11.10) ont été réduits en poudre. La DLso
(dose letale médiane) a été déeterminée pour les rats intoxiques par le Paralgan 500 mg.
En considérant 7000 mg de paracetamol pour 1 kg de poids corporel (PC) de rat, il a
¢té constaté la mort de 5 rats sur les 11 choisis pour I’expérience.

La dose de paracétamol a été alors réduite jusqu’a 2000 mg pour 1 kg du PC de rat
pour I’induction de la toxicité hepatique avec le paracétamol. Quant aux doses de
I’extrait de I’ail, les quantités de cet extrait ont été corrélées a la quantité d’ail utilisée
pour corriger des lésions hépatiques des rats Wistar intoxiqués avec le paracétamol au
cours des précédentes études.

Les rats ont été divisés en six groupes, avec six dans chagque groupe. Le schéma

d'alimentation est le suivant :

N

O

HO

Figure 11.10. Molécule du paracétamol.

Djamel Atsamnia 2017-2018 63



Procédure expérimentale

- Lot 1 : Des rats témoins normaux qui ont regu 2ml d’extrait d’ail (0,1 g/200 g
PC) pendant 42 jours.

- Lot 2 : des rats qui ont recu 2 g/kg PC du paracétamol (40%) pendant une
période de 42 jours suivi d’un arrét de traitement.

- Lot 3 (06 rats) : A recu 2g/kg PC du paracétamol par jour pendant 21 jours
puis un traitement avec 100 mg/kg PC d'extrait pendant trois semaines.

- Lot 4 (06 rats) : les rats ont recu par voie orale 2 g de paracétamol par kg de
poids corporel ensuite un traitement de 2 ml de 1’extrait d’ail dilué¢ a 50% du
précédent pendant 21 jours.

- Lot 5 (06 rats) : animaux témoins qui n’ont regus ni paracétamol ni extrait
d’ail.

- Lot 6 (06 rats) : les rats ont recu par voie orale 2 g du paracétamol par kg de
poids corporel ensuite un traitement de 1.5 mg/kg PC de quercétine (QE)
pendant 42jours.

- Lot 7 (06 rats) : les rats ont recu par voie orale 2 g du paracétamol par kg de
poids corporel ensuite un traitement de 1.5 mg/kg PC d’un extrait de
polyphenols pendant 42 jours.

- Lot 8 (06 rats) : groupe des rats normaux qui ont regu 2ml d’extrait d’ail (0,1
9/200 g PC) pendant 42 jours, les trois derniéres semaines simultanément avec
une administration quotidienne de 2g par kg de poids corporel de paracétamol.

11.4.4. Evaluation de la fonction hépatique.

Les dosages biochimiques des enzymes transaminases (GOT, GPT) ont été réalisés
aprés un prélevement sanguin chez les rats chaque semaine. Le sang a été prélevé au
niveau du sinus retro orbitaire du rat a I’aide d’un tube capillaire et a été laissé
coaguler a température ambiante. Le sérum a été ensuite séparé par centrifugation a
2500 tr/min pendant 10 minutes.

Les analyses ont ét¢ effectuées dans un laboratoire d’analyse médicale par un automate

(Erba Mannheim XL System Packs) lié a un logiciel et a un détecteur UV.
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11.5. Effet antidiabétique de I'ail

La présente étude a deux objectifs : le premier consiste a évaluer expérimentalement
I'effet antidiabétique de l'extrait d'ail utilisé chez les rats diabétiques induits par
I'alloxane et a comparer son effet avec un médicament antidiabétique. Le deuxiéme
objectif a €té assigné a I’examen des connaissances actuelles sur le role des radicaux
libres et du stress oxydatif dans la pathogenése du diabéte et de ses complications et a
la relation entre les mécanismes antioxydants et le diabete pour montrer I'importance
des mécanismes d'action de l'activité antioxydante dans le traitement de cette maladie.
11.5.1. Préparation de I’extrait de I’ail

A. sativum L ont été recueillis dans la région de Benchicao (Médeéa, Algerie) en mai
2013. Des bulbes d‘ail frais ont été decollés, tranchés et broyés dans une pate et mis en
suspension dans de I'eau distillée pendant 24 heures a une température de 4+0,5°C. Le
maceéra obtenu a été filtré a travers un gaze et ensuite a travers un microfiltre de 0,45
micrometre de diamétre. L'extrait aqueux d'ail obtenu est stocké a 4+0,5°C jusqu'a
utilisation.

11.5.2. Réactifs

L'alloxan (2,4,5,6-tétraxypyrimidine, -dioxyuracile 5-6) nous a été fourni par I'Institut
Pasteur d'Alger. Le médicament antidiabétique (metformine HCI 850 mg) a été ramene
du laboratoire de toxicologie animale du complexe antibiotical SAIDAL de Médéa,
Algérie.

11.5.3. Materiel Animal

Des rats Wistar de huit semaines ont été achetés auprés du centre national pour la
recherche et le développement d'El-Harrach (CRD). Ils ont été logés au laboratoire de
toxicologie animale de Médéa dans des cages propres a température ambiante de 25 +
1°C. Ils ont eu I’accés a l'eau et a l'alimentation standard pour rats et ont été laissés
s'adapter au nouvel environnement pendant une semaine avant le début des

expériences.
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11.5.4. Critéres de sélection des Rats
Dans cette étude, le taux de glycémie, de cholestérolémie et de triglycérides étaient
standard (Tableau 11.6) pour des rats adultes males, sains, type Wistar albinos agés de

2 & 3 mois et pesant de 200 a 260 g. Les rats anormaux ont été exclus.

Tableau I1.6. Normes pour la glycémie, le cholestérol et les triglycérides chez les rats.

Poids (g)  Glycémie (g/l) cholestérol (g/l) Triglycéride (g/1)

Groupe 1 225 + 25° 1.15 +0.10? 1.20 + 0.40° 1.10 +0.20°

Groupe 2 235+ 1° 1.20 +0.15° 1.30 + 0.50° 1.35 +0.45°
Groupe 3 225 + 25° 1.00 + 0.20P 1.15 + 0.35° 1.15 +0.25°
Groupe 4 235 + 25P 1.10 +0.30° 1.05 + 0.25P 1.25 +0.35°

Les valeurs moyennes + SD pour six rats par groupe
a Signification statistique (p < 0.01).
® Signification statistique < 0.05).

11.5.5. Induction du diabete
Le diabete a été induit par injection sous-cutanée (0,8g/kg du poids corporel)
d'alloxane monohydraté a 98% a une concentration de 40 mg/ml. L'hyperglycémie a
été confirmée par le taux élevé de glucose déterminé apres 48 h.
11.5.6. Test de correction de la glycémie
Les animaux avec un taux de glycémie supérieur a (1,50 g/l) sont considérés comme
diabétiques (Togashi et al., 2016). Les rats diabétiques et normaux ont été divises en
quatre groupes. Une administration orale (par gavage) avec 1’extrait d’ail obtenu ou
avec la Methformine a été effectuée quotidiennement pendant sept jours suivie d’une
pesée quotidienne du poids des rats de chaque lot (Figure. 11.11) :
- Groupes 1 : Rats diabétiques sans traitement. Etablissement d'un modéle
diabétique chez le rat.
- Groupe 2 : Rats diabétiques recevant par alimentation par gavage (0,8 g / kg
de poids corporel) de I'extrait d'ail frais.
- Groupe 3 : Rats diabétiques recevant par gavage (0,05 g/ kg de poids corporel)
un médicament antidiabétique (Metformine HCI 850 mg).

- Groupe4 : Rats témoins normaux, traités avec de I'extrait d'ail.
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- Groupe 5 : Rats de contr6le normal sans injection d'alloxane et non traités avec
de l'extrait d'ail.

Au cours des trois semaines de traitement, un suivi quotidien de I’évolution des rats
alloxaniques pendant la période du traitement a été réalisée. La consommation d'eau,
la nourriture et le poids des rats ont éte controlés. Un test de glycémie a été effectue
chaque semaine au cours du traitement et ensuite apres celui-ci.
11.5.7. Analyse biochimique du sang.
La collecte du sang a été faite par rétro-orbitaire (Figure 11.11) dans du tube capillaire
héparinisé suivie d'une analyse de la glycémie dans une clinique médicale de Médéa.
Les concentrations du glucose dans le sang ont été analysées par voie enzymatique en
utilisant la méthode de Bergmeyer (1974). Le kit se compose d'une solution du glucose
standard (1g/l) et d'un réactif composé de : phosphate 70 mmol/l, phénol 5 mmol/I,

glucose oxydase> 10Ul/ml, peroxydes> 1Ul/ml, 4-minoantipyrine 0,4 mmol/l, pH 7,5.

Figure. 11.11. Technique du prélévement sanguin réalisé sur les rats.

11.5.8. Analyse des échantillons

Le sérum ou le plasma recueilli par une procédure standardisée est rapidement séparé
des globules rouges pour éviter la glycolyse cellulaire. Le réactif stocké a température
ambiante a été réparti dans des tubes. Ces derniers ont été incubés dans un bain d'eau
avec agitation a 37°C pendant 10 minutes. L'absorbance des échantillons a été

mesurée contre un réactif blanc a 500 nm (Tableau 11.7).
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Tableau I1.7. Répartition des réactifs dans les tubes

Blanc | Etalon | Echantillon
Echantillon - - 10 pl
Etalon glucose - 10 pl -
Réactif 1.0ml | 1.0ml 1.0 mi

La concentration en glucose de I'échantillon a été calculée selon la formule décrite par
GOD-POD, méthode colorimétrique

Glucose (g/L) = (Absorbance de I'échantillon / Absorbance du Standard) x Conc du Std (g/L).
11.5.9. Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été effectuées en trois essais. Les résultats de I'effet
hypoglycémiant de l'extrait d'ail et de la metformine sont exprimés en moyenne = SD
(n = 6). L’évaluation statistique a été effectuée en utilisant ANOVA a sens unique
(version PAST .17) pour analyser les différences entre les résultats expérimentaux
obtenus. Les différences sont considérées comme significatives lorsque les valeurs de
p (degré de signification) étaient inférieures a 0,05 (p <0,05) et plus significatives
lorsque les valeurs de p sont inférieures a 0,01 (p <0,01).

11.6. Activité antibactérienne de I’ail.
Les gousses ont été pelées, tranchées et broyées dans une pate et mises en suspension

dans des solvants appropriés (Eau distillée, Methanol et Etnanol) pendant 24 heures a
une température de 4 = 0,5°C. La solution obtenue a été filtrée a travers une gaze et
ensuite par un microfiltre de 0,45 micrometre. Les extraits aqueux, méthanolique et
¢thanolique d'ail ont été conservés a 4 £ 0,5°C jusqu'a ce qu’ils soient utilisés.

11.6.1. Préparation de la souche de référence

Selon les recommandations de I'ATCC (American Type Culture Collection) : un
systeme de lot de semences a été suivi de sorte que la souche de référence est sous-
cultivée en plusieurs répétitions a la fois dans un passage. Seuls cing passages sont
autorisés a partir de la souche de référence, donc le risque d'altération phénotypique ou
de mutation génétique est réduit au minimum. Une solution tamponnée de chlorure de

sodium-peptone de pH = 7.0 a été utilisée pour préparer des suspensions témoins. Pour
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obtenir une suspension de spores d'Aspergillus Brasiliensis (ATCC 16404), 0,005% de
polysorbate 80 a été ajouté aux solutions tampons. La suspension a été maintenue dans
un intervalle de température de 2 a 8°C pendant une période limitée. Pour Vérifier les
conditions de fonctionnement, un contrdle négatif est obtenu en remplacant le diluant
choisi dans la préparation a examiner. Aucune croissance microbienne n'a été
observée.

11.6.2. Méthode microbiologique

La méthode de diffusion solide du dép6t sur les disques d'agar (6 mm de diamétre)
imprégnés de substances antimicrobiennes a été employée. Dans cette etude, la gousse
de soja Tropic a été utilisée. Les souches ont été choisies parmi les souches de
référence listées dans ’institut American Type Culture Collection (ATCC), E. coli
(ATCC 11105), S.aureus (ATCC 6633) et B.subtilis (ATCC 6538). Des diameétres
d'inhibition ont été obtenus apres un temps d'incubation de 18 heures. Ensuite, des
quantités d’extrait d'ail obtenu ont ét¢ introduites dans des tubes a essais. Chaque tube
a été maintenu a une tempeérature sélectionnée (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C)
pendant une duree totale de six heures. Des solutions d'extrait d'ail de concentrations
décroissantes ont été préparées a partir des échantillons prélevés a un intervalle du
temps d'une heure. Chaque solution a été obtenue en mélangeant 0,5 ml de la solution
précedente avec 0,5 ml de myristate, un solvant organique utilisé en microbiologie,
sans effet antimicrobien (Pharmacopée Européen 2007). Des boites de Pétri ont éte
préparées en déposant un disque vierge sur la surface de chacune d'elles ; Elles ont été
inbibées par 25 ul de chacune de ces concentrations d'extrait d'ail a tester. La méme
méthode a été utilisée a différents intervalles de temps et des températures de 18 °C,
50 °C et 90 °C pour la méme concentration d'extrait d'ail.

11.6.3. Détermination de la CMI

Le but de cette méthode est la détermination de la concentration la plus faible de
I’extrait aqueux d’ail qui pourrait détruire les micro-organismes ou empécher leur

développement. Cette technique se pratique soit sur milieu solide ou liquide, mais la
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plus économique est celle sur milieu solide qui permet de tester plusieurs souches

bactériennes dans la méme boite. Dans ce travail, seul le milieu solide a été utilisé.

11.6.4. Modélisation neuronale

L'objectif de cette partic de 1’étude est d’élaborer un modéle qui nous permettra de
prédire la concentration minimale inhibitrice pour différentes valeurs de
concentrations, de températures et du temps d'incubation a partir d’'une base de
données expérimentales de l'activité antibactérienne de plusieurs échantillons d'extrait
dail, exposés pendant six heures a différentes températures et ce pour trois souches
bactériennes, Staphylococcus aureus (S.aureus), Escherichia coli (E. coli) et Bacillus
subtilis (B.subtilis).

Trente ensembles de données expérimentales pour chagque souche ont été sélectionnés
pour former la base de données finale (Tableau). Un réseau de perceptron multicouche
(MLP) de trois couches a été choisi pour la modélisation. Il s'agit d'un réseau neuronal
artificiel d'anticipation, en raison de ses excellentes capacités de généralisation non
linéaire (Hamadache et al., 2016). La couche d'entrée est composee des variables
suivantes : concentration, température et temps. La couche de sortie quant a elle est
constituée des trois sorties suivantes : concentration minimale d'inhibition de I’extrait
dail sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.

La performance du modele a été évaluée par le coefficient de détermination R? (I1.1)
entre les valeurs prédites et expérimentales (Hamadache et al., 2016) et par la racine
carrée de l'erreur quadratique moyenne RMSE (11.2) (Chai et Draxler, 2014 ; Teke,

Yildirim, Celik, 2015). Ces deux parameétres sont donnés par les équations suivantes :
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(Y_exp o Yi pred )2

M-

2 _1_ i=1
RE=1-74 _op (1.1)
(Yiexp =Y )2
i=1
(11.2)
i(Y_exp _Y_E)lred)z
RMSE = |-

n
ou n est le nombre de composés dans I'ensemble de données ; Y&, Y et ¥**F sont

les valeurs expérimentales , prédites et moyenne respectivement.
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11 : RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. Qualite de I’extrait obtenu avec differents solvants

L'extraction par solvant est la technique la plus utilisée pour l'isolement des composés
antioxydants vegétaux. Le rendement d'extraction et I'activité antioxydante de I'extrait
dépendent fortement de la nature du solvant d'extraction, en raison des différentes
polarités des composés vegétaux.

Dans la premiére partie de cette étude, quatre solvants de polarités différentes ont été
employés pour I’obtention d’un extrait d’ail a partir de 1’ail rose frais. Ces solvants sont :
I’éthanol (polarité de 5.2), le méthanol (polarité de 6.6), le diethyl ether (polarité de 5.4)
et ’eau (polarité de 9.0). Un volume constitué de 50% du solvant et 50% d’eau distillée a
été utilise. Les résultats déecrits dans la figure.l11.1 montrent une influence significative du
pouvoir d’extraction du solvant sur le rendement. Les solvants mixtes se sont montrés
particulierement efficaces. En effet, des rendements tres élevés ont été obtenus dans le
cas des mélanges constitués par : eau-méthanol et eau-éthanol suivi par les extraits purs
du méthanol et de 1’éthanol. Un rendement faible a été obtenu avec-1’extrait aqueux et le
diéthyl éther. Les rendements élevés peuvent étre attribués a l'augmentation de la polarité
des solvants en présence de 1'eau (Kim et al., 2004). Des essais effectués sur ’extrait d’ail
obtenu, présente une tres grande miscibilit¢ dans beaucoup de solvants organiques

notamment I’éthanol.
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Figure.ll1.1. Influence de la nature du solvant et du rapport Solvant/Eau sur le rendement de I’extrait
de I’ail obtenu.

I11.1.2. Caractéristiques physicochimiques de I’extrait d’ail

111.1.2.1 Spectroscopie UV-Visible

Les spectres UV-Vis fournissent des informations sur la structure moléculaire, mais
sont surtout utilisés pour une confirmation ou une identification grace a des regles
empiriques et a la comparaison avec des spectres de référence.

L’analyse spectroscopiques UV-Visible montre que les deux extraits aqueux et
méthanolique absorbe dans la zone comprise entre 200 et 400 nm avec deux longueurs
d’ondes maximales égales a 375,05 et 257,40 nm pour les extraits aqueux et
méthanolique respectivement. Bien que les deux solvants absorbent a deux longueurs
d’ondes différentes. Ceci est dii probablement aux caractéristiques de chaque solvant,
la polarité de I’eau étant supérieure a celle du méthanol. Des résultats similaires ont été
trouves par (Sun et al., 2015) dans une étude faite sur I’influence des solvants sur la
nature de 1’extrait d’ail obtenu. L’allicine, composé principal a caractére thérapeutique
de I’ail absorbe dans la zone comprise entre 240 et 254 nm (Bayan et al., 2014)

Une étude faite par (Gil-Ramirez et al., 2016) montre que dans le méthanol neutre, les
composés flavoniques absorbent dans deux régions différentes du spectre ultra-violet.

Ces régions se situent entre 300 et 385 nm et entre 250 et 280 nm. Il est reconnu que la
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plupart des flavones et flavonols possedent deux bandes d’absorption dans la région
ultraviolet/visible : la bande I entre 230 nm et 385 nm, représentant la conjugaison
entre les cycles B et C, et la bande Il allant de 240 nm jusqu’a 280 nm représentant la
conjugaison entre les cycles A et C. Une étude comparative entre les résultats obtenus
avec ceux trouvés par Gil-Ramirez a permis de confirmer la présence des flavonoides
contenant une conjugaison entre les cycles du type A et C dans I’extrait d’ail.

111.1.2.2. Spectroscopie infrarouge

Le spectre IR de I’extrait d’ail est représenté sur la figure 111.2

R _
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Figure.ll1.2 : Spectre IR de I’extrait d’ail.

Une large bande caractéristique des sulfoxydes a 1028,62 cm™ est observée. Les acides
amineés presentent également des absorbances spécifiques : le groupement NHs*
présente une bande d’élongation (3100-2600cm™), une bande proéminente (vers
2222-2400cm™) correspondant a la combinaison de la vibration de déformation
asymétrique et 1’oscillation de torsion, cette derniere absorbant vers 550cm™. De plus,
I’ion ammonium absorbe vers 1660-1610cm™ et 1550-1485cm™ (déformation
asymétrique et symétrique), le groupement -OH présente une bande large de vibration
asymétrique. Enfin, I’ion carboxylate absorbe fortement vers 1600-1590cm? et plus
faiblement vers 1400cm™. Ces bandes correspondent respectivement a 1’élongation

asymétrique et symétrique.
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111.1.2.3. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

Les standards : Le produit analysé est ’allicine. Lors de cette analyse, le travail a été
ax¢ essentiellement sur la caractérisation de ’allicine présente dans 1’extrait d’ail. Ce
faisant, sur le chromatogramme obtenu suite a plusieurs séries d’analyses (Figure 111.3)
et par comparaison avec les résultats obtenus par différents auteurs (Jansen et al 1987 ;
Iberl et al., 1990), il a été possible d’identifier le pic propre a I’allicine et dont le temps

de rétention est de 6.2 minutes.

f
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Figure.ll1.3. Chromatogramme de 1’extrait d’ail éthanolique.

+ + t mn
o) 2 r o)

111.1.3. Influence de la température sur les parameétres physicochimiques de
Pextrait d’ail

A partir de la figure II1.4, représentant les spectres IR de I’extrait d’ail a différentes
températures (T=4°C, T=25°C, T=37°C, T=42°C, T=50°C et T=75°C), une différence
a été remarquée. Il y’a une modification régressive dans I’intensité¢ des pics de
certaines fonctions au fur et & mesure que la température croit de 4°C jusqu’ a 75°C.
Cette diminution est due probablement a la disparition de certaines fonctions
organiques des composés thermolabiles sulfurés dans 1’extrait d’ail. D’autre part, la
présence d’autres fonctions a été observée, celles-ci etant probablement dues a une

transformation des fonctions dégradées sous I’effet de la température.
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Figure.ll11.4. Courbe de spectroscopie IR de I’extrait d’ail a différentes températures.

111.1.3.1. Stabilite thermique de I’allicine

Une fois les conditions optimales d’extraction trouvées, une série d’expériences ont été

entreprises par lesquelles une étude de la stabilit¢ thermique de Dallicine a été

envisagée. Les extraits d’ails ont été conservés a quatre valeurs de température. Le

suivi de la stabilité¢ thermique de 1’allicine a été assuré par 1’utilisation de la HPLC

(Figure 111.5) et ce par la vérification des aires des pics de I’allicine pour chaque

température. Les valeurs trouvées sont consignées dans le tableau I11.1 ci dessous.
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Figure.l11.5. Chromatogrammes montrant la variation de la quantité d’allicine en fonction de la
température.
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La stabilité des thiosulfinates, y compris I'allicine, est influencée par les températures
de stockage (Mogosanu et al., 2017). La stabilité des thiosulfinates dans I’extrait d'ail a
été considérablement réduite, lorsque la tempeérature a augmenté (Figure 111.5). La
quantité de thiosulfinates totale a diminué depuis le début du stockage avec une
destruction d'environ 95% a 75 °C apres 6h de conservation, alors que pres de 75% de
la quantité de thiosulfinates total sont restés intacts a 37°C pendant la méme période.
Par contre, aucune perte d’allicine n’a été observée dans l'extrait d'ail pour les
températures de 4°C et 25°C pendant environ 6 heures de conservation. La
température a eu une influence sur la stabilité des thiosulfinates d'ail. Des températures
plus élevées provoquent une instabilité de ces composes.

Tableau.l11.1. Pourcentage d’Allicine dans I’extrait en fonction de la température et du temps
de conservation (analyse HPLC)

Tempézgatu re Temps de conservation (h)

conservation 1 2 3 4 5 6
4°C 98.707 98.707 98.707 98.707 98.707 98.707
25°C 98.625 98.623 98.620 98.620 9.610 9.604
37°C 77.820 70.906 62.980 55.690 47.950 41.022
42°C 74.120 60.205 47.255 33.174 20.451 7.561
50°C 59.260 40.123 22.891 5.251 0.125 0
75°C 6.500 0 0 0 0 0

D’apres les résultats trouvés, les températures de 4°C et 25°C sont celles qui donnent
une grande proportion d’allicine dans 1’extrait pour cette période de temps, donc ceux
favorisant la stabilité de ce principe actif. Notons aussi que la quantité d’allicine dans
I’extrait d’ail est linéairement proportionnelle au temps de conservation pour T=37, 42
et 50°C (Figure I11.6.). 1l ressort également de ces résultats que la température limite
pour la conversion enzymatique de l'alliine en allicine est d'environ 37°C, et qu’au-
dela de la température d’incubation de 40 ° C, le taux de conversion de I’allicine en

composés sulfurés volatiles est plus élevé que pour la conversion de l'alliine en
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allicine. Ainsi, cette décomposition s’accélére pour des températures d’incubations

supérieures a 50°C.

Figure.ll1.6. Cinétique de décomposition de I’allicine dans 1’extrait Ethanolique d’ail, pour les
températures : T=4°C, T=25°C, T=37°C, T=42°C, T=50°C et T=75°C.
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I11.2. Activité antioxydante de I’ail

I11.2.1. Teneurs en phénols totaux et en flavonoides.

La plupart des activités des antioxydants de sources végétales proviennent des

composés du type phénolique (Huan-xia et al, 2016). Dans le cas ou le nombre de

composés phénoliques est important, ces effets antioxydant ne sont pas toujours en

corrélation avec la présence de composés de type phénolique. Dans I’extrait d'ail

étudié, les deux antioxydants polyphénols et flavonoides doivent étre examinés

ensemble.

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des polyphénols et des flavonoides sont

déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe

d’étalonnage (Figure I11.7, 111.8) exprimées successivement en mg équivalent d’acide

gallique et en mg équivalent de quercétine par gramme de matiere séche (MS).
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Figure.ll11.7. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure.l11.8. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Tableau.l11.2. Teneur totale en phénol et en flavonoide pour les extraits d'ail étudiés.

Solvants d’extraction Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(mg GAE/g MS) (ug QE/g MS)
Eau 0. 1050 8.5001
Methanol 1.0750 55.5003
Ethanol 0.1980 37.3690
Diethylether  (v/v) 0.0091 45121
Eau/Methanol (v/v) 2.9800 60.2260
Eau/Ethanol  (v/v) 1.5600 41.5870

L’étude menée par Biljana Bozin et al, 2008 a montré que la quantité des composés
phénoliques dans I’ail variait de 0,05 a 0,98 mg GAE/g MS. Cet écart est dd
probablement aux facteurs intrinseques (facteurs geographiques et climatiques), aux
facteurs génétiques, mais également au degré de maturation de la plante et a la durée
du stockage. Le choix des solvants d’extraction est un facteur important dans la
détermination de la teneur en polyphénols. Les extraits possédant la teneur la plus
¢levée en polyphénols ont été obtenus avec des rapports constitués de 50/50 d’eau/
méthanol, eau/ éthanol et méthanol pure. La plus faible valeur a été obtenue en
utilisant I’eau pure et le diéthyl éther (Tableau 111.2).

La teneur en phénols totaux dans les extraits d’ail étudiés, exprimée en équivalents
d'acide gallique (GAE), varie de 0,105 mg de GAE / g de MS en utilisant de I’eau pure
et de 2.98 mg de GAE / g de MS dans le cas du mélange eau-méthanol. De méme, la
teneur la plus élevée en flavonoides (60.226 ugQE/g de MS) a été obtenue avec le
méme meélange par rapport aux autres solvants utilisés. La plus faible teneur a été
obtenue dans le cas de I’extrait aqueux : soit environ 4.500 pgQE/g de MS.

Aussi, la teneur en polyphénols dans 1’extrait d’ail est nettement plus élevée (Tableau
[11.2) par rapport aux flavonoides (2.9800 mgGAE/g MS et 60.226 ngQE/g MS). Cette
différence est due principalement a la variété de I’ail utilisé (Zobia et al.,2017).

Les résultats du dosage des composés phénoliques révelent aussi que le méthanol est le

solvant le mieux approprié dans I'extraction des antioxydants a partir des extraits en
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raison de sa polarité et de son pouvoir de solubilisation pour les composants
phénoliques, comme rapporté par (Siddhuraju et Becker, 2003). L'addition d’eau a des
solvants organiques tels que le méthanol et I'éthanol, crée un milieu plus polaire, ce
qui permet de faciliter I'extraction des composés phénoliques (Kallel et al., 2014).
Selon Kim et Lee, (2002), l'utilisation d'eau pure comme solvant d’extraction n'était
pas efficace pour les composés phénoliques, car ces composés étaient souvent plus
solubles dans les produits organiques moins polaires que l'eau.

De méme, la diminution de la quantité des polyphénols et des flavonoides totaux
notamment dans I’extrait aqueux est probablement due a 1’augmentation des composés
soufrés et des substances terpénoides présents dans 1’extrait d’ail.

111.2.2. ldentification chromatographique des composes phénoliques dans
I’extrait méthanolique de Iail

L’identification des composés phénoliques a ¢été réalisée en utilisant une
chromatographie liquide a haute performance.

Les standards : les produits analysés sont la quercétine et I’acide gallique.

Sur la figure.111.9 sont représentés les spectres d’analyse par HPLC de la quercétine (a)

et de I’acide gallique (b)

0050 |  Retention Time | 0,050
i
1
| )
0,025 A 2 L00%
B ® >
[ o
R
00 L o |\ G 0,000
I\ e ‘
v Y]
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 1
Minutes
(a)

Djamel Atsamnia 2017-2018 82



Résultats et discussion

|
2 , Retentiorﬁ\ Time Lo
| f
1 ‘ \

\

Volts

Minutes

(b)

Figure.l11.9. Chromatogrammes (HPLC) : (a) Quercitine ; (b) Acide gallique.

L’échantillon

L’extrait d’ail méthanolique préparé est analysé par injection d’une quantité¢ de 20ul
d’échantillon dans un chromatogramme (HPLC). Afin d’étudier la composition
chimique de I’extrait obtenu, son chromatogramme est comparé avec ceux des étalons
(Quercétine, acide gallique) réalises dans les mémes conditions opeératoires (Tableau
I1.5. page 52).

Le chromatogramme de 1’extrait d’ail méthanolique est représenté sur la figure.111.10 :

Acide gallique

0,10

Quercitine
] a8
g s
@ e Ft_q
= s

[ I 0,00

Figure 111.10. Chromatogramme d’extrait méthanoique d’ail.

La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés dans le
chromatogramme (Figure 111.7) permet I’identification des deux composés phénoliques

(Acide gallique et Quercitine) dans 1’extrait méthanolique de 1’ail.
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Les résultats chromatographiques indiquent la présence de 1’acide gallique (1.62
minutes) identifié pour la premiere fois comme nouveau composé des feuilles de
Marrubium vulgare (Yousefi et al.,2016), de la quercétine (4.65 minutes). D’autres
composés non identifiés dans 1’extrait d’ail sont probablement des composés soufrés et
des composés du type phénolique.

111.2.3. Influence de la température sur la teneur en polyphénols

La figure 111.11 permet de visualiser la variation de la concentration de I’extrait d’ail

en polyphénols totaux en fonction de la température.

0,016 @ Teneur en Polyphénols
0,014
0,012
0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

Teneur en Polyphénols
mg EAG/g

Température (°C)

Figure 111.11. Concentration des polyphénols en mg EAG/g de MS de I’extrait méthanolique
d’ail a différentes températures.

La figure III.11 montre qu’il y’a une légére variation de la teneur en polyphénols dans
I’extrait d’ail a différentes températures. La concentration passe de 0,0088 (T=4°C) a
0.0138 mg EAG par gramme de matiére seche (MS) (T=100°C). Ce résultat montre
que les polyphénols présentent une faible sensibilité a la température.

L’effet de la température sur la teneur en composés phénoliques dans I’ail pour les
températures T=25°C, 37°C, 42°C et 50°C ne conduit a aucune variation significative
dans le contenu phénolique. La concentration globale des polyphénols totaux reste
pratiquement stable. La teneur totale en composés phénoliques a augmentée pour des
élévations de température a 75°C (0.012 mg EAG/g de MS), 100°C (0.015 mg EAG/g
de MS) et 120°C (0.0127mg EAG/g de MS et cela pendant six heures de conservation.
Ce résultat indique que le chauffage peut étre utilisé pour libérer les composés

phénoliques provenant de ’ail ou diverses plantes connues par leur effet antioxydant.
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Le clivage de la liaison estérifiée et glycosylée des polyphénols ou les produits formés
dans la réaction de Maillard, peuvent étre responsables de I'augmentation du contenu
en composés phénoliques totaux apres le chauffage (Kavita et al., 2014)

111.2.4. Influence de la température sur la teneur en Flavonoides

L’histogramme ci-contre (Figure.ll1.12.) représente la variation de la teneur en

flavonoides en fonction de la température.

50 M Teneur en Flavonoides

2 5 3 7 T _"I_“\-T‘——“
42
50 75
100 139

Température (°C)

Teneur en Flavonoides
pg QE/g

Figure 111.12. Concentration des flavonoides en ug EQ/ml de I’extrait aqueux d’ail a différentes
température.

Les résultats trouvés montrent que la teneur en flavonoides croit avec I'augmentation
de la température. L’extrait d’ail présente une concentration importante en flavonoides
qui équivaut a 58,8 HgQE/ml d’extrait a T= 75°C. Pour des températures plus élevées
(T=100 et 120°C), on observe une diminution de la teneur en flavonoides totaux, ce
qui indique que certains flavonoides ont probablement subit une dégradation. Dans la
plupart des fruits et légumes, les flavonoides contiennent des liaisons de
céréglycosides et existent sous forme de dimeres et d'oligomeéres, et le traitement
thermique entraine la formation des monomeres par hydrolyse des liaisons
céréglycosides (Kavita et al., 2014). Les résultats révelent que 1’augmentation de la
température a eu un effet positif sur la teneur totale en polyphénols dans [I’ail.
Cependant, un effet négatif a été signalé pour la teneur totale en flavonoides pour des
températures supérieures de 75°C. Les résultats trouves sont compatibles avec les

résultats de loku et al (2001) qui ont constaté que la teneur en flavonoides totaux a
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augmenté apres le chauffage a une certaine température (T=65°C), et une grandeur de
temps (six heures), alors que le chauffage pendant 6 heures a 120 °C a diminué la
teneur en flavonoides totaux. La raison de cette diminution en flavonoides totaux a
température plus élevée pourrait étre due a la dégradation des flavonoides. Cela
dépend aussi de la structure particuliére de ces composés. Une étude similaire réalisée
par loannou et Ghoul (2012) a montré que les flavonoides sont sensibles aux
températures trés élevées. La détermination des parametres cinétiqgues a mis en
évidence des différences significatives selon la structure et le pouvoir antioxydant des
flavonoides qui varient de facon non proportionnelle a la dégradation.

111.2.5. Evaluation de I’activité antioxydante

111.2.5.1. Test d’évaluation de la puissance de réduction ferrique (RP)

Le dosage de la capacité réductrice par la methode de la puissance de réduction du fer
(RP) refléte la capacité d’un antioxydant a donner des électrons en réduisant Fe3* a
Fe?*. Dans cette étude, la présence des réducteurs dans les différents extraits d’ail
provoque la réduction de Fe3*/complexe ferricyanide a la forme ferreux (Figure
[11.13.). Par conséquent, Fe?" peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité et de la couleur bleue dans le milieu réactionnel a 700nm.

Une absorbance accrue du mélange réactionnel indiquerait une puissance réductrice.
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Figure 111.13. Systéme de réduction du complexe Fe3*/ ferricyanure & la forme ferreuse.

Tous les extraits testés présentaient une activité dépendant de la concentration.
L'absorbance augmente avec des concentrations croissantes (Figure 111.14). En général,
aux extraits avec une teneur élevée en polyphénols correspond une valeur faible de

RPo;s, cette valeur définissant la puissance réductrice qui correspond & la concentration
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a laguelle I'absorbance est de 0,5 (Diem Do et al., 2012). La plus faible puissance de
réduction a €été observée dans les extraits aqueux et avec le diéthyl éther. L’extrait
obtenu avec le mélange eau/méthanol était le plus actif (RPos = 0,016+0,001 mg/mL)
suivi de I’extrait méthanolique (RPo5=0.075+0,003 mg/mL) et de I’extrait eau/éthanol
(RPo5=0.15+0,011 mg/mL).

— A— Acide Ascorbique
—0— Extrait Eau/Methanol
—&— Extrait Methanolique
—i— Extrait Eau/Ehanol
—O=— Extrait Ethanolique
—8— Extrait Aqueux
—&=— Extrait Diethyl Eher

J 7
ol K2

3,0 1

2,5

Absorbance-Test RP a 700nm

o/

0,5 4 Q}o/ﬂl
b.gfg/

0,0 - r ::/
r r 1 1 1 1T r 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentration (mg/ml)

Figure.ll11.14. Absorbance des différents extraits d’ail a différentes concentrations — Test de puissance
réductrice du fer (RP).

L’activité réductrice de I'extrait avec un mélange eau /méthanol a montré un pouvoir
réducteur modéré, comparé a celui obtenu avec 1’acide ascorbique (RPos =
0,020£0,001 mg/mL) (Figure.l11.14)

Ces résultats montrent que 1'extrait d’ail obtenu a partir du mélange eau/méthanol
contient des quantités plus élevées de réducteur, qui pourrait réagir avec les radicaux
libres pour se stabiliser et bloquer les réactions en chaine radicales. Ce qui entraine la
réduction du potentiel redox (Juneja, 2003).

Par contre 'extrait aqueux d’ail présentait un faible potentiel antioxydant et une grande
valeur de puissance réductrice RP (RPos = RPos = 0,53+0,014 mg/mL), ce qui

explique également une faible teneur en polyphénols et en flavonoides par rapport aux
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autres extraits obtenus avec le méthanol et le mélange eau/méthanol. L’activité anti-
radicalaire de I’extrait est due probablement aux composés autres que les polyphénols.
Le méthanol et I’éthanol en combinaison avec I’ecau permet une meilleure activité
antioxydante ou une meilleure quantité en polyphénols totaux. L’addition de I’eau aux
solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols par modulation de la
polarité du solvant organique (Mohammedi et Atik.,2011). Un tel résultat suggere que
les composés de I’ail possedent un caractére non polaire qui permet aux solvants
moins polaire que l'eau a extraire plus facilement les composés antioxydants (Dorta et
al., 2012). Cette augmentation est peut-étre due a l'affaiblissement des liaisons
d'’hydrogene dans les solutions aqueuses (Bai et al., 2017). Elle pourrait également étre
due a l'augmentation de la basicité et de ’1onisation des polyphénols dans de telles
solutions (Dorta et al., 2012). Le principal inconvénient de I'extraction des composes
de I’ail avec le mélange eau/methanol est la toxicit¢é du méthanol. Pour cela, le
mélange d’eau et d’éthanol sont les plus utilisés en raison de la faible toxicité de
1’éthanol par rapport au méthanol.

111.2.5.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des extraits méthanolique (Figure.lll.15), éthanolique, aqueux
et éther diethylique de I’ail et de I’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de
515nm en suivant la réduction de ce radical par passage de la couleur violette (DPPH")

a la couleur jaune (DPPH-H).
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Dilution décroissante

Figure 111-15. Activité antioxydante de 1’extrait d’ail méthanolique.

Pour chaque concentration, un suivi de la densité optique (D.O) a €té effectué pour
tous les extraits étudiés ainsi que pour la solution d’acide ascorbique. La figure 111.16
illustre ’activité antioxydante, représentée par le pourcentage d’inhibition en fonction

de la concentration des deux extraits d’ail aqueux et méthanolique.

—« = Acide Ascorbique
—9— Extrait Eau/Methanol
—e— Extrait Methanolique
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85 —8— Extrait Ethanolique _ - - / ®
80 —O0— Extrait Aqueux A

75 —aA— Extrait Diethyl Eher

Piégeage du radicale DPPH (%)
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Figure.111.16. Activité de piégeage du radical libre DPPH en fonction de la concentration des
différents extraits étudiés.
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Dans le but de connaitre I’efficacit¢ de I’effet antioxydant de I’extrait d’ail, il est
indispensable de connaitre 1’'[Cso qui représente la concentration d’extrait d’ail
responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH (Tableau.ll1.3).

Tableau.l11.3. Valeurs du pouvoir antiradicalaire des Extrait d’ail et de ’acide ascorbique a 50%
d’inhibition.

Eau/MeOH MeOH Eau/EtOH EtOH Eau Diethyl Acide
(50/50) (50/50) éther Ascorbique
1Cso 0.265+0.03 | 0.383+0.03 | 0.430+0.05 | 0.564+0.05 | 0.767+0.03 >1.0 0.067+0.022
(mg/ml)

Les résultats obtenus montrent la contribution des composés phénoliques a I'extraction
dans I’activité antioxydante.

L’ICso est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %.
Plus la valeur d’ICsp est faible, plus l'activité antioxydante d'un composé est
importante.

Les extraits ayant une teneur plus élevée en phénols totaux présentaient des propriétés
antioxydante supérieures (Valeurs ICso faibles). De plus, I’extrait d’ail (Eau
/Methanol) a montré une activité antioxydante supérieure, en comparaison avec celles
obtenues avec les autres extraits d’ail (ICso = 0.265 mg/mL). Cependant, son pouvoir
de piégeage des radicaux libres DPPH est inférieur a celui de I’acide ascorbique (ICso
= 0.067+0.022) (Fig. 2). Il est a noter aussi que 1’eau n’est pas le solvant le plus
efficace pour I’extraction des composés phénoliques, parce qu’ils sont plus solubles
dans les solvants organiques moins polaires que I'eau (Kim et Lee, 2002).

En comparaison avec d’autres formes d’ail extraites par macération, avec 80% de
méthanol, la valeur d’ICso de DPPH de 1'extrait d’ail (Methanol/Eau) est plus élevée
que I'ICso de : 1’ail immatures (ICso =1.03 mg/ml), des Bulbes d'ail mouillés et séchés a
I’air et préparés sous forme d'extrait d'ail vieilli (ICso = 0.65 mg/ml) et des bulbes d‘ail
frais (ICso = 2.01 mg/ml) (Biljana et al., 2008). Les resultats antérieurs publiés par
Miller et al., 2000 ; Nuutila et al., 2003 ont relié ces différences a la polarité du milieu

d'extraction et par conséquent a la teneur en composés phénoliques.
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111.2.5.3. Activité du Piégeage du radicale ABTS
Les capacités relatives des différents extraits d’ail pour éliminer le cation radical 2,2 -
azinobis- [3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique] ABTS™ ont été mesurées par

spectrophotométrie par rapport a la puissance antioxydante de 1’acide ascorbique
(Vitamine C).
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Figure. 111.17. Activité du piégeage du radical libre ABTS en fonction de la concentration des
différents extraits étudiés.

L’analyse de la figure 111.17, a montré que les effets du balayage des extraits sur les
radicaux ABTS"" augmentent lorsque la concentration augmente. Les résultats obtenus
révelent que I'eau ajoutée au méthanol, et le méthanol seul sont les solvants les plus
efficaces pour l'extraction des antioxydants avec des valeurs d’ICso respectives de
(0.175%0.030) et (0.25+0.03), fournissant une teneur plus élevée en phénol total et
donc un plus grand potentiel antioxydant, mais relativement faible que celui de I'acide
ascorbique (ICso = 0.025+0.026). Néanmoins, les résultats obtenus sont meilleurs que
ceux trouvés par les auteurs Cheung et al.,2003 ; Sun & Ho, 2005 qui ont observé une
meilleure activité du balayage et une teneur phénolique plus élevée dans des extraits

méthanoliques ou avec l'acétone. Les résultats obtenus sont en accord avec des études
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qui ont identifié le méthanol comme étant le solvant polaire idéal dans I'extraction des
polyphénols a partir des plantes (Diem Do et al., 2014)
111.2.5.4. Capacité antioxydante en équivalent Trolox

A. Détermination de la courbe d’étalonnage du Trolox
La capacité d’un extrait a piéger les radicaux libres est exprimée en TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). Le TEAC est calculé a partir de la courbe
d’¢étalonnage du Trolox utilisé comme standard dans les deux conditions réactionnelles

DPPH et ABTS : (Figure. 111.18).

@
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Figure. 111.18. Courbe d’étalonnage du Trolox : (a). Inhibition DPPH;, (b). Inhibition ABTS™
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La figure 111.18 montre que les coefficients de régression des deux courbes
d'étalonnage sont proches de 1 (R?=0,99 pour le cas de DPPH et R?=0,97 pour le cas
d'’ABTS) ; ces courbes peuvent étre donc utilisées pour déterminer la teneur en
équivalent Trolox des polyphénols dans les échantillons.

La méthode TEAC est fréguemment utilisée pour la détermination de l'activité
antioxydante, elle est basée sur la capacité de balayage radicalaire des antioxydants.
Les deux radicaux ABTS: * et DPPH<", peuvent étre piégés par des antioxydants sous
leur forme initiale incolore.

Dans l'acide 2, 2-azino-bis 3-éthylbenzthiazo-line-6-sulfonique ou ABTS, les extraits
étudiés ont montré des activités antioxydantes. Ils ont pu neutraliser le radical 'ABTS".
L'extrait d'ail (Eau/Methanol) et I’extrait méthanolique ont une capacité antioxydante
en équivalente Trolox (TEAC) supérieure par rapport aux autres extraits, (15.79+0.20)
mg Trolox/g d’extrait et (15.37£0.60) mg Trolox/gd’extrait, respectivement (Figure
[11.19). Cependant, I'extrait d'ail (Eau/Methanol) et I’extrait Methanolique ont montré
une différence significative (P <0,001) dans le TEAC par rapport aux autres extraits.
Dans le test DPPH™ (radicall, 1-diphényl-2-picryl-hydrazyle), les mémes remarques
ont été observées concernant 1’activité antioxydante de chaque extrait, seulement
I’extrait d’ail a montré une inhibition moins significative vis-a-vis les radicaux DPPH
(P <0,001) par rapport au test ABTS", (2.41£0.06) mg Trolox/g d’extrait pour 1’extrait
(Eau/Méthanol) et (2.40£0.10) mg Trolox/g d’extrait pour 1’extrait méthanolique
(Figure 111.20). Cette différence est probablement due a l’existence d’une certaine
similitude en terme d'affinité des deux méthodes vis-a-vis des antioxydants présents
dans D’extrait d’ail. Dans ces deux méthodes de dosage, il parait que I’ABTS détecte

certains antioxydants qui n'ont pas été detectés par le DPPH.
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Test ABTS

= Solvants d'extractions

Activité antioxydante
(mg Trolox / g d'extrait)

Figure.l11.19. Moyennes d'équivalent Trolox des extraits d’ail (ABTS).

Test DPPH

= Solvants d'extractions

Activité antioxydante
(mg Trolox / g d'extrait)
&

Figure.l11.20. Moyennes d'équivalent Trolox des extraits d’ail (DPPHe).

111.2.5.5. Corrélation entre les teneurs (polyphénols et flavonoides), les ICso et le

RPos ¢e la capacité du piegeage des radicaux libres
Le but de cette étude est de déterminer toute relation possible entre les valeurs des RPo s,
ICs0, et la composition en polyphénols et en flavonoides des différents extraits d’ail.
L’analyse statistique a révélé que le contenu phénolique total dans les extraits d’ail, la
valeur de la ICso de DPPH et d’ABTS ainsi que la RPos du test RP étaient inversement
proportionnelles ; Indiquant qu'une teneur en antioxydants plus élevée entraine une
capacité antioxydante plus forte dans les différents extraits (Figure I111.21). La
corrélation entre les valeurs d’ICso des extraits obtenus a partir des différents solvants
d’extractions employés, et la teneur phénolique totale était moyennement faible pour les

polyphénols et mieux significative pour les flavonoides.
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Figure. 111.21. Corrélation entre les valeurs d’ICso et RPs en fonction des teneurs en polyphénols et
en flavonoides par rapport au : (a) DPPH ICso, (b) ABTS ICs et (c) RPso du test puissance de
réduction (RP).
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Les résultats illustrés sur la figure 111.21 ont permis de déduire que la capacité
antioxydante totale (CAT) des composés phénoliques des extraits d’ail intervient d’une
facon ou d’une autre avec des pourcentages plus ou moins comparables pour les
radicaux libres (DPPH" et ABTS™), mais cette relation est faible avec le test de
puissance de réduction du fer (RP). Ces capacités antioxydantes présentent des
coefficients de corrélation de I’ordre de R? = 0.44, 0.67 et 0.35 pour les polyphénols et
R2= 0.75, 0.76 et 0.45 pour les flavonoides, correspondants respectivement aux
techniques : piégeage du radical DPPH"*, piégeage du radical ABTS * et test RP.

La corrélation entre les activités de piégeage des radicaux libres et les composés
polyphénoliques n’était pas trés forte, ce qui s'explique par le fait que la présence
d'autres composés non phénolique dans I’extrait d’ail avait une influence sur l'activité
antioxydante entre les composes phénoliques présents dans la matrice (Giovanelli et
Buratti, 2009). D’autres études menées par Locatelli et al., 2017, les composés soufrés
en particulier les thiosulfinates (principalement allicine et ajoene), ont contribué de
maniere significative a l'activité antioxydante de l'ail.

Aussi, les flavonoides corrélent mieux avec ’activité antioxydante par rapport aux
polyphénols notamment vis-a-vis le test du piégeage du radicale DPPH (R?= 0.76,
P<0.001) et du radicale ABTS (R2= 0.75, P<0.001). Cette différence est due
probablement aux nombres et a la position des groupes hydroxyles sur les noyaux de
ces molécules, avec la presence de la double liaison C,-Cz en conjugaison avec la
fonction 4-oxo (Figure. 111.22) (Cai et al., 2006). Ces résultats réveélent que 1’activité
antioxydante dépend non seulement de la concentration de 1’extrait d’ail mais aussi de

la structure des molécules antioxudantes.
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Figure. 111.22. Sites réactifs d’un flavonoide dans 1’activité antioxydante de I’ail.

Une faible corrélation a été observée pour le test RP avec un coefficient de corrélation
(R?=0.35, P<0.001) et (R?>= 0.33, P<0.001) pour les teneurs en polyphénols et en
quercetine respectivement. Cela signifie que la majorité des composés présents dans
les extraits d’ail doués d’une puissance antioxydante peuvent agir en tant que donneur
d'’hydrogene et non comme donneur d'électrons. Ces résultats suggerent aussi que ces
composés phénoliques sont incapables de chélater les métaux de transition.

111.2.5.6. Influence de la température sur Pactivité antioxydante

Un changement de couleur dans I’extrait d’ail aqueux a différentes températures

indique une réduction de la solution de DPPH (Figure 111.23).

Température croissante

Figure.111.23. Activité antioxydante de I’extrait d’ail aqueux a différentes températures.

La représentation graphique de 1’étude de D’activité antioxydante de I’extrait d’ail
aqueux a différentes températures est illustrée dans I’histogramme suivant (Figure 111

24)
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L'activité antioxydante totale mesurée par I’utilisation des méthodes, DPPH, ABTS et
par le test de puissance de réduction du fer (RP), indique une diminution du pouvoir
réducteur qui semblerait apparaitre a partir de T= 35°C pour DPPH et T= 75°C pour
ABTS. Par contre, cette diminution est en progression continue pour le test RP.
Comme les composés phénoliques n’ont pas subi de variations dans cette zone de
température, la diminution de la capacité antioxydante de l'extrait d'ail est due
probablement a la décomposition de certains composés non phénoliques contenant du
soufre tels que le sulfure de diallyle, le disulfure de diallyle, la cystéine de S-éthyle et
la N-acétyl-cystéine. Il est & noter que l'augmentation des concentrations totales des
pheénols en fonction de la température engendre une diminution des composes soufrés
de I’ail (Viskelis et al. 2012). De méme, cette activité est de plus en plus faible pour
des températures inférieures a 25°C, elle atteint la valeur de 51,68% a T=4° C. Cela est
dia a I’absence des antioxydants dans I’ail a des tempeératures tres faibles. Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés par Kevers et al. (2007). lls ont conclu que les
composés des polyphénols diminuent pendant les premiers stades de stockage a 4°C.
En revanche, un stress thermique a été provoqué a des températures élevées (T=100°C
et T=120°C), ce qui a entrainé une diminution des valeurs des 1Cso (DPPHICsp et
ABTSICs0) qui ont pour conséquence d'augmenter les teneurs en composes
phénoliques. Cela pourrait étre attribué a l'augmentation de la capacité d'extraction des
composés phénoliques en raison de la perturbation des parois cellulaires de 1’ail lors
d'un traitement thermique éleveé, ce qui pourrait provoquer la libération de composes
phénoliques plus facilement par rapport a un traitement thermique plus faible. Ces
résultats sont cohérents avec ceux de Scalzo et al. (2004). D’autres travaux indiquent
que le chauffage améliore I'activité antioxydante dans les fruits et Iégumes en raison de
I'amélioration des propriétés antioxydantes des composes naturels ou de la formation
de nouveaux composeés, tels que les produits de réaction de Maillard qui ont une
activité antioxydante. Toutefois, une recherche dans ce domaine suggére qu’en dehors

de la famille des Allium, l'activité antioxydante de la plupart des aliments est réduite
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pour des températures de chauffages supérieures a 65°C ou 100°C (Gorinstein et
al.,2008, petropoulos et al., 2016).

Les résultats ont montré aussi une légére augmentation de l'activité antioxydante de
I’extrait d’ail sur les radicaux DPPH et ABTS par rapport a I’activité vis-a-vis du test
RP lorsque la température de conservation de I’extrait a augmenté. Les valeurs de
’activité antioxydante obtenues avec le DPPH et ’ABTS sur I’extrait d’ail pourraient
étre attribuées a la présence des composés antioxydants non réactifs vis-a-vis du test
RP. Ces différences peuvent étre dues au fait que les méthodes ABTS et DPPH
impliquent des radicaux libres réagissant avec des composés pigmentaires phénoliques
et brunissant (Températures supérieures), tandis que pour le test RP, il s'agit d'une
méthode pour mesurer la puissance réductrice totale des substances donneuses
d'électrons qui n'est pas directement liée aux réactions des radicaux libres et non aussi
spécifique que les dosages ABTS et DPPH.

111.3. Effets préventifs et curatifs de ’extrait d’ail sur I'hépatotoxicité
médicamenteuse induite par le paracétamol

La maladie du foie induite est lI'une des plus graves conséquences de I'abus chronique
d'alcool et de médicaments. C'est une cause majeure de morbidité et de mortalité. Les
radicaux libres et le stress oxydatif ont été identifiés comme les principaux facteurs
responsables de la pathogenése des lésions hépatiques induites par le paracetamol chez
les humains et les modeles animaux expérimentaux. L'exces d'apport de ce produit
conduit a la production des radicaux oxygene qui, a son tour, réduit le mécanisme de
défense normal du corps qui altere l'activité enzymatique, réduit la réparation de
I'’ADN et conduit a la peroxydation lipidique et a I'oxydation des protéines.

Les polyphénols totaux et les flavonoides fonctionnent comme des agents puissants de
chasse des radicaux libres dans le corps, ou ils peuvent neutraliser les radicaux libres
avant qu'ils ne puissent causer des dommages cellulaires dans cette partie sensible du
corps. Dans cette étude, les propriétés hépatoprotectrices des polyphénols et des
flavonoides sur les lésions hépatiques induites par le paracétamol (l'acétaminophéne)

sont présentées dans cette partie.
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L’activité hepathoprotectrice de I’extrait de ’ail a été étudiée en évaluant la capacité

de I’ail a prévenir le stress oxydatif dans le foie des rats surdosés avec de

I'acétaminophene. Le surdosage des rats albinos avec 100 mg/mL par jour

d'acétaminophene pendant 21 jours a entrainé une augmentation significative (P <0,05)

dans le glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et le translucide pyruvate de
glutamate (GPT) (Figure 111.25).
L’activité enzymatique des transaminases pour les quatre lots des rats est

mentionnée dans les figures (111-25, 111-26, 111-27 et 111-28).
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Figure.l11.25

: Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 2.
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Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 3.

Djamel Atsamnia

2017-2018

101



Résultats et discussion

Taux des transaminases (U1f1)

250

200

150

100

50

Traitement par le paracetaol I Traitement par I'extrait d'ail dilué I
1l I

#5?,3 2335

BGOT

= W GPT
4

e
&

1semaine 2 3 4 5 & 7
SEMaines Semaines Ssemaines semaines semaines semaines

Figure.l11.27 : Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 4.
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: Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot 8.
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Le tableau I11.4 montre le taux des transaminases chez les rats considérés comme
témoins (Lot 5).

Tableau.ll1.4. Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin du lot des rats témoins
(Lot 5).
GOT (Ul) | GPT (Ul)

1¢"® semaine 110,33 45.4
2¢Me semaine 111,70 48,3
3™M semaine 113,02 49

L’analyse des figures (I11.25, 111-26, 111.27 et 111.28) montre que le taux des GOT et
GPT augmente dans le sérum sanguin apres chaque semaine de prelevement pour les

trois lots (2, 3,4) des rats administres par le paracétamol.

Apres un traitement de trois semaines par I’extrait d’ail, une diminution significative
de I’activité enzymatique des transaminases (GOT, GPT) a été observee chez le lot 1
des rats traités par D’extrait d’ail le plus concentré. Une augmentation des
transaminases a €té remarquée pour le lot 3 des rats traités par 1’extrait d’ail le moins
concentré, méme résultat pour le lot 2 des rats qui n’ont pas re¢u du traitement avec
I’extrait d’ail.

D’apres les résultats obtenus, une atteinte hépatique a été constatée, elle est démontrée
par une augmentation significative de 1’activité des transaminases dans le sang pour les
3 lots des rats qui ont recu du paracétamol pendant trois semaines. Des lésions
hépatiques ont été induites par ce médicament, ces résultats confirment que le
paracétamol (Acétaminophéne) est hépatotoxique.

La diminution des transaminases chez les rats du lot 3 (GOT=181.57Ul, GPT=48.7Ul)
traités par I’extrait d’ail concentré signifie que I’ail a un effet curatif vis-a-vis
I’hépatite cytotoxique. Par contre, le traitement des rats du lot 4 (GOT=237Ul, GPT=
79.6U1) par ’extrait d’ail dilué n’est pas significatif, cela pourrait étre due au potentiel

antioxydant de 1’ail qui varie en fonction de la concentration. Cependant, pour le lot 2
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non traité par ’extrait d’ail (GOT=175.5Ul, GPT=87.5Ul), ’augmentation est plus
remarquée.

Les résultats de 1’effet préventif et protecteur de 1’extrait d’ail sont indiqués dans la
Figure.l11.28. Des différences significatives par rapport aux rats normaux ont été
constatées tant au niveau du GOT qu’au niveau du GPT, apres traitement avec des
surdoses du paracétamol sur des animaux prétraités par 1’extrait d’ail. En effet, le taux
des transaminases est resté autour de sa valeur initiale chez les groupes prétraités par
I’extrait (0,238+0,052 et 0,218+0,018 pU/ml) ; par contre, une augmentation
significative des transaminases (P<0,001) a été obtenue chez les rats non protégés
contre les surdoses du paracétamol.

111.3.1. Corrélation entre ’activité antioxydante et ’activité hépatoprotectrice de
Pextrait d’ail

La figure 111-29 montre les corrélations entre ’activité hepatoprotectrice de I’extrait

d’ail et I’activité hépatoprotectrice des composés phénoliques.
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Figure.l11.29. Corrélation entre le Taux des transaminases (GOT, GPT) dans le sérum sanguin apres
traitement par extrait d’ail et : a. (GOT, GPT) traitement par quercitrine pur, b. (GOT, GPT) traitement
par un extrait de polyphynols, c. (GOT, GPT) traitement par quercitrine et (GOT, GPT) traitement par
un extrait de polyphénols.

Une bonne corrélation positive (R?= 0.97) est observée entre les valeurs de GOT et de
GPT obtenues avec 1’extrait éthanolique d’ail avec celles obtenues par la quercétine et
par D’extrait phénolique (Figure 111.29). Ces observations sont révélatrices d'une
propriété antioxydante des extraits. En outre, ces résultats suggérent que 1’extrait d’ail
a montré une meilleure activité hepatoprotectrice due principalement a la présence des

polyphénols et des flavonoides dans 1’extrait d’ail.
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Par conséquent, les effets antioxydants des composants phénoliques de I'extrait
méthanolique de 1’ail ont effectivement diminué le stress oxydatif et ont par
conséquent produit une activité hépatoprotective significative chez les animaux dont le
foie est atteint.

En conclusion, Le potentiel hépatoprotecteur peut étre lié a la propriété antioxydante
des phytoconstituants de 1’ail. Ces résultats peuvent étre utiles pour expliquer les
valeurs médicinales des I’ail sur I’hépatotoxicit¢ médicamenteuse du foie.

Suite a cela, l'ail et ses composants méritent plus d'attention que possible comme
médicaments alternatifs non toxiques rentables pour retarder ou prévenir les
complications d’hépatotoxicité médicamenteuse.

111.3.2. Mécanisme antioxydant de I’ail sur I’hépatotoxicité médicamenteuse du
foie

L’extrait d’ail exerce son action protectrice et antioxydante contre la 1ésion hépatique
induite par le paracétamol par la dégradation de la peroxydation lipidique médiée par
les surdoses de ce médicament par une diminution de la production des radicaux libres
mémes (Anoush et al.,2009). Une étude antérieure sur l'activité antioxydante in vitro
d'extraits éthanoliques d’ail a montré que l'extrait posséde des activités potentielles de
purification des radicaux libres DPPH, superoxyde et NO (Jamshed et al., 2012). Dans
la présente étude, I'extrait éthanolique a montré une activité antioxydante potentielle in
vivo, car il a diminué proportionnellement les niveaux élevés en transaminases du foie.
Des ¢études antérieures suggerent que la consommation d’ail a augmenté
proportionnellement les niveaux réduits d'activit¢ SOD, catalase et peroxydase
cytosoliques du foie. Ces enzymes antioxydantes sont impliquées dans la réduction des
especes réactives d'oxygene (ROS) et les peroxydes produits dans I'organisme vivant.
IIs jouent donc un réle essentiel dans le maintien d'un état redox équilibré. La
restauration de I'activité SOD vers une valeur normale indique que I'extrait éthanolique
peut aider dans les mécanismes de défense cellulaire en empéchant I'oxydation de la

membrane cellulaire (Sha et al., 2015).
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111.4. Effet antidiabétique de I'ail

Une augmentation significative du sucre dans le sang (4.75 g/L) a été obtenue aprés un
traitement par 1’alloxane. Ce médicament est couramment utilis¢é pour induire le
diabete chez les animaux de laboratoire. 1l provoque une nécrose bien connue des
cellules B-pancréatiques, réduisant ainsi la sécrétion d'insuline (Salem et al., 2009).
111.4.1. Effet de I'alloxane sur le glucose dans le sérum des rats

Afin d'établir un modele de rats diabétiques, un groupe de cing animaux est injecté par
voie sous-cutanée avec (0,8 g/kg de poids corporel) de 1’alloxane monohydraté 98%.
Les résultats des rats glycémiques mesurés pendant cing semaines, la (Figure 111.30)
indiquent que le taux de glucose mesuré a 48h apres injection (4,16+0,21g/l) a
augmenté au cours des quatre premiéres semaines pour atteindre 5,00+0,11g/l. Une
légére diminution du taux de sucre dans le sang a été observée entre la troisieme

semaine et la cinquiéme semaine apres injection d’alloxane.

B Rats diabétiques-Sans traitement B Rats normaux (Non diabetiques)

=

P=4,008E-14

Serum glucose g/l
(S

I I 11 v V VI VII VIII

Figure.111.30. Rats diabétiques induits par 1’alloxane. Chaque colonne représente la moyenne de six
rats. I- Aprés 48 heures d'injection de ’alloxane monohydrate 98%, 1I- 72 heures Apres la premiere
injection d’alloxane, I1I- Une semaine apres l'injection d'alloxane, 1VV- Deux semaines apres, V- Apres
trois semaines, VI- Quatre semaines aprés, VII- Cing semaines aprés. Signification statistique vs.
normal contrdle (p < 0.001).

111.4.2. Effet de I'extrait d'ail sur le glucose sérique chez les rats diabétiques
L'effet de I'extrait d'ail sur le taux du glucose dans le sang chez les rats diabétiques est

décrit dans la figure 111.31. Chez les rats traités a I'alloxane, I'administration de I'extrait
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d'ail a une dose de 2 ml/kg de poids corporel induit une diminution significative de la
glycémie apres 24 h de traitement et ce de 4,47+0,44 g/l a 2,00+0,19 g/l. La glycémie
s'est stabilisée apres une semaine du traitement, atteignant 1,04+0,08 g/l et 0,86+0,10
g/l respectivement a la deuxieme et a la troisieme semaine.

Il est tres important de souligner qu'une ré-augmentation graduelle mais légere de la
glycémie a été observée une semaine apres la fin du traitement. Les taux enregistres
sont de 1.23+0.11 g/l, 1.33+0.04 g/l et 1.35+0.06 g/l pendant la premiéere semaine, la

deuxieme et la troisieme semaine, respectivement.
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Figure.ll11.31. Effet de l'administration orale d'extrait aqueux frais dail sur des rats diabétiques
(alloxaniques) a des doses de 1,5 ml ou 0,75 g/ kg pc. Chaque colonne représente la moyenne de six
rats. I- Aprés 48 heures a partir de l'injection d'alloxane monohydraté a 98%, Il- Aprés 24 heures de
traitement, I11- Une semaine de traitement, 1VV- Deux semaines de traitement, V- Trois semaines de
traitement, VI- Une semaine sans traitement, VII- Deux semaines sans traitement, VIII - trois
semaines d'interruption du traitement. Signification statistique vs. normal contrdle (p < 0.01).

111.4.3. Effet de la Metformine sur les taux de glycémie chez les rats diabétiques
Des rats diabétiques ont éte testés par la Metformine HCI 98%, un médicament connu
par son effet hypoglycémiant. L’objectif de cette étude vise a comparer l'effet de
I’extrait d'ail obtenu avec un médicament antidiabétique de référence (Figure 111.32).
Les rats alloxaniques ayant regu, par gavage quotidien, une dose de 0,05 g/kg de

chlorhydrate de metformine 98%, ont subi une légére diminution de la glycémie, soit
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de 3,87+0,61 g/l relevée a 48h a 2,58+0,43 g/l aprés 72 heures de traitement. Une
chute de la glycémie a été signalée ou remarquée par la suite pour atteindre un niveau
minimum aprés deux semaines de traitement. Les taux du glucose enregistrés pendant
une semaine, deux semaines et trois semaines du traitement étaient de 1,98+0,22 g/I,
de 2,58+0,43 g/l et de 0,98+0,26 g/l respectivement.

A la lumiére de ces résultats, une dose de 0,8 g/kg d'extrait d’ail est plus efficace que
la Metformine. Il convient de noter que l'arrét du traitement a conduit a une
réapparition rapide de I'hnyperglycémie, qui a atteint (3,42+0,40 ¢/l) a la quatrieme

semaine d'arrét du traitement contrairement a 1'effet de I’extrait d'ail aqueux.

5 Debut du ® Rats diabétique
4.5 trartement m Rats normaux (non-diabétique)
47 P=0,03488
35 4
= 3 Cesation du
oy C .
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Figure.l11.32. Effet de I'administration orale de la Metformine (200 mg / kg) sur le glucose sérique
chez les rats diabétiques. Chaque colonne représente la moyenne de six rats. I- 48 heures aprés
I'injection d'alloxan monohydraté 98%, Il- aprés 24 heures de traitement, IlI- Une semaine de
traitement, 1V- deux semaines de traitement, V- Une semaine sans traitement, VI- deux semaines sans
traitement, VII - Trois semaines d'interruption du traitement, VIII-Quatre semaines d'interruption du
traitement. Signification statistique vs. normal contréle (p < 0.05).

111.4.4. Effet de I'extrait d'ail sur le glucose sérique chez des rats témoins

L'effet de I'extrait d'ail sur le glucose sérique dans le groupe des rats normaux a montré
que I’ail n'a aucun effet sur le niveau glycémique (Figure 111.33). Le groupe des rats
considérés comme témoins n'a pas montré d'hypoglycémie, bien qu'ils aient recu un
traitement quotidien de l'ail pendant sept semaines. Un échantillon du sang a été

prélevé chez des rats témoins et traités avec 1,5 ml (0,8 g/kg de poids corporel) d'un
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extrait d'ail frais. L'administration d'extrait d'ail, n'a pas modifié le taux du glucose
dans le sérum sanguin chez les animaux non traités avec de l'alloxane. Il est bien
mentionné que la glycémie était stable au cours des trois semaines suivant
I'administration de I'extrait d'ail. 1l en est de méme pour la période postérieure a la fin
du traitement, soit deux semaines plus tard. Cela indique que l'extrait n'a pas d'effet

hypoglycémique chez les sujets normaux, plutét qu'un effet régulateur.
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Figure.l11.33. L'effet de lI'administration orale d'extrait d'ail a une dose de 1,5 ml ou (0,75 g / kg) sur
le glucose sérique chez des rats normaux (non induite par l'alloxane). Chaque colonne représente la
moyenne de six rats. I- 48 heures d'observation, 11- aprés 24 heures de traitement, 111- Une semaine de
traitement, IV- deux semaines de traitement, V- trois semaines de traitement, VI- Semaine sans
traitement, VII- Deux semaines d'interruption du traitement. Signification statistique vs. normal
controle (p > 0.05).

L'alloxane (2,4,5,6-tétraxypyrimidine, 5-6-dioxyuracile) a été largement utilisé pour
induire le diabete sucré (DS) chez des animaux expérimentaux pour étudier la maladie
elle-méme et ses complications en induisant une dégénérescence et une nécrose des
cellules B pancréatiques (Semantee, 2011).

L'alloxane induite par une hypoglycémie sévére a été attribuée a une hyperinsulinémie
aprés une cytolyse béta provoquée par un potentiel redox altéré (Elsner et al., 2006 ;
Jung et al., 2008). En effet, 1’alloxane est connu pour détruire définitivement les
cellules B sécrétrices d'insuline dans les ilots de Langerhans, ce qui est un effet

irréversible (Mahmoodi ou et al., 2006).
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Les résultats obtenus montrent que I'extrait d'ail réduit de maniere significative la
glycémie chez les rats diabétiques induits par I'alloxane. Le méme effet a été confirme
par (Mahmoudi et al., 2006 ; Eidi et al., 2006 ; Bnouham et al., 2006 ; Bhagyalakshmi
et al., 2005 ; Jelodar et al., 2005).

Plusieurs études ont montré l'effet hypoglycémique de l'ail, attribué principalement
aux composés de type allicine. Le mécanisme de l'action hypoglycémique implique
probablement une stimulation directe ou indirecte de la sécrétion d'insuline. Selon
certains auteurs, les mécanismes exacts de I'ail en tant qu'agent antidiabétique ne sont
pas toujours clairs (Wang et al., 2017). Il peut augmenter l'activité de I'insuline,
améliorer la sécrétion d'insuline (Liu et al., 2005), ou augmenter les cellules béta dans
le pancréas en activant leur régénération (Aguayo-Mazzucato et Bonner-Weir, 2017).
La fibre de la plante peut interférer avec I'absorption des glucides, ce qui affecte la
glycemie (Ebomoyi et al., 2010).

Liu et al., (2005) ont suggéré que l'augmentation de l'activité de l'insuline peut étre
causée par la stimulation directe des cellules B pancréatiques ou la production indirecte
d’hormones gastro-intestinales associées au pancréas. Les résultats obtenus démontrent
que le groupe de rats non induits par l'alloxane et traités avec de I'extrait d'ail n'a pas
montré d’hypoglycémie. Cela permet de suggérer que le taux de la glycémie est resté
stable apres la cessation du traitement a I’extrait d'ail. Ceci est probablement di & un
effet régulateur impliquant I'insuline plutdt qu'un contréle du métabolisme du glucose
observé principalement parmi les rats diabétiques induits par I'alloxane traités avec la

Metformine.

D'autres observations révelent un effet hypoglycémiant significatif a la fois des extraits
dail et de la Metformine chez des rats diabétiques pendant le traitement. En effet,
I'étude comparative des effets de l'ail frais et de I'extrait de Metformine sur les rats
alloxaniques a également révélé que, pendant la phase de préparation du traitement,
une diminution significative de la glycémie a été observée. En outre, d’aprés une étude
menée par Freeman et Horton, (2012), la Métformine ne stimule pas la sécrétion

d'insuline et n'a par la suite aucun effet hypoglycémique chez les rats normaux.
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Dans la présente étude, bien que la metformine ait contribué a une diminution marquée
du taux de sucre dans le sang aprés deux semaines de traitement ; il n'a pas pu
maintenir le méme niveau une fois que le traitement a été interrompu, alors que
I'extrait d'ail a des effets plus prononcés observés a la figure 111.31. En revanche, les
rats précédemment traités avec l'extrait d'ail frais ont des taux de glycémie proches de
la valeur moyenne et presque constante au cours de cette phase, ce qui pourrait étre un

mécanisme dépendant de l'insuline.

Selon Scarpello et al., (2008) ; Stumvoll et al., (1995), I'action de réduction du glucose
est principalement due a l'amélioration de la résistance a l'insuline hépatique,
entrainant une réduction de la production de glucose hépatique, ce qui entraine une

réduction de la gluconéogenese.

111.4.5. Mécanisme possible de I'action antidiabétique de I'ail

L'extrait d'ail, administré séparément, ne génere pas d'effet hypoglycemique chez les
rats diabétiques induits par I'alloxane. En ce qui concerne le groupe de rats non induits
par I’alloxane (non diabétiques), des résultats similaires ont été obtenus. En outre,
aucune action sur la sécrétion d'insuline des cellules béta des ilots de Langerhans du
pancréas n'a été notée. Un rappel du mode d'action Metformine est utile pour une
meilleure compréhension du mécanisme et de l'action de I'extrait d'ail, en ce qui
concerne I'nypoglycémie.

La Metformine est un biguanide, caractérisé par des effets métaboliques complexes ; il
est considéré comme un agent anti-hyperglycémique. Il réduit la concentration
sanguine du glucose dans le diabéte de type 2 sans provoquer une augmentation des
taux d'insuline circulante (hypoglycémie). Mais un nombre importants d'études
cliniques, y compris des modeéles animaux, suggerent que la fonction principale de la
Metformine est de diminuer la production du glucose hépatique (Cusi et al., 1996),
principalement en inhibant la gluconéogenese hépatique (Natali et Ferrannini, 2006).
Ceci est réalisé soit par la réduction de l'absorption hépatique des substrats

gluconéogenes (Edgerton et al., 2009), soit par la réduction de l'activité enzymatique
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impliquée dans cette voie (Hundal et al., 2002). L'accumulation de la Metformine dans
le foie est plus élevée par rapport aux autres tissus (Wilcock et Bailey, 1994). Cette
approche pourrait s'expliquer par I'existence d'une affinité élevée entre la molécule de

Metformine et le foie

L'étude des mécanismes moléculaires de la Metformine peut fournir des indications
précieuses pour comprendre le mécanisme et la cible sur laguelle les composés de I'ail,
ayant cette activité antidiabétique, sont particulierement actifs. On pourrait donc
argumenter que les composes soufrés dans l'ail peuvent agir sur les hépatocytes du
foie, soit pour empécher la libération du glucose par le foie (gluconéogenese), soit en
favorisant la glycogenese (transformation du glucose en glycogeéne). Les résultats
obtenus lors de I'é¢tude de I'effet hypoglycémique de l'extrait d'ail a l'aide de rats
diabétiques induits par 1’alloxane défavorisent cette approche qui repose sur des

mécanismes complexes d'inhibition et de stimulation enzymatique.

Une deuxieme approche concerne une action probable du pancreéas en tant que
protecteur des cellules béta ou de l'inducteur d'insuline. Les résultats des traitements
sur des rats diabétiques induits par l'alloxane qui ont été obtenus en utilisant la
Metformine d'une part et I'extrait d'ail sur l'autre suggerent que I'nypothese la plus
probable est celle d'une activité enzymatique pancréatique et non hépatique de I'extrait
d'ail. Cette suggestion est en accord avec celle rapportée par (Bonnevie-Nielsen et al.,
1981). Ce dernier a montré que l'ail peut améliorer le contrdle glycémique grace a une
amélioration de la fonction pancréatique. En outre, dans une étude assez récente,
Santhosha et al., 2013 suggérent que certains composés de l'ail aident le pancréas a
augmenter la quantité de glutathion (GHS) et par conséquent, a favoriser une
augmentation de la sécrétion d'insuline.

L’alloxane inhibant spécifiquement la glucokinase provoque un état de diabéte
insulinodépendant par sa capacité a induire la formation des radicaux libres comme le
superoxyde (O2™), le peroxyde d'hydrogéne (H-O>) et I'nydroxyle (OH) entrainant la

destruction de cellules béta pancréatiques (Lenzen, 2008). En outre, I'immunité contre
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les radicaux libres établie par le glutathion (GSH) est significativement compromise
aprés leur activité neutralisante (Huk et al., 1998). La production excessive des
radicaux libres (stress oxydatif) provoque une perturbation de I'état des oxydants
intracellulaires pancréatiques, et peut causer des dommages aux macromolécules telles
que I'ADN, les protéines et les lipides (Prakasam et al., 2005b), facilitée par une
diminution de la capacité des défenses antioxydantes du corps. Dans ce contexte,
certains auteurs (Sarkhail et al., 2007, Aguayo-Mazzucato et Bonner-Weir, 2017) ont
préconisé une approche pharmacologique inhérente aux phénomenes, qui se produisent
au niveau moléculaire, capable de modifier les mécanismes physiologiques du
pancréas. C'est le cas de plusieurs molécules bioactives isolées des plantes, qui
influencent les cellules B pancréatiques et stimulent la sécrétion d'insuline par leurs
activites anti-oxydantes.

L'extrait d'ail, dont l'activité anti-oxydante non enzymatique est trés connue, a été
attribuée a la présence de composés soufres organiques tels que le sulfate diallyl, les
thiosulfinates, les sulfoxydes et la S-allylcysteine (SAC) (Borek, 2001 ; Butt et al.,
2009). Ces molécules neutralisent les radicaux libres. On peut en déduire qu'ils
posseédent des propriétés protectrices pour les cellules béta et induisent une
amélioration notable des taux de glycémie. Plusieurs mécanismes ont été proposes
pour expliquer I'effet de I'ail et de ces composés organiques sur les radicaux libres. Le
role antioxydant important de l'ail dans le piégeage et la neutralisation des especes
d'oxygeéne réactif (ROS) peut également étre attribué aux polyphénols, composés avec
des groupes hydroxylphénoliques, Ar-OH, qui peuvent fournir H aux radicaux

peroxyles L-OQO*® et donc neutraliser sous la forme d'hydroxydes

L-OOH Ar-OH + L-OO'— Ar-O°*+ L-OOH  (Apak et al., 2007)
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Tableau.l11.5. Structures des principaux constituants de 'ail responsables de ’activité antidiabétique et
antioxydante.

Composes Structure chimique Famille Activités physiologiques Références
Organo sulphuré
diallyl thiosulfinate
Allicin o Scavenges hydroxyl Eidi et al., 2006:

Diallyl sulphide DAS

S-allyl-L-cysteine
SAC

Diallyl disulfide
DADS

Di-allyl-tri-sulphide
DATS

H:("""" S G

\\\/\S/\y

4\/5\5/5\/

Thiosulfinates

Organosulphur

volatiles

Water soluble
organosulfur

compounds

Organosulfur

volatiles

Organosulfur

volatiles

radicals-
hypoglycaemic effect

exhibit antioxidant effect

Exhibited hypoglycemic
effect stimulates insulin
secretion in p-cells of
normal rats

Reduce reactive oxygen
species levels and
increasing GSH-
Protect against free radical-
mediated cell death

Inhibits hyperglycemia-
induced ROS production

Martin et al., 2012

Amagase et al.,
2001

Srinivasan, 2005;
Liu et al., 2005

Amagase, 2006

Amagase, 2006

Les principaux composées soufrés de lail, y compris les sulfures ou les fractions

disulfure (Tableau I11.5), possedent, en plus de leur effet sur les propriétés

antidiabétiques, des propriétés réductrices qui neutralisent facilement l'effet des

especes réactives d'oxygene (Okada et al., 2005 ; Nishimura et al., 2000). Cela suggére

qu'il existe une relation directe entre les activités antioxydantes et antidiabétiques des
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composés soufrés dans l'ail. Ce qui permet de dire que l'extrait d'ail a une activité
hypoglycémique dont les effets sont semblables a ceux du glutathion (GHS) et agissent
comme un antioxydant, bien que les mecanismes d'action soient différents. Les deux
sont des antioxydants non enzymatiques et la majorité des composés dail sont
organosulfure.
Le glutathion agit en réduisant le peroxyde d'hydrogene (H202) et les peroxydes
lipidiques,
2 GHS + H20.— GSSG + 2H:0, ou par sa caractéristique nucléophile contre les
radicaux hydroxyles.
GSH+OH—->GS +H20
{ 2GS" — GSSG

Toutefois, le role antioxydant des composés soufrés de 1’ail semble provenir de sa
capacité a réagir avec les ROS Soit par :
- Elimination du peroxyde d'hydrogene (H202) suite a l'interruption de la réaction en
chaine de l'auto-oxydation par la synergie avec d'autres antioxydants, et par la
prévention de la formation des radicaux hydroxyles (OH®): destructeur des cellules 3
(réaction Fenten).

H.O,+ Fe?* —»OH® + Fe 3"+ OH-
Ceci est probablement di a différentes interactions intermoléculaires entre les
différents composés de l'ail (liaisons hydrogeénes et disulfure).
- Des interactions avec d'autres composeés intracellulaires du pancréas, le GSH (Kalra
et al., 2006) et en particulier (le SAC) contenant les groupes chimiques : thiol,
hydroxyle et amine responsables par leur capacité a former des liaisons
intermoleculaires. En outre, l'activité antioxydante d'un composé d'organosulfure libre
était beaucoup plus faible que celle de I'extrait d'ail, selon la nature des molécules
environnantes (Amagase et al., 2001).
- Action sur le radical hydroxyle, ou les sulfures et les composés organiques disulfure

réagissant avec les radicaux OHe. Trois mécanismes sont les plus probables : Réaction

Djamel Atsamnia 2017-2018 116



Résultats et discussion

de substitution radicalaire (111.1), (I11.4) ; des réactions de réarrangement (I11.2)

formation d'un radical disulfure et des anions hydroxyles (111.3)

/v R-S-OH + RS* (1.1)

R-S-S-R +*OH— R-S-H + R-S-0° (111.2)
+

\ R-é.-E-R + OH (111.3)

R-S-R + *OH — R-S*OH-R (111.4)

- D'autre part, aucune hypoglycémie dans le groupe des rats normaux, non
induites par I'alloxane (groupe 4) et traités avec de I'extrait d'ail frais, suggere qu'il n'y
a pas d'hyperinsulinémie et souligne I'effet trophique des composés soufrés par rapport
a la sécretion d'insuline. En d'autres termes, ces substances bioactives ne stimulent pas
les cellules B directement et augmentent la sécrétion d'insuline, mais protégent et
régénérent les cellules B par piégeage (ROS), ce qui inhibe I'activité de ces cellules par

oxydation.

- Lorsque I'extrait d'ail detruit (ROS) dans le pancréas, le glutathion altéré (GHS)
reprend son activité et son rble d'agent neutralisant (ROS), c'est-a-dire que I'extrait
dail stimule (GSH). En outre, il a été démontre que le composé, organosulfure, peut
stimuler la synthése du glutathion, qui est un important antioxydant intracellulaire
(Banerjee et al., 2003). Ceci explique l'effet hypoglycémique durable observé dans le
lot de rats diabétiques, méme aprés la cessation du traitement avec l'extrait d'ail

(groupe 2) contrairement a I'action non durable de la metformine (groupe 3).

- Compte tenu des données ci-dessus, les molécules antioxydantes présentes dans
I'extrait d'ail peuvent jouer un réle important dans la réduction des complications du
diabete. L'extrait d'ail diminue I'activité des radicaux libres chez les rats atteints de
diabéte induite par l'alloxane. Cela se produit en induisant une normalisation du stress

oxydatif dans le pancréas.

Djamel Atsamnia 2017-2018 117



Résultats et discussion

I11.5. Activité antimicrobienne de I’extrait aqueux d’ail

Les résultats de I’effet antibactérien de différents extraits d’ail (Aqueux, Méthanolique
et Ethanolique) ainsi que des solutions de quercetine, d’extrait phénolique et d’alliine
vis-a-vis de trois souches bactériennes utilisées dans cette étude sont représentés dans
le tableau.l11.6 :

E.coli B.subtilis S.aureus
Figure.l11.34. Aromatogrammes de 1’activité antibactérienne (A) de I’extrait aqueux d’ail pour une

concentration C=0.75g/ml ;(B) de I’extrait Methanolique d’ail ; (C) de I’extrait Ethanolique d’ail ; (D)
une solution d’alliine ; (E) une solution de quercitine ; (F) une solution de polyphenols.

L'activitée antimicrobienne des extraits d'Allium a été testée in vitro en utilisant la
méthode de la diffusion sur gelose (Figure 111.34). Les extraits d'eau (A), du méthanol
(B) et de I’éthanol (C) présentaient un certain niveau d'activité antimicrobienne. Par
contre, les extraits méthanoliques étaient les plus puissants notamment contre E.coli
(CMI1=0,046 pg/ml ) et B. subtilis (CMI=0,023 pg/ml ), ce qui indique une meilleure
activité antimicrobienne, alors que les extraits d'eau présentaient une activité
inhibitrice plus faible contre S.aureus (CMI=0.375 pg/ml). L’extrait éthanolique
présente une faible activité antibactérienne vis-a-vis B.subtilis (CMI=0.73 pg/ml) et
S.aureus (CMI=1.00 pg/ml ) par rapport a E.coli (CMI=0.375 pg/ml ). D'autre part,
aucune des solutions pures des composés phénoliques, quercétine (E) et extrait
phénolique (F), ne présentaient une activité antimicrobienne. Une étude menée par
Guil-Guerrero et al 2016 montre que ’activité antimicrobienne provenait d'un extrait
riche en polyphénols est plus forte que celle des polyphénols purs, En outre, certaines
combinaisons de polyphénols monomeres ont montré le plus haut niveau d'activité

antibactérienne. Ces résultats suggerent que l'activité antibactérienne des composes
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phénoliques de l'extrait d’ail est provoquée par un effet synergique des polyphénols,
d( aux interactions entre les différents composés, qui peuvent dans certains cas
augmenter leurs efficacités antimicrobiennes contre les bactéries. Cependant, une
légére activité est observée pour la solution d’alliine, un composé sulfuré de I’ail

contre E. coli (CMI=1.12 pg/ml).

La plus grande résistance des bactéries testées envers 1’extrait des polyphénols et la
quercétine peut étre expliquée par la structure des composés phénoliques vis a vis de la

structure des parois des souches testées.

Tableau.l11.6. Diamétres des zones d’inhibitions obtenus par la méthode de diffusion sur gélose.

concentration Diameétre d’inhibition (cm) Diameétre d’inhibition (cm) Diameétre d’inhibition (cm) Extrait
en extrait d’ail Extrait Methanolique Extrait Ethanolique Agueux
(pg /ml) E.coli B.subtilis | S.aureus | E.coli | B.subtilis | S.aureus | E.coli | B.subtilis | S.aureus
1,500 3.15 3.45 2.98 3.00 2.80 2.90 2.45 2.50 2.20
0,750 2.90 3.00 2.15 2.50 2.30 2.75 1.92 1.85 1.50
0,375 2.25 2.50 1.85 2.00 1.70 2.00 1.37 1.25
0,187 1.55 2.00 1.35 1.80 1.00 1.50 0.95

0,093 1.00 1.50

0,046

0,023

0,0115

0,0057 - - - - - - - - -

Les résultats trouvés par Cushnie et Lamb (2005) suggerent que plusieurs parametres
peuvent influer sur la détermination de 1’activité antimicrobienne comme : le type des
micro-organismes ciblés, la méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne, la
concentration, le type de I’extrait et particuliecrement la nature et la structure
moléculaire des molécules bioactives dans les métabolismes secondaires.

111.5.1. Effet de la température sur I’activité antibactérienne de I’extrait d’ail

Afin d'étudier l'effet du traitement thermique, plusieurs échantillons d’extrait d’ail
éthanolique ont été conservés pendant 6 heures a différentes températures (4, 25, 37,
42 et 75°C) (Figure 111.31). Ensuite, I'activité antibactérienne résiduelle a été mesurée.
Les résultats obtenus avec I’extrait éthanolique d’ail (Figure 111.36 et 111.37) montrent
que la température de stockage de 1’ail a une influence sur le diamétre d'inhibition et
par conséquent sur l'activité antibactérienne de l'ail. Les zones d'inhibition deviennent

de plus en plus importantes a mesure que la température augmente de 25°C a 37°C.
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Cependant, l'augmentation de la température au-dessus de 42°C entraine une réduction

de l'activité antibactérienne de 1’extrait obtenu, marquée par une réduction des zones

d'inhibition. Les résultats sont en accord avec les travaux réalises par Lagunas et
Castaigne (2008) et Guo et al. (2012).

25°C 37°C 42°C 75°C

Figure.l11.35. Zones d’inhibition pour Escherichia coli obtenus pour I’extrait aqueux d’ail incubé a
différentes températures (8-100°C).

25°C 37°C 42°C 75°C

Figure.l11.36. Zones d’inhibition pour Bacillus subtilis obtenus pour I’extrait aqueux d’ail incubé &
différentes températures (8-100°C).
25°C 37°C 42°C 75°C

Figure.111.37. Zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus obtenus pour I’extrait aqueux d’ail
incubé & différentes températures (8-100°C).
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Dans le but de prévoir la cinétique de I'influence de la température sur la stabilité
antibactérienne de I’extrait d’ail au cours du temps pour les trois souches bactériennes.
Les résultats ont montré que lors du stockage, cette stabilité change au cours du temps.
A température de 4°C, l'extrait d’ail est resté pratiquement stable, il a conservé 99% de
son potentiel inhibiteur initial méme aprés six heures de conservation.

Pour la solution stockée a 25°C, l'activité antibactérienne a diminué lentement sur une
période de six heures, I’extrait d’ail ayant perdu 90% de son potentiel inhibiteur. A la
température de 37°C, une diminution progressive du diametre d’inhibition durant
I’incubation de I’extrait a été enregistrée, elle varie de 30.10 mm a la premiere heure
jusqu’a 11.85 mm a la sixiéme heure. Dans ce cas, la dégradation des composés
antimicrobiens est proportionnelle a la durée du traitement. Cependant, une diminution
considérable des diamétres d’inhibition pour des températures plus importantes (T=42°
et T=50°C) a éte relevée. Pour une température de 42°C, le diamétre de la zone
d’inhibition varie de 22,3 mm a la premiére heure jusqu’a 6.7mm a la quatriéme heure.
L’absence des zones d’inhibition a partir de la cinquiéme heure a été observée. A
75°C, les résultats ont montré un effet antibactérien faible qui ne persiste pas plus de
trois heures conservation. La thermostabilité de l'allicine a fait I'objet de plusieurs
études. Il a été constaté que l'allicine se dégrade rapidement a T=40°C (Wang et al.,
2015). Dans son étude datant de 1996, Lawson a rapporté que l'allicine a une demi-vie
de 30 a 40 jours a 23°C. Fujisawa et al., (2014), ont montré 1’allicine est plus stable a
4° C. lls ont estimé que la demi-vie de l'allicine était d'environ un an, 7jour et 1 jour a
4°C, 23°C et 37°C respectivement.

Plusieurs études suggerent que la diminution de la force d'inhibition de 1’extrait d'ail
est corrélée avec la diminution de la teneur en allicine dans I'extrait conservé a
différentes températures et que l'activité antibactérienne est due a l'allicine et a d'autres
composés tels que les peptides antimicrobiens, qui pourraient étre présents dans
I’extrait d’ail (Arzanlou,2016 ; Arzanlou &Bohlooli, 2010). En outre, d’aprés 1’étude
de la stabilité chimique de I’extrait d’ail par HPLC, I’allicine présente une instabilité

thermique. Sa dégradation donne des dérivés organosulfurés. Comme 1’¢lévation de la
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température diminue I’effet antibactérien de 1’extrait d’ail, I’allicine est probablement
le composé responsable de cet effet antibactérien. Il apparait aussi que la dégradation
thermique de D’allicine a une influence plus importante sur I’effet antibactérien de
I’extrait d’ail vis-a-vis d’E. coli par rapport a S aureus. L’allicine pourrait donc avoir
plus d’action sur les bactéries Gram négatif que sur les bactéries gram positif.
Cependant, I'extrait d'ail pourrait étre conservé a 4 ° C car le résultat obtenu a montrée
qu'il n'y avait pas de perte d'activité microbienne a cette température pendant plusieurs
heures (Figure.I11.38, 111.39 et 111.40). Par contre, un rechauffement excessif ou des
périodes plus longues a des températures plus élevées devraient étre évités. La
conservation semble étre due a l'instabilité des polysulfures et les thiosulfonates dans
I’ail (Fujisawa et al., 2014).
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Figure.l11.38. Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur
I’activité antibactérienne de I’extrait d’ail vis-a-vis de E.Coli
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Figure.111.39. Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur
I’activité antibactérienne de I’extrait d’ail vis-a-vis de B.subtilis.
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Figure.l11.40. Influence de la température (4°C, 25°C, 37°C, 42°C et 75°C) en fonction du temps sur
I’activité antibactérienne de I’extrait d’ail vis-a-vis de S. Aureus.

111.5.2. Modélisation neuronale pour la prédiction de I’activité antibactérienne de
Iail

L'objectif de cette partie du travail consiste a établir un modéle neuronal optimal a
partir des résultats expérimentaux des concentrations minimales inhibitrices (CMI),
afin de prédire l'influence de la température, du temps de conservation et de la
concentration d'extrait d'ail sur l'activité antibactérienne des souches testées a savoir :

E.coli, S.aureus, B.subtilis.
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Le meilleur algorithme d'apprentissage est le BFGS avec une base de données
composée de 60% pour 1’apprentissage, 20% pour le test et 20% pour la validation.

En outre, des résultats acceptables ont été trouvés en utilisant comme fonction de
transfert entre la "couche d'entrée - couche cachée" la fonction tangente hyperbolique
et la fonction sigmoide logistique comme fonction de transfert entre la "couche
cachée" couche de sortie™.

Une architecture {3-11-3} est obtenue pour le modéle optimal avec un coefficient de
détermination R? = 99% et une erreur quadratique moyenne inférieure a 0,90 par

rapport aux trois souches étudiées (Figure 111.41).

Concentration CMI
> ‘ (E.coli)

e+ (2 D+ oom
Tempeérature — —» (B.subtilis)

CMI

(B.aureus)
Temps

Figure 111.41. Architecture du Modele RNA utilisé dans la prédiction de la concentration
minimale inhibitrice CMI de ’extrait d’ail vis-a-vis E.coli, B.subtilis et S.aureus.
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Tableau.l11.7. Valeurs prédites et expérimentales pour E.coli,B.subtilis et S.aureus pour les trois
types d’échantillonnage : Apprentissage, Test et Validation.

CMI Expérimentale (ug/ml) CMI Prédites (ug/ml)
Echantillons

E. coli | B.subtilis | S.Aureus E. coli B. subtilis | S. Aureus
01 Test 0,49 0,1300 1,93 0,4865 0,1305 1,9260
02 Train 0,97 0,2500 1,93 0,9588 0,2505 1,9178
03 | Validation 0,49 0,4900 1,93 0,4918 0,4846 1,9250
04 Train 0,49 1,9300 1,93 0,4942 1,9254 1,9255
05 Train 0,97 7,6900 3,85 0,9930 7,6921 3,8466
06 | Validation 1,93 0,1300 7,69 1,9950 0,1308 7,7082
07 Train 1,93 0,2500 7,69 1,9558 0,2504 7,7101
08 Train 3,85 1,9300 7,69 3,8596 1,9281 7,6718
09 Train 7,69 3,8500 3,85 7,6790 3,8463 3,8283
10 | Validation | 15,38 30,7500 15,38 15,5381 30,6809 15,3840
11 Train 30,75 0,2500 30,75 30,7508 0,2508 30,8513
12 | Validation | 61,50 0,4900 61,50 61,1283 0,4935 61,6008
13 Train 3,85 1,9300 7,69 3,8495 1,9254 7,6718
14 Train 7,69 7,6900 15,38 7,7321 7,6942 15,3843
15 Train 15,38 61,5000 30,75 15,5052 61,4997 30,8404
16 Train 30,75 0,1300 61,50 30,7556 0,1315 61,6008
17 Test 61,50 0,2500 123,00 61,4956 0,2526 122,9942
18 | Validation 0,00 3,8500 246,00 0,0443 3,8430 0,0569
19 Train 30,75 15,3800 15,38 30,7481 15,3804 15,3745
20 | Validation | 61,50 | 123,0000 61,50 61,4990 122,6478 61,6474
21 Train 123,00 0,1300 61,50 118,8113 0,1319 61,4980
22 Train 0,00 0,4900 0,00 -0,0115 0,4937 -0,0149
23 Train 0,00 3,8500 0,00 -0,0098 3,8507 -0,0133
24 | Validation 0,00 30,7500 0,00 0,0637 30,7798 0,0809
25 Train 0,49 123,0000 0,97 0,4718 123,0000 0,9660
26 Test 0,49 0,1300 0,97 0,4743 0,1322 0,9659
27 Train 0,49 0,4900 0,97 0,4771 0,4900 0,9655
28 Train 0,49 7,6900 0,97 0,4794 7,6890 0,9658
29 | Validation 0,49 30,7500 0,97 0,4820 30,9955 0,9657
30 | Validation 0,49 0,0000 0,97 0,4846 0,0741 0,9657
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Figure.l11.42. Corrélation entre les valeurs expérimentales et prédites des (CMI) pour le modéle ANN
pour I'ensemble d’apprentissage, de test et de validation (N=30). (a) E.coli (p<0.0001), (b) B.subtilus
(p<0.0001), (c) S.aureus (p<0.0001).
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Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice expérimentale (CMI) en fonction
de celles prédites par le réseau pour les trois souches étudiées (Figure 111.42)),
correlent avec un coefficient de détermination R2 supérieur a 99% et une RMSE
inférieure a 0,90 (Tableau 111.8).

Ces résultats montrent que ce modeéle a non seulement donné de bons résultats lors de
son développement, mais fournit également un excellent pouvoir de prédiction. Les
résultats suggerent également qu'il existe une corrélation non linéaire entre l'activité
antibactérienne (représentée par le diametre d’inhibition) et les parameétres étudiés,
principalement la température, le temps de stockage et la concentration des
échantillons aqueux d'extrait d'ail. Sur la base de ces résultats, le modéle neuronal
établi avec trois sorties peut étre utilisé efficacement pour prédire les concentrations
minimales inhibitrices de I'extrait d'ail pour les trois souches E. coli, S. aureus. B.
Subtilis.

Tableau.l11.8. Performance du modéle MLP-ANN pour les trois souches bactériennes.

E.coli B.subtilis S.aureus
R? 0.9906 0.9928 0.9998
RMSE 0.9998 0.9085 0.9002

Notons que cette étude portant sur la prédiction de I’activité antibactérienne de
I’extrait d’ail vis-a-vis de trois souches bactériennes E. coli, B. subtilis et S. aureus a
fait 1’objet d’une publication scientifique : Atsamnia D., Hamadache M., Hanini S,
Benkortbi O., Oukrif D. (2017) Prediction of the antibacterial activity of garlic extract
on E. coli, S. aureus and B. subtilis by determining the diameter of the inhibition zones

using artificial neural networks. LWT - Food Science and Technology 82, 287-295).
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CONCLUSION

Ce présent travail avait un double objectif, a savoir : confirmer par 1’expérience
certaines propriétés connues de 1’ail et essayer d’expliquer expérimentalement certaines
autres propriétés que 1’on attribue traditionnellement a cette plante. Toutes ces
expériences ont ¢ét¢ menées moyennant l’utilisation d’outils d’analyses biologiques et
microbiologiques.

Du point de vue choix de la méthode d’extraction, notre choix s’est porté sur celui
par solvant a froid avec une légére modification qui a été apportée au mode opératoire et
ce selon 'utilisation de ’extrait. Dans une étude d’optimisation portant sur le choix des
solvants d’extraction, nous sommes arrivés a la conclusion que les solvants mixtes se
sont montrés particulierement efficaces. En effet, les mélanges méthanol/eau (50/50) et
éthanol/eau (50/50) présentent les plus forts rendements suivis par les extraits
méthanolique et éthanolique. De plus, les résultats indiquent que les teneurs en
polyphénols et en flavonoides totaux varient significativement selon le solvant utilisé

Dans une seconde étape, nous avons étudié la stabilité thermique des composés
bioactifs de 1’ail comme 1’allicine et les composés phenoliques. Plusieurs échantillons
d’extraits conservés a différentes températures ont été utilisés. Les résultats obtenus a
I’aide de la chromatographie liquide (HPLC) nous ont permis de constater que I’allicine
est d’autant plus stable que la température de conservation est trés petite. Les meilleurs
résultats ont été obtenus pour des températures qui se situent entre 4°C et 25°C. Par
contre, pour les composés phénoliques, nous avons constaté que ’activité antioxydante
des composés phénoliques totaux augmentent a 80, 100 et 120 ° C par rapport a la
température ambiante, alors que la teneur totale en flavonoides tels que la quercetine
montrait une tendance réguliére jusqu'a 100°C, puis une diminution avec lI'augmentation
de la température de chauffage. Les résultats suggerent qu'il est inapproprié d'exposer

I’ail a des températures supérieures a 120°C.
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Par ailleurs, les extraits eau/méthanol (50/50) et le méthanol pur, ont montré des
activités anti radicalaires importantes pour les trois tests utilisés avec des valeurs de
concentration inhibitrice (ICso) les plus faibles. De plus, les activités de ces extraits se
sont avérées supérieures ou a la limite proche de celles des antioxydants de références
comme la vitamine C ou le trolox.

On a également trouvé que les valeurs de DPPH ICso et ABTS ICso, sont fortement
corrélées avec le contenu des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux et ce
notamment pour le test DPPH. En outre, une mauvaise corrélation est observée entre
RPos et le contenu phenolique. L'évaluation de ces trois variables et de leurs corrélations
pourra servir d'indice pour mesurer efficacement l'activité antioxydante des extraits
d'Allium

Suite a cela, des tests d’hépatotoxicité médicamenteuse menés sur des rats Wistar
montrent clairement que I’extrait d’ail utilisé possede des effets curatif et protecteur
significatifs contre la cytotoxicité induite par le paracétamol. C’est la raison pour laquelle
I’hépatotoxicité ne s’est pas manifestée chez les animaux traités par des surdoses de
paracétamol car protégés par les flavonoides et les polyphénols. Les résultats de la
présente étude suggeérent que ces extraits possédent une propriété antioxydante qui
pourrait étre probablement responsable de la puissante propriété hépato protectrice
observée. Ces résultats sont confirmés par la bonne corrélation existant entre les doses de
quercetine et d’extrait phénolique administrées et le taux des transaminases (GOT et
GPT) dans le sang. Il est possible que le mécanisme d'hépato protection de 1’ail soit dii a
son effet antioxydant, principalement influencé par les composés phénoliques. Aussi, les
extraits d’ail peuvent étre bénéfiques dans le traitement des Iésions hépatiques dues a une
exposition chimique ou medicamenteuse.

Les multiples expériences entreprises, sur des rats a glycémie normale et ceux a
glycémie élevée, ont dévoilé deux choses : la premiére est que 1’ail présente un caractére
hypoglycemiant effectif vis a vis des rats diabétiques alors que certains auteurs avaient

des soupcons sur ce réle. La seconde, que nous considérons étant la plus importante a nos
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yeux est que Dallicine ne joue qu’un role de régulateur de la glycémie vue que

I’administration d’allicine aux sujets normaux n’a eu aucune incidence sur sa valeur.

D’autre part, selon les résultats des tests sur les effets antibactériens de 1’ail, les
trois extraits testés (méthanolique, éthanolique et aqueux) présentaient une activite
antibactérienne vis-a-vis des trois souches bactériennes. Néanmoins, la meilleure
activité a été obtenue avec les extraits méthanoliqgue (CMIEcoiy= 0,046 pg /ml,
CMI (g subtilisy= 0,023 pg /ml, CMIs.aureusy= 0,093ug /ml) et éthanolique (CMI . coliy=
0,046 pg /ml, CMI(gsubtilisy= 0,023 pg /ml, CMIs.aureusy= 0,093ug /ml). En outre, des
tests menés avec la quercetine et 1’acide gallique, montrent que les composés
phénoliques se manifestent faiblement vis-a-vis des trois souches étudiées. Ce qui
laisse suggérer que les effets antimicrobiens de l'ail sont dus en grande partie a
d’autres composés autres que les polyphénols ou a 1'effet synergique des polyphénols
dans I’extrait d’ail.

La prédiction de Il'activité antibactérienne (C.M.I: Concentration Minimale
Inhibitrice) de I'extrait d'ail par utilisation des réseaux de neurones artificiels (R.N.A) a
été entreprise. Cette modélisation a porte sur trois différentes souches de bactéries.

A cette fin, un modéle avec trois sorties différentes a été élaboré. Le modéle élaboré
offre de nouvelles perspectives, particulierement dans le domaine de la microbiologie,
puisqu'il pourrait étre appliqué a la détermination de la C.M.I pour différentes
concentrations, températures et valeurs temporelles et ce sans recourir a des
experiences.

Nous espérons, avec nos résultats, avoir participé a la valorisation de la
médecine traditionnelle pour parvenir a la disponibilité de médicaments a base de
plantes médicinales locales, efficaces et accessibles pour le traitement des différentes

pathologies.
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PERSPECTIVES

Suite a ce travail, nous suggérons qu’il serait intéressant :

d’¢largir I’action pharmacologique de I’ail sur d’autres applications.

d’isoler et de caractériser les composés bioactifs de 1’ail.

d’évaluer in vitro et in vivo ’activité antioxydante de chacun de ces composés
pris séparément.

de mettre en évidence les mécanismes d’actions de chacun de ces principes

actifs.
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Annexe

Annexe 1

Qualité d’extrait obtenu par les différents procédés d’extraction

™ _—

-

g__‘

Figure. 1. Couleur de I’extrait obtenu par extraction par solvant (a gauche) et par hydro distillation (a

droite)

Caractérisation de ’extrait obtenu par solvant a froid

Densité : La masse volumique désignée souvent par l'appellation densité, dépend de la
température et de la composition chimique de 1'huile ou I’extrait. C’est le rapport de la
masse de I’extrait obtenu sur la masse de méme volume en eau (Pharmacopée
européenne 2007). La valeur de la densité de I’extrait d’ail obtenue par la méthode
d’extraction par solvant a T=4°C est de 1.08 g/cm®.

Indice de réfraction : L'indice de réfraction dépend de la composition chimique de
I'extrait et de la température. Il croit avec l'insaturation ou avec la présence sur la chaine
principale de fonctions secondaires. L’indice de réfraction de notre extrait obtenu par
solvant a froid est 1.447, cette valeur est proche de la valeur trouvée par Simandi et al.,
2000.
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Annexe 2

Courbe de balayage de I’extrait méthanolique par spectrophotométre UV :
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Figure. 1. : Spectre d’analyse de 1’extrait méthanolique par UV.

Courbe de balayage de I’extrait aqueux trés dilue :

200,0 220 240 260 280 300 320 350,0
nm

Figure. 2. : Spectre d’analyse de I’extrait aqueux de 1’ail par UV.
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Annexe 3

Choix de Milieu de culture : Le choix du milieu utilisé pour les tests microbiologiques
est primordial. La composition et le pH du milieu de culture influent sur 1’activité
antimicrobienne et la diffusion du produit a étudier. Dans notre étude, nous avons utilisé

le milieu Tryptic soja agar dont la composition est la suivante : (Formule approximative

par litre).
Tableau. 1. Composition du milieu de culture
Le pH final du milieu est ajusté a 7.3 £ 0.2.
Constituant Quantité (g)
Digestion pancréatique de caséine 15
Digestion paraphique de soja 5.0
Chlorure de sodium 5.0
gélose 15

Choix de la souche : L’objectif de cette étude est de tester 1’effet antimicrobien de notre
extrait sur des souches différentes afin choisir la plus adéquate a la détermination de la
CMI et aux études comparatives. La méthode utilisée est la diffusion solide qui consiste
a déposer sur la gélose des disques imprégnés de substances antimicrobiennes a étudier.
o Souches utilisees
= Escherichia coli (colibacille) : Bacille a gram négatif apparentant a
la famille des Entérobactérie. E coli se développe sur gélose
ordinaire. Indole®, urée-fermente le lactose, gazogéne, mais ne
produit pas d'acétine (Figure. 1).
e Habitat : E. coli est une hote normale du tube digestif de
I'nomme et des animaux. Chez I'nomme, il est présent a
raison de 10a10 bacteries /g de selles, densité cependant tres
inférieure a celle des anaérobies qui constituent la flore
dominante. La présence d'E. coli dans I'environnement est le

témoin d'une contamination fécale.
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e Pouvoir pathogene :

o Infection urinaire : Plus fréquent chez la femme en
raison de la briéveté, chez I'nomme [infection est
géneralement secondaire a un obstacle sur les voies
urinaires.

o Infection intestinal : Responsable de gastro-enteérites.

o Infection néonatale: Peut se traduire par une
méningite ou une septicémie.

o Infection diverses : Escherichia coli est impliqué dans
de nombreuses infections a point de départ digestif ou
urinaire, suppuration localisées, il peut s'agir
d'infections communautaires Ou nosocomiales.

e Sensibilité aux antibiotiques : La bactérie était initialement
sensible a beaucoup dantibiotiques, mais l'acquisition de
résistance est fréquente, surtout en milieu hospitalier (Nauciel
et vildé, 2005 in FAUCHERE et AVRIL, 2002). Cependant la
résistance aux amino et aux carboxipénicillines par
production de pénicillinase défasse 40 des souches, une partie
de ces souches résistent a l'association amoxicilline-acide
clavulainiquepour les autres antibiotiques, les fréquences de
résistance, sont faible a I'exception des sulfa- mides (50%), et
tétracyclines (40 %) et du chloromphimcol (25%)
(FAUCHERE et AVRIL, 2002).

—

Figure. 1. Echirichia coli sur Hecktoen
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1.6.2.1. Staphylococcus aureus

Habitat : C'est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, l'air. C'est un
commensal de la peau et des muqueuses de I'nomme. On le trouve a I'état
normal dans l'oropharynx, les fosses nasales, dans les selles au niveau du
Périnée ou des aisselles.
Caractéres principaux : Cocci a gram positif, immobile, pigmenté a jaune,
non sporulé en amas (grappes de raisin), G+C: 30-39%, température optimal a
37°C, PH optimal: 7.2-7.4, NaCl: 7.5%, Anaérobie facultatif, oxydase+,
catalase+.
Pouvoir pathogéne : Les manifestations dues a Staphylococcus aureus sont
trés nombreuses, elles sont suppurations, nécrotiques ou entérigques :

o les suppurations localisees.

o les manifestations digestives.

o le syndrome de choc toxique (Fauchere et Avril, 2002).
Sensibilité aux antibiotiques : Les souches communautaires sont géneralement
résistantes aux pénicillines G et A, mais sensibles aux pénicillines M. Elles sont
souvent sensibles aux macrolides, aux synergistines, aux fluoroquinolones

(Figure. 2).

Figure. 2 . Staphylococcus aureus sur Chapman
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3. Bacillus subtilus

Caractéres bactériologiques : Les bacillus correspondent a des grands
bacilles:

o Gram +, sporogénes ;

o faciles a cultiver ;

o aérobies stricts ou facultatifs ;

o possedant une catalase.
Morphologie : Taille : 3 a9 micrometres et 1 micrometre de large, forme
rectangulaire et mobile. I1solés ou groupés en chaines, ils peuvent représenter
I'aspect en "canne de bambou". Coloration au Gram variable car ils se

décolorent rapidement. On peut donc les voir Gram + et Gram — sur un frottis

(Figure. 3).
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Figure. 3. Bacillus subtilus

Meéthode de dilution en milieu liquide

Principe : L’inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes (méthode de
macro-dilution) ou de cupules (méthode de micro-dilution) contenant
I'antibiotique a des concentrations décroissantes. Aprés incubation, la CMI est
indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration d'antibiotique et ou

aucune croissance n'est visible.



Annexe

e Mode opeératoire : La technique consiste a déposer 10ml d’un bouillon soja agar
dans une série d’une dizaine de tube a essais. Un volume de 0.35ml d’extrais d’ail
frais (équivalent en masse 0.42g soit 0.336g d’allicine) est ajouté au premier tube.
La concentration de I’extrait est réduite progressivement de 50% d’un tube a un

autre jusqu'au 9™ tube. Le 10°™tube servira de témoin positif.

Dilutions en milieu liquide :

Figure. 4. Méthode des dilutions en milieu liquide (I : Dilution de concentration décroissante,
11 : Solution témoin)

Aprés incubation de S aureus en présence de concentrations décroissantes de notre
extrait d’ail frais, nous avons obtenu des troubles au niveau de toutes les dilutions (figure.
4). L’examen de I’aspect des bouillons a révélé que notre extrait n’est pas miscible avec
le milieu de culture. C’est la raison pour laquelle il n’a pas exercé son effet inhibiteur sur
la croissance de la souche testée. Il est donc impossible de déterminer la CMI avec la
méthode de dilution en milieu liquide. La méthode de diffusion en milieu solide est donc

préconisée.
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The aim of this study was to devise a model that predicts the inhibition zone diameter using artificial
neural networks. The concentration, temperature and the exposure time of our extract were taken as
input variables. The neural architecture model 3-13-3 and a learning algorithm Quasi-Newton (BFGS)
revealed a positive correlation between the experimental results and those artificially predicted, which
were measured according to a mean squared error (RMSE) and an R? coefficient of E. coli (RMSE = 1.28;
R% = 0,96), S. aureus (RMSE = 1.46; R?> = 0,97) and B. subtilis (RMSE = 1.88; R? = 0,96) respectively. Based
on these results, an external and an internal model validation were attained. A neuronal mathematical
equation was created to predict the inhibition diameters for experimental data not included in the basic
learning. Consequently, a good correlation was observed between the values predicted by the equation
and those obtained experimentally, as demonstrated by the R> and RMSE values. The results regarding
the sensitivity analysis showed that the concentration was the most determinant parameter compared to
Temperature and Time variables. Ultimately, the model developed in this study will be used reliably to
predict the variation of garlic extract's inhibition diameter.
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1. Introduction

For centuries, garlic (Allium sativum) has been known for its
medicinal properties. Its anti-microbial activity is well known
against a wide range of bacterial strains including: Gram-positive
bacteria, Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria
Escherichia coli (two types of bacteria commonly associated with
the human environment) (Bakri & Douglas, 2005; Whitemore &
Naidu, 2000; Zhang et al., 2016). The effectiveness of fresh garlic
extract against a wide range of pathogenic bacteria has been well-
established (Curtis, Noll, Stormann, & Slusarenko, 2004; Kumar &
Sharma, 1982), even amongst strains with an acquired resistance
to antibiotics, such as Staphylococcus aureus (Curtis et al., 2004;
Marchese et al., 2016). Because of its bactericidal capacity, garlic
prevents bacteria from secreting toxins.

* Corresponding author.
E-mail address: atsame2000@yahoo.fr (D. Atsamnia).

http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2017.04.053
0023-6438/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The main factors affecting stability and microbiological activity
are temperature, pH, concentration and retention time. Since these
factors can largely vary in food production and storage, mathe-
matical models are needed to predict microbial behavior in the food
matrix related to different microbial strains. In recent years, they
have been growing interests in modeling food microorganisms
(Keeratipibul, Phewpan, & Lursinsap, 2011), including modeling
predictive microbiology, which generally focuses on the potential
for alteration of food-borne pathogenic bacteria (Leroy, Degeest, &
Vuyst, 2002).

In the present context, resides the importance of the Artificial
Neurons Networks (ANN) in the bioactivity modelling making
possible the prediction of microbial behaviour in specific operating
conditions. (Marzouk & Elkadi, 2016). It is important to note that
many studies have shown the benefits of the application of tech-
nical ANN compared to other statistical methods (Ross &
McMeekin, 2003; Sagdic, Ozturk, & Kisi, 2012; Yamamura et al.,
2008). In food microbiology, Artificial Neural Networks could be
used to describe the effects of the interaction of environmental
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factors more precisely, such as temperature, pH, and storage time,
as compared to conventional models predictive Microbiology
(Fang, Huang, Liu, Mei, & Chen, 2015; Lou & Nakai, 2000). Pre-
dicting the bioactivity and the evaluation of the antibacterial ac-
tivity of compounds having a microbiological capacity was
achieved by determining experimentally the diameters of the in-
hibition zones and the minimum inhibitory concentration (MIC).
Ascertaining these parameters for different temperatures, times
and concentrations using artificial neural networks (ANN), is an
idea that has not yet been explored in this field.

The objective of this study is to examine the antibacterial ac-
tivity of several samples of garlic extract, exposed for six hours at
different temperatures on the growth of three bacterial strains,
staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli), and Ba-
cillus subtilis (B. subtilis). The other objective is to establish a
mathematical model that allows us to determine the diameter of
inhibition zone of garlic extract on the three bacterial species.
Furthermore, this model enables us to precisely determine the
inhibitory zone for different values of concentrations, tempera-
tures, and incubation times, which are not included in the database
used in this model. The second objective is to validate this model
(Artificial Neural Networks) in comparison with other observed
results obtained experimentally.

An ANN model was developed to predict the antibacterial
properties (inhibition zones) and to set up an approach to analyze
the predicted values of inhibitions diameters (dj,n) and the values
obtained through different experiments. For this we opted for a
model with three simultaneous outputs, dinn E. coli, dinn S. aureus
and djpp B. subtilis.

The methodology adopted to meet the objectives of assessing
the model to average statistical performance criteria were coeffi-
cient of determination, square root of the mean square error, and
bias on the average. To test the robustness of the ANN model, we
used data that is not part of the original database.

This model can be used to avoid the multiplicity of microbio-
logical tests, which causes instability of biological material due to
mutation of some bacterial strains. It can also solve the problems of
anti-bacterial activity concentrations, which are difficult to use in
practice, including very low and very high concentrations.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of garlic extract

Fresh garlic bulbs (A. sativum L.) were collected in the region of
Benchicaou (Medea, Algeria). The cloves were peeled, sliced and
ground into a paste and suspended in distilled water, for 24 h at a
temperature of 4 + 0.5 °C. The maceration obtained was filtered
through a gauze and then through a 0.45 microns micro filter. The
obtained aqueous extract of garlic was stored at 4 + 0.5 °C until it
was used.

2.2. Reference strain preparation

According to the ATCC's recommendations: a seed lot system
was followed whereby the reference strain is sub-cultured into
several replicates at a time within a passage. Only 5 passages are
permitted from the reference strain, therefore the risk of pheno-
typic alteration or genetic mutation is kept to a minimum.

Buffered sodium chloride-peptone solution Ph7.0 was used to
prepare control suspensions. To obtain a spore suspension of
Aspergillus Brasiliensis (ATCC 16404), 0.005% of polysorbate 80, was
added to the buffer solutions. This suspension may be maintained
at 2—8 °C for a limited period of time.

To check the operating conditions, a negative control obtained

by substituting the diluent chosen in the preparation to be exam-
ined, consequently no microbial growth was observed. According
to the (European Pharmacopoeia 2007), Non-compliant results
required an investigation.

2.3. Microbiological method

We used the solid diffusion of depositing on the agar discs
(6 mm in diameter) impregnated with antimicrobial substances to
be studied. In our study, we used the Tropic soy agar; strains have
summers selected from the reference strains listed in the ATCC
institutes (American Type Culture Collection), E. coli (ATCC 11105),
S. aureus (ATCC 6633) and B. subtilis (ATCC 6538) Clearly defined
inhibition diameters that were obtained after suitable incubation
time (18 h).

We later used a series of six tubes in which we distributed our
garlic extract. Each tube was brought to a selected temperature
(4°C,25°C,37°C, 42 °Cand 75 °C) for a total period of 6 h. We then
prepared garlic extract solutions of decreasing concentrations from
samples taken at intervals of one hour. Each solution was obtained
by mixing 0.5 ml of the previous solution and 0.5 ml of myristate,
an organic solvent, used in microbiology, without antimicrobial
effect (European Pharmacopoeia 2007), until the 15th tube. The
concentration decreased from the 1st to the 15th Tube to the order
of 50% of a solution to another. Petri dishes were then prepared by
depositing one blank disc on the surface of each one; they were
inhibited by 25 ul (Microliters) of each of these concentrations of
garlic extract to be tested. The same method was performed at
different time intervals and temperatures of 18 °C, 50 °C and 90 °C
for the same concentration of garlic extract.

2.4. Elaboration of the ANN model

Artificial neural networks (ANN) are nonlinear empirical models
(Panagou & Kodogiannis, 2009), In general, they are composed of
many units (neurons) operating in parallel. The operation of this
network is largely determined by the connections between these
elements (Zilouchian & Jafar, 2001). These neurons are spread over
three layers: an input layer, an output layer, and a hidden layer. The
number of neurons of the input layer is related to the number of
input variables and the number of neurons of the output layer is
identical to the number of output variables. Between these two
layers, there is at least one hidden layer with the number of neu-
rons depends on the application of the network (Yolmeh, Najafi,
Farhoosh, & Salehi, 2014). The Neuronal regression optimized by
passing through the network architecture, which concerns the
distribution of the database into three sets: (Learning, Test and
Validation), the transfer functions, the number of neurons in the
hidden layer and the training algorithm.

In this work, 450 experimental datasets were selected to form
the final database (Supplementary File S1). A multilayer perceptron
network (MLP) was chosen for modeling. This is an artificial neural
network of anticipation, owing to its excellent nonlinear general-
ization capabilities (Hamadache et al., 2016a; Rafei, Sorkhabi, &
Mosavi, 2014; Wang, Zhang, Wang, Han, & Kong, 2014). The input
vector was composed of the following variables: concentration,
temperature and time. The output vector represents three outputs,
which are as follows: inhibitions diameters of our garlic extract on
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis.

Model performance was evaluated with the coefficient of
determination R? between predicted and experimental values
(Yang, Yang, Liu, & Hoogenboom, 2014), and by the square root of
mean squared error RMSE (Chai & Draxler, 2014; Teke, Yildirim, &
Celik, 2015) calculated by the following equation (1)
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In this equation, n is the number of compounds in the dataset, and
exp - ybred are the experimental and the predicted values,
respectively.

2.5. Model validation

In order to validate the model, two developed basic principles
were commonly used, Internal validation and external validation
(Hamadache et al., 2016b), they were judged by the following sta-
tistical parameters: RMSEext, RMSEint, Q%ext and Q%in¢ (Zhou et al.,
2015), and calculated using the following equations:

Z’F 1 (Ytest - ?test>2
RMSE,,=\| = . )
~ 2

RMSEmt— Z?:l (Ytrai:l - ytrain) (3)

2 (Ytest - Ytest )2
Qe =1- 3 (4)

(Ytest Ytram)
~ 2
E Ytrain - Ytrain)

Qhi=1- ( )2 (5)

Z (Ytrain - Ytrain)

In these equations, n is the number of compounds in the dataset,
Viest the experimental value of the test set, Vst the predicted value

of the test set, Yrain the predicted value of the training set, ¥train the
mean experimental value of the training set and yirain the experi-
mental value of the training set. Great importance is attributed for
these terms of validation. A value of Q% iy> 0, 5 is generally
considered satisfactory, and a value greater than 0.9 is seen as
excellent (Eriksson et al., 2003). Furthermore, in order to judge the
quality of the model, it was a necessity to conduct further experi-
ments to have a generalization of the real predictive ability of the
model. For this, we have operated on other experimental values in
temperature (T=18°C,T=50°Cand T =90 °C) and time (t = 0.5 h,
t=15h,t=25h,t=35h,t=45h,t=55hand t=6.5h), which
were randomly selected, in the same operating conditions and
which were not part of the database used for model development.
This type of validation was evaluated by the coefficient of deter-
mination Q? (Robustness term) and the root mean square error
RMSE.

A local and global sensitivity analysis approach was utilized to
assess the impact of input parameters on antibacterial activity of
garlic extract. The sensitivity values were obtained from Statistica
10.0.228.8.

3. Results and discussion
3.1. Microbiological results

The results obtained (Supplementary File S1) show that the
media temperature influences the inhibition diameter and conse-
quently the antibacterial activity of garlic. The inhibition zones
became increasingly important as the temperature rises from 25 °C
to 37 °C. This demonstrates the great antibacterial effect of the
garlic extract with increasing temperatures. However, increasing
the temperature above 42 °C causes a reduction of the antibacterial
activity of our extract, marked by a reduction of inhibition zones.
Our results are in agreement with other authors, e.g. Jansen, Muller,
and Knobloch (1989), Rybak, Calvey, and Harnly (2004), Lagunas
and Castaigne (2008) and Guo et al. (2012).

Table 1
Selected parameters (best distribution of the database and best learning algorithm) of the optimal multi-layer perceptron.
The distribution of the database Algorithm R? R? R? RMSE RMSE RMSE
E. coli S. aureus B. subtilus E. coli S. aureus B. subtilis
801010 BGFS Train: 0,94 Train: 0,94 Train: 0,93 2,06 2,02 2,48
Valid: 0,94 Valid: 0,95 Valid: 0,94
Gradient decert Train: 0,63 Train: 0,61 Train: 0,67 6,19 5,93 6,43
Valid: 0,58 Valid: 0,53 Valid: 0,61
Conjugate gradient Train: 0,66 Train: 0,67 Train: 0,70 6,36 6,35 6,25
Valid: 0,66 Valid: 0,64 Valid: 0,71
701515 BGFS Train: 0,97 Train: 0,96 Train: 0,96 1,48 1,63 1,80
Valid: 0,97 Valid: 0,96 Valid: 0,96
Gradient decert Train: 0,64 Train:0,64 Train: 0,68 5,70 5,39 5,82
Valid: 0,61 Valid:0,61 Valid: 0,65
Conjugate gradient Train: 0,87 Train: 0,86 Train: 0,85 3,20 3,16 3,56
Valid: 0,88 Valid: 0,85 Valid: 0,90
60 20 20 BGFS Train: 0,94 Train:0,93 Train: 0,93 2,21 2,18 2,60
Valid: 0,94 Valid: 0,93 Valid: 0,92
Gradient decert Train: 0,41 Train: 0,44 Train: 0,43 7,88 7,2457 8,58
Valid: 0,45 Valid: 0,49 Valid: 0,44
Conjugate gradient Train: 0,79 Train: 0,78 Train: 0,81 3,99 3,88 4,24
Valid: 0,78 Valid: 0,74 Valid: 0,78
60 10 30 BGFS Train: 0,94 Train: 0,93 Train: 0,93 2,27 2,12 2,43
Valid: 0,92 Valid: 0,92 Valid: 0,93
Gradient decert Train: 0,40 Train: 0,42 Train: 0,42 7,71 7,15 8,42
Valid: 0,39 Valid: 0,42 Valid: 0,40
Conjugate gradient Train:0,84 Train: 0,82 Train: 0,83 3,53 3,42 4,03
Valid:0,86 Valid: 0,83 Valid:0,82

Train: Training, Valid: Validation.
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3.2. Model development and validation

The objective of this phase was to find the optimal architecture
of the neural network so that the influence of temperature, time of
conservation and concentration of garlic extract on antibacterial
activity could be predicted using diameters of inhibition zones.

A multilayer perceptron (MLP) of a three-layer network, an
input layer, a hidden layer and an output layer is adopted in this
work. The number of neurons in the hidden layer, learning algo-
rithms and the transfer function have been optimized after many
tests. The optimal network was chosen following the values of the
mean square error (RMSE) and the coefficient of determination
(R?). The results obtained in this optimization (Tables 1 and 2) show
that BFGS (Quasi-Newton) is an acceptable learning algorithm that
can be applied with a distribution of the database as follows: 70%

training, 15% for the test and 15% for the validation set. In addition,
the transfer functions, which have given good results, are the hy-
perbolic tangent function for the whole “input layer - hidden layer”
and the logistic sigmoid function for the whole “hidden layer - layer
output”. The determination coefficient R? reaches 0.98 and a mean
square error was less than 1.90 regarding the three strains studied.
Furthermore, the number of neurons in the hidden layer was equal
to thirteen. Finally, the architecture {3-13-3} of the neural network
has been selected (Fig. 1). This network will be used to predict new
data.

Based on these results, we can say that we have established a
neuronal model with three outputs and predicted the zones inhi-
bition diameters of the garlic extract with regard to the three
strains E. coli, S. aureus. B. Subtilis. The results of selected optimal
parameters were used to develop a non-linear model of ANN

Table 2
Selected parameters (Best transfer function and Number of artificial neurons per hidden layer) of the optimal multi-layer perceptron.

Transfer function The Number of neurons per hidden layer R? R? R? RMSE RMSE RMSE
E. coli S. aureus B. subtilus E. coli S. aureus B. subtilus

Logistic-identity 16 Train: 0,93 Train: 0,92 Train: 0,92 2,40 2,25 2,61
Valid: 0,92 Valid: 0,93 Valid: 0,93

Logistic-logistic 17 Train: 0,94 Train: 0,94 Train: 0,93 2,18 2,07 2,59
Valid: 0,94 Valid: 0,93 Valid: 0,92

Logistic-Tanh 15 Train: 0,93 Train: 0,93 Train: 0,96 2,24 2.16 2,56
Valid: 0,93 Valid: 0,93 Valid: 0,92

Logistic-exponentiel 13 Train: 0,93 Train: 0,92 Train: 0,91 2,34 2,23 2,84
Valid: 0,93 Valid: 0,93 Valid: 0,91

Tanh-identity 18 Train: 0,95 Train: 0,94 Train: 0,93 1,99 1,93 2,43
Valid: 0,95 Valid: 0,94 Valid: 0,93

Tanh-logistic 13 Train: 0,98 Train: 0,96 Train: 0,96 1,28 1,46 1,88
Valid: 0,97 Valid: 0,96 Valid: 0,96

Tanh-Tanh 18 Train: 0,93 Train: 0,93 Train: 0,92 2,21 2,82 2,73
Valid: 0,93 Valid: 0,93 Valid: 0,93

Tanh-exponentiel 15 Train: 0,94 Train: 0,93 Train: 0,93 2,28 2,16 2,44
Valid: 0,92 Valid: 0,92 Valid: 0,93

Exponentiel-identity 18 Train: 0,92 Train: 0,91 Train: 0,91 2,48 2,46 2,77
Valid: 0,92 Valid: 0,91 Valid: 0,93

Exponentiel-logistic 10 Train: 0,94 Train: 0,93 Train: 0,92 2,16 2,17 2,58
Valid: 0,94 Valid: 0,93 Valid: 0,93

Exponentiel-Tanh 10 Train: 0,92 Train: 0,92 Train: 0,92 2,45 2,31 2,54
Valid: 0,92 Valid: 0,92 Valid: 0,94

Exponentiel-Exponentiel 16 Train: 0,93 Train: 0,92 Train: 0,91 2,34 2,33 2,90
Valid: 0,93 Valid: 0,92 Valid: 0,91

Train: Training, Valid: Validation.

Output layer

Hidden layer

Imput layer

Concentration —— dii (E.coli)
Temperature —  dinni (S.qureus)
()—— dun (Busubtilis)
Time

Tanh function

Logistic function

Fig. 1. Architecture of the optimums ANN model for prediction the diameter of inhibition zones. Profile 3:13:3.
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networks (Table 1).

In Fig. 2 (a, b, c) the values shown of experimental inhibition
diameter (djnn) as a function of those produced by the selected
network for all three strains. We note a significant correlation with
the coefficient of determination R? greater than 96% and an RMSE
less than 1.90.

To establish the performance of the developed model, the pa-
rameters of the internal and external validation were calculated
and reported in Table 3. As can be seen in this Table, the nonlinear
ANN model has given good results with impressive values of the
determination coefficient (R?) and a better robustness (Q2) for as-
semblies training and test sets. The values of the diameters of in-
hibition produced for all three strains are close to the

291

activity (represented by the diameter of inhibition) and the studied
parameters, mainly the temperature, storage time and concentra-
tion of the aqueous garlic extract samples. Therefore, the resulting
ANN model can be effectively used to predict the antibacterial ac-
tivity of aqueous extract of garlic on the strains used and at
different temperatures, storage time, and the concentration of
samples.

This will allow us to generate a large database where we can
model the antibacterial activity by neural networks.

Table 3
Performance of MLP-ANN model for the three bacterial strains.

Internal validation External Validation

corresponding experimental values. These results indicate that this RMSE;( Qi RMSE oy Qo
modgl not only gave good rgsqlts during its development, but also E coll o1 0.965 . 0936
provides an excellent predictive power. The results also suggest S, qureus 1.93 0.961 139 0.941
that there is a nonlinear correlation between the antibacterial B. subtilus 1,92 0,951 1,63 0,949
Training, Test Validation Training, Test Validation
: S.aureus
10 E.coli 40
s Best Linear Fit- d i (Prad) = 0.98°d 3 (Exp)+ 023 ] Lo Best Linear Fit: dinh(Pred) = 096 dinh(Exp) + 0.35
@ Training set g ® Training set
354 & Testset 354| & Testset
B Validation set L] ® 4| ® Validation set
F 3 ' = . L]
30 Best Linear Fit 30 Best Linear Fit N 5
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Fig. 2. Scatter plot of the predicted values of (dj,p) versus the experimental values by ANN model for the training-Test and Validation set. (a) E. coli, (b) S. aureus, (c) B. subtilus.
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Fig. 3. Scatter plot of the predicted values of (di,,) versus the experimental values by ANN model for the prediction using equation (8). (a) E. coli, (b) S. aureus, (c) B. subtilus.

3.3. Application of mathematical model equation

The architecture of the network developed in this study is a
multi-layer perceptron {3-13-3}. The network is composed of three
inputs (E;, i = 1 a 3), an output (djyn) for each strain and thirteen
neurons in the hidden layer. The two transfer functions used in this
study are the hyperbolic tangent and logistic sigmoid function.
Their mathematical equations (6) and (7) are given below:

. ex — eix
Hyperbolic tangent : f(x) = Frex (6)
Logistic sigmoid : f(x) = ﬁ 7

The mathematical equation of the model (8), which can be used
subsequently for the prediction of inhibition diameter dj,p, is shown
below:

(8)

exp (327, WiEith!)—exp (=37 | Wi +b!')

S WiEbE) rexp (=, | WiEb)

0
+ bk
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Wyj represents the weight associated with each output connection
k/j hidden neuron, E; the inputs, bHJ biais associated to hidden
neuron j, Wji the weight associated with each input connection i/j
hidden neuron, and b% designates the bias associated with the
output neuron k.

To validate the model and verify its predictive power, this
equation was used for a set of 59 experimental values that were not
used in the training and test sets. The results are shown in Fig.3a—c.
A dotted line indicates the best linear fit. As seen in these figures,
there is good correlation between the results of our mathematical
equation and experimental data. Furthermore, as demonstrated by
the statistical parameters (R?> and RMSE) calculated for the results
of the equation are reported in Table 4, the results show that the
predicted values are very close to the observed values (see Table 5).

This type of validation is necessary for the model to have
practical application. (Bagheri, Mirbagheri, Bagheri, & Kamarkhani,
2015; Luccarini et al., 2010).

The nonlinear model MLP-ANN gives good results for this type
of prediction with an optimal coefficient of determination R?
(Threshold value R? > 0, 6) (Abbasi & Eslamloueyan, 2014), and root
mean square error RMSE. These values indicate that the MLP-ANN
model is reliable not only because we has obtained good results in
the development of the model, but also good interpolation capacity
(Fig. 3). These results allow us to predict the evolution of the in-
hibition diameters zones of garlic extract in different temperature
and different incubation times without going through the indi-
vidual experiments.

4. Analysis of the input variables for the prediction of the
inhibition zone diameters

After validating the prediction power of the neural network

Table 5
Statistical parameters obtained by application of the mathematical equation.
R? RMSE
E. coli 0,958 1854
S. aureus 0,915 2022
B. subtilus 0,933 1899

model, a sensitivity analysis was utilized to provide better under-
standing of possible relationships between input and output vari-
ables of the prediction model. There are two types of sensitivity
analysis: the local sensitivity analysis and the global sensitivity
analysis.

4.1. Local sensitivity analysis

The local sensitivity of an input is measured by varying its value
of an infinitesimal amount in 10 different equidistant points,
encompassed by a minimum (point 1) and a maximum (point 10)
(STATISTICA 10.0.228.8).

The Studied neural network (Fig. 4) can be very sensitive to
small concentration variations in a certain zone of the input space
(point 1). Whereas, that very input is negligible with a positive or
negative influence on the output value (low sensitivity) in other
points in space that are close to the input value; mainly, large
variations in this latter can bring little change in the predictions of
the network. However, local sensitivity measures may present a
type of behavior that could not be interpreted based on how
important (influential) an input variable is at a given point in space
(Rodriguez-Fernandez, Banga, & Doyle, 2012).

These results show that the concentration is non-linearly
dependent (interactions) with time and with temperature at the

Table 4
Experimental values (Exp) not included in basic learning and Predicted values (Pred) obtained by Equation (8).

N° dinn (Mm) dinn (mm) dinn (mm) N° dipn (mm) dinn (mm) dinn (mm)

E. coli S. aureus B. subtilis E. coli S. aureus B. subtilis

Exp Pred Exp Pred Exp Pred Exp Pred Exp Pred Exp Pred
01 10,5 12,39 10 9,63 13 16,37 31 10 8,15 9 7,96 11 11,19
02 12 12,31 10 9,46 15 16,23 32 8 5,98 8,5 5,85 9 8,63
03 13 12,30 10 9,38 16 16,18 33 0 4,24 0 4,15 0 6,45
04 12 12,37 10 9,37 15 16,20 34 0 2,90 0 2,84 0 4,68
05 10,5 12,51 10 943 14 16,29 35 0 1,92 0 1,87 0 3,30
06 12 12,71 10,5 9,56 15 16,44 36 13 13,74 12 10,84 18 17,37
07 13 12,97 10 9,75 15 16,65 37 14 13,21 12 10,52 16 16,51
08 25 28,08 25 26,75 25 29,39 38 13 13,22 12,5 10,69 17,5 16,16
09 27 27,36 23 25,93 26 28,74 39 14 13,66 15 11,26 18 16,24
10 28 26,60 25 25,07 30 28,06 40 15 14,40 15 12,11 18 16,59
11 25 25,80 22 24,15 25 27,35 41 17 15,25 15 13,07 20 17,04
12 25 24,97 25 23,20 28 26,62 42 25 20,30 20 17,32 23 22,83
13 26 24,10 23 22,19 25 25,85 43 23 20,88 25 18,10 25 23,00
14 25 23,18 24 21,15 23 25,04 44 23 21,55 25 18,96 25 23,27
15 23 21,15 20 20,42 25 23,52 45 23,5 22,10 25,7 19,69 25 23,45
16 20 19,27 18 18,32 23,5 21,86 46 22,7 22,38 23,7 20,12 27 23,40
17 17,5 17,45 16 16,27 20 20,22 47 25 22,26 27 20,16 27 23,03
18 16 15,71 15 14,34 17 18,63 48 15 16,97 13 16,24 17 20,47
19 13 14,09 15 12,56 16 17,10 49 12 14,55 11 14,02 15 18,01
20 11 12,58 12 10,94 15 15,64 50 10 12,09 10 11,72 12 15,42
21 8,5 11,12 8 9,44 12 14,21 51 9 9,73 8 9,49 10 12,83
22 17 17,145 15 16,21 20 20,97 52 8 7,59 6,5 7,45 9 10,39
23 15,5 15,58 14 14,84 18,5 19,28 53 0 5,75 0 5,67 8 8,18
24 13 13,73 12 13,17 16 17,28 54 8 8,23 8 8,00 10 11,41
25 12 11,71 10 11,32 14 15,07 55 6,5 593 7 5,77 8 8,70
26 11 9,67 10 941 12 12,78 56 0 4,10 6,5 3,99 6,7 6,41
27 10 7,74 8 7,58 10,5 10,54 57 0 2,73 0 2,65 0 4,56
28 8 6,00 7 591 8 8,46 58 0 1,75 0 1,69 0 3,14
29 11 13,67 11,5 13,22 12 17,12 59 0 1,08 0 1,03 0 2,09

30 10 10,75 11 10,44 12 14,06




294 D. Atsamnia et al. / LWT - Food Science and Technology 82 (2017) 287—295

; . ; 350000 I :
4000001 B2 Concentration (ug/ml) ] 223 concentration (pg/ml)
By Tgmperature ("C) 500000 ESSS Temperature (°C)
Time (h) | B Time (h)
300000 250000 7
o - 200000 - [
= 200000 = €
‘@ = 150000 ||
c @ i
1] ik}
® @ 100000 -{[¢
T 100000 Ei J
e S 50000+
0 s
-50000
-100000 s 2 i 1
Equidistant points in the input space Equidistant points in the input space
a b

223 Concentration (ug/ml)

700000 -
ESSS] Temperature (°C)

Local sensitivity

c
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5 \\\- ,\\\ 183 tion regarding the interaction of various model parameters. A co-
1 \\\-\\ \\\\: F. Q\g efficient of higher global sensitivity corresponds to the highest
0 - T - T T ] influence on the output variables (Benkovic¢ et al., 2015). Fig. 5

I 1
Concentration (ug/mi) Temperature ("C) Time (h) shows that the concentration of garlic extract was the most influ-

Fig. 5. Global Sensitivity analysis for: dinp E. Coli (mm), dinn S. Aureus (mm), and for dinp ential parameter (sensitive) af,feCtmg the inhibition diameter zope,
B. Subtilus (mm). Samples: Train, Test and Validation. followed by temperature. It is also found that the conservation
duration (Time) is relatively the least sensitive parameter. These
results indicate that the antibacterial activity of garlic extract on the
same time. However, in the local sensitivity approach, a single three bacterial strains E. coli, S. aureus, B. subtilis, is mainly
factor is disrupted while all other factors are fixed to evaluate the controlled by the concentration and temperature of garlic extract.
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5. Conclusion

The application of artificial neural network enabled the pre-
diction of antibacterial activity of garlic extract in three different
strains of bacteria. For this purpose, one model with three different
outputs was designed. This study consists of 450 samples of extract,
modeled for their antibacterial activity based on the artificial neural
network (Multilayer Perceptron: MLP-ANN). All the internal and
external validation methods indicate that the results of the con-
structed neural model were robust and satisfactory as shown by the
values of R%, Q% and RMSE respectively. A neuronal mathematical
equation predicted the inhibition diameters for a series of 59
samples, which were not included in the training set. A good cor-
relation was observed between the values predicted by the equa-
tion and those obtained experimentally. Furthermore, the
sensitivity results reveal a dependence upon the different input
parameters, and the most influential on power output are the garlic
extract concentration and temperature. Moreover, the model
developed could be used to predict the inhibition diameter of garlic
extract using three bacterial strains. These results offer new per-
spectives, particularly in the field of microbiology, since they could
be applied to other concentrations, temperatures, and time values,
without resorting to experiments.
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Résumé :
Les vertus thérapeutiques de 1’ail sont nombreuses et ancestrales. Avec le développement des techniques
d’investigation physico-chimiques, biologiques et microbiologiques, le secret de ces vertus a commencé a étre
percé. C’est dans ce cadre de recherches que se situe 1’objectif de notre travail.
A cet effet, aprés optimisation des meilleurs solvants d’extraction, notre intérét s’est porté sur les composés
soufrés et phénoliques de 1’ail, les constituants majeurs de I’extrait et les plus doués d’effets thérapeutiques. Une
fois I’étude de la stabilité thermique des composés bioactifs de 1’ail, I’allicine, les polyphénoals et les flavonoides
finalisée, notre intérét s’est porté sur I’activité antioxydante déterminées par les trois méthodes de dosages
antioxydants DPPH, ABTS et RP.
On a entamé par la suite successivement I’étude des propriétés hépatoprotectrice, hypoglycémiante
et antibactérienne. Les résultats auxquels on a abouti sont encourageants a plus d’un titre et notamment celui
relatif aux études des corrélations entre ces effets thérapeutiques et I’activité antioxydante des composés de 1’ail.
A la fin de ce travail nous avons établi un modéle neuronal qui pourrait étre appliqué a la détermination de la
C.M.1 sans recourir a des expériences. Ce travail, au regard des résultats obtenus, nous offre des perspectives de
recherche nombreuses et intéressantes.

Mots clés : I’extrait d’ail, polyphénols, Flavonoides, antioxydants, hepatoprotectrice, hypoglycémiant,
antibactérienne
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Abstract:
The therapeutic virtues of the garlic are numerous and ancestral. With the development of the physico-chemical,
biological and microbiological investigation techniques, the secret of these virtues began to be pierced. Within
this framework of research that is situated the objective of our work.
For this purpose, after optimization of the best solvents of extraction, our interest concerned the sulfur and
phenolic compounds of the garlic, the major constituents of the extract and the most endowed of the therapeutic
effects. Once the study of the thermal stability of the bioactive compounds of the garlic, allicin, finalized
polyphenols and flavonoids, our interest focused on the antioxidant activity described by three methods of
antioxidant dosages namely: DPPH, ABTS and RP.
Afterward, we began successively the study of the hepatoprotective, the hypoglycemic and the antibacterial
properties. The obtained results are promising in particular that relating to the studies of the correlations between
the therapeutic effects and the antioxidant activity of the garlic compounds.
At the end of this work, we established a neuronal model that could be applied to the determination of the C.M.I
without resorting to experiments. This work, with regard to the obtained results, offers us numerous and
interesting perspectives research.

Key words: garlic extract, Polyphenols, Flavonoids, Antioxidants, Hepatoprotective, Hypoglycemic,
Antibacterial
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