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INTRODUCTION



Introduction

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est fortement impliqué dans I’initiation du stress
oxydant caractérisé par un déséquilibre entre la production d’espéces oxygénées réactives
(EOR) et la capacité du corps a les neutraliser (Boyd et al., 2003). Les EOR regroupant les
radicaux libres comme I’ion super oxyde, I’ion hydroxyle, le peroxyde d’hydrogéne, et
produites normalement dans les cellules durant le métabolisme, sont des molécules hautement
réactives, toxiques et responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants

cellulaires de I’organisme (Govindarajan et al., 2005 ; Codofier-Franch et al., 2011).

En raison de I'implication des radicaux libres dans I’étiologie de diverses pathologies
notamment le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, les rhumatismes, le
vieillissement (Thayyil et al., 2016), des études sur les antioxydants dont I’objectif est de
pallier un déficit du systéme de protection naturelle anti radicalaire s’averent nécessaires
(Novelli, 1997; Halliwell, 2006; Halliwell, 2007; Ferguson, 2010; Codofier-Franch et al.,
2011; Rashid et al., 2013).

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan. L'efficacité des
médicaments tels que les antioxydants, les polyphénols et surtout les flavonoides a été
démontrée. Ce sont des antioxydants puissants susceptibles d'inhiber la formation des
radicaux libres et de s'opposer a I'oxydation des macromolécules (Van acker et al., 1995 ;
Iserin, 2001).

En effet, des ressources végétales riches en composés poly phénoliques, flavonoides,
protéines, béta-caroténe, calcium, potassium, vitamines peuvent étre utilisées pour la

prévention de nombreuses pathologies (Gilgin, 2012).

Selon I’organisation mondiale de la santé (O.M.S); la médecine traditionnelle se définit
comme I’ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non pour
diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant exclusivement sur
I’expérience vécue et I’observation, transmises de génération en géneration (oralement ou par
écrit) (Adjanohoun et al., 2001).

Par ailleurs, selon I’OMS, pres de 6377 espéeces de plantes sont utilisées en Afrique, dont plus
de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la médecine traditionnelle. En
2004, pres de 75% de la population africaine a eu recours aux plantes qui I’entourent pour se

soigner et n’a pas accés aux médicaments dits modernes (Pousset, 1989).
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Sachant qu’une plante peut contenir plusieurs milliers de substances différentes, on peut se
rendre compte de la richesse naturelle du régne vegétal (Diallo, 2005).

Dans le contexte socio-économique des pays en voie de développement, I’étude des plantes
peut aboutir a I’obtention de réponses thérapeutiques adéquates et de faible prix, joignant a
une efficacité scientifique prouvée et une acceptabilité culturelle optimale. La valorisation
scientifique de la médecine traditionnelle doit conduire notamment a la mise au point de
médicaments a base de plantes. Aujourd’hui il a été estimé que les principes actifs provenant
des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120 composés
d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes (Potterat et Hostettmann, 1995).

L’Algérie, par son aire géographique et sa diversité climatique est riche en flore naturelle, la
gamme des plantes médicinales aromatiques fait partie du grand patrimoine végétal de ce
pays, dont La valorisation de cette flore demeure un sujet de grande importance pour notre
pays (Kerkadi et Sadouk, 2012).

Parmi ces plantes de nombreuses Lamiacées méditerranéennes sont utilisées pour les

propriétés de leurs extraits (Lazarin et Couplan,2010).

C’est dans cette optique dans le cadre de la valorisation de cette espéce médicinale que nous
sommes intéressées a I’étude de I’effet des extraites éthanolique et méthanolique de Thymus
ciliatus pour voir la capacité de la plante étudiée mais cette fois nous avons testé I’effet

antioxydant I’extrait éthanolique et méthanolique (fleurs et feuilles) de ces plantes.
Ce travail comporte donc les étapes suivantes :

1. La premiére comprend une syntheése bibliographique composée de deux chapitres :
Un premier sur les plantes médicinales, le thym et les extraits.

Un second sur les radicaux libres, le stress oxydant et les antioxydants.

2. La deuxiéme partie est dédiée a I’expérimentation et elle comprend :

Un chapitre matériels et méthodes ou nous avons présenté I’extraction de deux extraits
éthanolique et méthanolique a partir de fleurs et des feuilles de la plante étudiée, I’évaluation

du pouvoir antioxydant des extraits de cette derniére et un chapitre résultats et discussion.

En pour finir une conclusion sur les principaux résultats obtenus et les perspectives

présentées pour pouvoir compléter voir améliorer cette étude.



PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre 1 : Les plantes médicinales, le thym et les extraits
1. Les plantes médicinales

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I'humanité ; Il ya environ 500 000
plantes sur terre dont 10 000 d’entre elles, environ, possédent des propriétés médicinales
(Iserin, 2001).

Selon la réglementation francaise et d’apreés la circulaire n°346 du 2 juillet 1979 du code de
la santé publique : Un plante médicinale est " une plante présentant des propriétés
médicamenteuses, sans avoir ni ne pouvant avoir aucune utilisation alimentaire,
condimentaire et hygiénique ; pour les plantes présentant des propriétés autres que des
proprietés médicamenteuses, elles sont considérées comme des plantes aromatiques

condimentaires (Veuillot, 2001).
1.1  Metabolisme secondaire

Depuis toujours les plantes ont constitué une source majeure de médicaments grace a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire : Parmi les milliers de molécules
produites par ce métabolisme, I’hnomme sélectionne celles qui lui permettent de se défendre
contre les agressions d’autres organismes vivants pathogenes et de corriger ses troubles

métaboliques (Fouché et al., 2000).

La vie sur terre dépend du monde végétal. C’est par la transformation énergétique qui se
réalise dans les grains (chloroplastes) des cellules chlorophylliennes des plantes vertes opérant
comme de véritables laboratoires biochimiques qu’est apparu I’oxygeéne, et donc la vie sur
terre, placant I’humanité sous la dépendance du monde végetal. En effet, la chlorophylle,
pigment vert des plantes, aide a capter I’énergie solaire. Cette réaction appelée photosyntheése,
produit des substances complexes et nutritives (amidon, protéines, voir graisses) a partir de
corps trés simples et incombustibles (eau, gaz carbonique de I’air, nitrates). A partir du
glucose produit dans les feuilles, la plante peut synthétiser d’autres molécules appelées
métabolites secondaires et notamment, parmi les 10 000 recensées a ce jour, des lipides
(graisses) des huiles essentielles, des glucosides, des tanins, des vitamines, et d’autres
composants actifs comme les alcaloides, les terpénes, les saponines...etc. Certains de ces
molécules ont été synthétisés comme un élément de défense de la plante, pour I’aider a lutter

contre certaines bactéries et champignons (Lucienne, 2010).

On peut classer les métabolites secondaires en différents groupes:
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. les composés phénoliques: avec un groupe hydroxyle sur un cycle aromatique. lls
interviennent dans les interactions plante-plante (allélopathie, inhibition de la ger-mination et
de la croissance). On a, par exemple, la lignine, les flavonoides, les phé-nylpropanoides et les

anthocyanes.

. les composés azotés: lls comprennent les alcaloides et les glycosides (qui lar-guent de
I'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées). Ils sont synthétisés a partir d'acides

aminés. On a, par exemple, la nicotine, I'atropine, la codéine et la lupi-nine.
- les terpénes
-les poly-isoprénes
Les composés aromatiques peuvent étre classés en fonction de la longueur de la chaine
aliphatique liée au noyau benzénique. On distinguera :
_ Les dérivés en C6C1 et C6C2.
_ Les dérivés en C6C3 (phénylpropanoides).
_ Les dérivés en C6 —C1 (ou C2, C3) — C6 ou dérivés « mixte ».

Les tanins, composés provenant de la polymeérisation de dérives aromatiques et les quinones
(Guignard et al., 1985).

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne végétal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (C5 H8) reconnue par Wallach dés 1887 (Lamarti et al.,
1994).

1.2. Recolte et conservation des plantes

Les propriéetés pharmacologiques des plantes médicinales dépendent essentiellement de la
région de production, de la période de récolte, des techniques de cueillette et des modalités de
conservation (Tableau 01). La connaissance de ces conditions doit toujours étre présenté a
I’esprit afin de garantir la qualité des produits et de protéger leur source de production. Par
contre la négligence de ces données a contribue, pour beaucoup a faire tomber les plantes a

plusieurs reprises, dans le discrédit (Valnet, 2001).



Tableau 01 : Récolte, séchage et conservation des plantes (Valnet, 2001).

Partie de la plante Cueillette Séchage Conservatio
n

Racines A I’air sec

Racines charnues A I’étuve

Racines Au four

mucilagineuses

Racines vivaces Au printemps

Racines des plantes En automne

annuelles et

bisannuelles

Ecorce des plantes Quand il a acquis une certaine

annuelles et épaisseur et se sépare facilement

bisannuelles du corps

Ecorce d’arbre En hiver Au soleil ou a A 'abri de
ot I’étuve , it

Ecorce d’arbrisseau | En automne I’humidite

Ecorce de résineux

En printemps

Bois

Fleurs Au début de leur A lI’ombre et a
épanouissement atmospheére
Les fleurs de rose se cueillent en seche
boutons

Feuilles Avant la floraison

Semences Quand la plante se desséche

Tiges En méme temps que les feuilles | Au soleil ou

dans une serre
Feuilles épaisses a 30-35°C

Bourgeons

Au début du printemps

Fruits

Un peu avant complete maturité




2. Généralités sur le thym
1-1.origine et représentation géographique du thym

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).

Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.

Le nom Thymus dérive du mot grec « thymos » qui signifie parfumer a cause de I’odeur

agréable que la plante dégage (Pariente, 2001).

Le thym est distribué dans le vieux contient et dans la région macaronisienne (les Canaries,
Madére et les Acores) passant par les régions arides de I’ Asie occidentale jusqu’a
I’Himalaya. Il est abondant dans les régions semi arides et dans le nord, il pousse en Sibérie

et en Europe nordique (Sthal-Biskup, 2002).

Le genre thymus est inclus dans les continents Euro-Asiatiques, la partie nord-ouest de
I’Afrique (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye) ainsi que dans les montagnes d’Ethiopie, les
montagnes d’Arabie du Sud ouest et dans la péninsule de Sinai (Morales, 1986).

Le thymus a une odeur forte, aromatique tres agréable, une saveur amére et chaude avec des

variations en fonction de la race chimique. Il préfere les sols calcaires (Garnier et al, 1961).

Le Thymus ciliatus est une plante médicinale et aromatique connue Depuis I’oligocéne qui
contient une vaste famille d’angiospermes regroupent surtout des plantes herbacées et sous
arbustives. Elle se présente en touffes compactes aux tiges ligneuses trés ramifiées et dressées.
Nous retrouvons cette espece végétale autour du bassin méditerranéen et dans le nord de

I’ Algerie. Elle est rencontrée fréquemment dans les pelouses, les rocailles et dans toutes les

régions montagneuses (Quezel et Santa, 1963).

Le Thymus ciliatus est présent autour du bassin méditeranéen. 1l est fréquent dans le nord
algérien dans la wilaya de Tlemcen et est rencontre de facon anarchique de part et d’autre des
routes, dans les broussailles et pelouses et dans les montagnes. Il est commun dans les

montagnes d’Algérie et signale que le thym est lié a Quercus ulex (Alcaraz, 1991).
1-2.description botanique

Les thyms (thymus) sont des plantes basses sous ligneuses, pouvant atteindre 40 cm de
hauteur. lls possedent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncée, et
qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent

I’H.E majoritairement composée de monotérpénes. Les calices et les jeunes tiges sont aussi
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couvertes de ces structures qui liberent I’essence par simple contact, bien qu’en plus faible
densité sur les tiges ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur

couleur varie du blanc au violet en passant par le rose (Soto-Mendivil et al ; 2006).

0 Appareil végétatif

a) Racine : Systéme radiculaire pivotant étalé. La multiplication se fait par rhizome.

b) Tige : Trés ramifiée et ligneuse en sa partie inférieure.

C) Feuilles : Thymus ciliatus présente de nombreuses petites feuilles florales peu dilatées
et opposeées, sans stipules courtement pétiolées, oblongues, glabres, mais généralement ciliées

a la base, un peu enroulées sur les bords colorées par un vert (Quezel et Santa, 1963).
0 Appareil reproducteur

a) fleur : Tres grande, rouge ou violacée, dépassent 1 cm de long (Quezel et Santa, 1963).

. Corolle : nettement bilabiée.

. Androcée : a quatre étamines didyname.

. Gynécée : a deux carpelles soudes avec fausse cloison et style bifide gynobasique.
. Ovale : anatrope.

b)-Fruit : C’est un tétrakene lisse, reste longtemps au calice desséché (Guy Deysson, 1967).
c)-Graine : Exalbuminée
1-3.Systématique et classification de Thymus ciliatus

L identification du genre Thymus est assez difficile cela revient a la variabilité de I’espece et
ses hybrides (Quezel et Santa, 1963).

Le tableau 2 nous donne une idée sur la systématique de thymus ciliatus ssp Eu —ciliatus.



Tableau 2 : Systématique de I’espéce Thymus ciliatus ssp Eu- ciliatus.

UNITES TAXONOMIQUE

CLASSIFICATION

Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Série Gamopétales hypogynes
Sous-série Division bicapitalées
Ordre Tubi florales
Sous-ordre Lamialles
Famille Lamiacées ou Labiées
Tribu Saturiés
Genre Thymus
Espece Ciliatus
Genre-espece Thymus_ciliatus

ssp Eu -ciliatus

A coté de Thymus ciliatus, Quezel et Santa (1963) citent onze autres espéces existant en
Algérie et appartenant au genre Thymus.

T.capitatus T.fontanesii
T.pallidus T.guyonii
T.dreatensis T.gladulosus
T.hirtus T.algeriensis
T.commutatus T.lanceolatus
T.numidicus

Le tableau 3 cite les différentes appellations de Thymus.

Tableau 3 : Les différentes appellations de Thymus.

Nom vulgaire Thym/Djertil
Nom arabe Zaater

Nom anglais Headed Thyme
Nom berbere Azoukni

I-1 Définition de I’extraction

L'extraction se définit comme une opération de séparation d'un ou plusieurs constituants

solide ou liquide contenus dans un corps solide par solubilisation dans un fluide. Ce fluide,



appelé généralement solvant, peut étre un liquide ou un gaz (vapeur d'eau ou fluides

supercritiques) (El kalamouni, 2010).
I-2 Les méthodes d’extraction des plantes médicinales
I-2-1 La macération

La macération est préparée en placant la matiére végétale avec la totalité du solvant
d’extraction dans un récipient fermé, et en laissant reposer quelques jours, en le secouant de
temps a autre. Le contenu est alors filtré avant de presser le marc. Les extraits liquides ainsi
obtenus sont mélangés. La préparation est clarifiée par précipitation ou filtration. Dans la
méthode traditionnelle, la précipitation suivie de décantation est plus courante (Sofowora,
2010).

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de I’alcool, du vin, du vinaigre. Pour I’eau,
les plantes sont versées dans le liquide froid ou tiede pendant quelques heures (généralement
10 a 12 heures), les macérations a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine d’heures par

risque d’oxydation et de fermentation du liquide.

Pour les autres solvants par exemple I’alcool, le vin, le vinaigre, I’huile, cette

maceération peut se prolonger plusieurs jours sans inconvénient (Pierre et Lys, 2007).

I1-2-2 L’infusion

L’infusion consiste a verser les plantes dans de I’eau bouillante, un temps plus ou moins
long (de trois & dix minutes).Généralement on réserve cette méthode aux fleurs fragiles, aux

plantes fortement aromatiques et aux graines mucilagineuses (Pierre et Lys, 2007).

I-2-3 Digestion

Cette méthode consiste @ maintenir une plante dans un liquide & une température bien
déterminée pendant un temps plus ou moins long, sans le faire bouillir. On peut le faire au
bain-marie ou au soleil. Cette derniere méthode était appelée autrefois, I’insolation (Pierre et
Lys, 2007).
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1-2-4 La décoction

La décoction consiste a faire bouillir les plantes ; habituellement cette méthode
s’applique aux écorces, racines, tiges, fruits. En général, le temps d’ébullition est de 10 a 30
min (Létard et al., 2015).

I-2-5 La lixiviation ou percolation

Le principe de cette méthode d’extraction consiste, dans un premier temps, & imbiber
I’alcool éthylique (macération) la drogue séche réduite en poudre, puis, dans un deuxieme
temps, a laisser I’alcool s’écouler a travers cette poudre (lixiviation). Le titre de I’alcool
utilisé est choisi en fonction de la nature des principes actifs a extraire et de I’organe de plante

consideré (il varie en général de 70 & 90%). (Chaumont et Millet-Clerc, 2011).
I-2-6 L'extraction continue a chaud (Soxhlet)

Dans cette méthode, la substance brute moulu est placé dans un sac poreux composées
d'un papier filtre, qui est placé dans la chambre de I'appareil de Soxhlet (Handa et al., 2008).

Les appareils pour I'extraction Soxhlet est composé d'un réservoir de solvant d'extraction,
de corps, d'une bouilloire et d'une source de chaleur refroidi par eau a reflux. L'extraction
Soxhlet utilise toute une gamme de solvants organiques pour éliminer les matiéres organiques

principalement des matrices solides (Handa et al., 2008).

Figure 1: appareil de Soxhlet (Handa et al., 2008)
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I-2-7 L'extraction par fluide supercritique

Selon Martinez (2007) Le processus d'extraction par fluide supercritique se compose de
deux étapes : extraction des composants solubles dans un solvant supercritique et séparation
de l'extrait des solutés de solvants. L'extraction peut étre appliquée a un solide, liquide, ou
matrice visqueuse. Basée sur l'objectif de I’extraction, deux scénarios différents peuvent étre

considérés :

1- Séparation de I'opérateur. Dans ce cas, la matiere de l'alimentation constitue le produit

final apres les molécules indésirables sont supprimés.

2- Séparation de matériel d’extraction. Le composé extrait de la matiere de I'alimentation

constitue le produit final. Par exemple, HE ou l'extraction des antioxydants.
I-3 Les extraits

Les plantes médicinales fournissent les matiéres premiéres pour l'industrie
pharmaceutique. En effet, environ 25% des médicaments d'ordonnance délivrés aux Etats-
Unis contiennent au moins un ingrédient actif dérivé de matiére végétale (Ahmad et al.,
2012).

Les extraits sont des substances de consistance fluide, semi-solide, ou solide, résultant de
I’évaporation soit d’un suc de plante, soit d’une solution extractive obtenue en traitant les

matieres premiéres végétales par un solvant approprié.

Le supplément 1976 du Codex précise : <« Chaque extrait est défini par son mode
préparation, la nature du solvant d’extraction, I’identification de certains composants, la
teneur éventuelle en principes actifs, la perte a la dessication ou le résidu sec.>> (Duraffourd et
Lapraz, 2002).

[-3-1 Les terpénes

Dans les plantes, les terpénes sont biosynthétises a la suite du couplage d’au moins deux
entités moléculaires a cing atomes de carbone. La structure de ces entités ressemble a celle du
2-méthylbuta-1,3-diene (isoprene), de sorte qu’elles sont appelés des entités isoprene. Selon le
nombre d’entités isopréne qui sont incorporées dans leur structure, les terpénes sont

subdivisés en monoterpenes (C10), sesquiterpen es (C15) et diterpénes (C20) (Schore, 2004).
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Figure 2 : Un isoprene (Schore, 2004).
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I-3-2 Les stéroides :

Les steroides sont des triterpenes tétracycliques. Ils sont synthétisés a partir triterpene
acyclique, le squalene bien qu’ils soient généralement modifiés et qu’ils possédent moins de
30 atomes de carbone. Les stéroides qui possédent un groupement alcool, ce qui est le cas

chez pratiqguement toutes les plantes, sont appelés stérols (Hopkins, 2003).

Figure 3 : Squaléne (précurseur de stéroide) (Hopkins, 2003).
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1-3-3 Les huiles essentielles
1-3-3-1 Définition d’une huile essentielle

Une huile essentielle est un mélange de substances odorantes, liquides en général,
assez volatiles et trés peu solubles dans I’eau (Miguel, 2010).

I-3-3-2 La composition des huiles essentielles

Pour une méme espéce, la composition varie en fonction du climat, de I’origine
géographique, du mode de culture, de la saison, de la récolte, de la partie de la plante utilisée,
du matériel et des techniques employées pour la préparation (Duraffourd et Lapraz, 2002).
Les principaux constituants des huiles essentielles sont des hydrocarbures ou terpénes
(aliphatiques, alicycliques, aromatiques) substances grasses, intimement associées aux
fonctions biologiques des organismes vivants, et plusieurs corps oxygénés aux propriétes
chimiques diverses (alcools, aldéhydes cétones, phénols, esters, acides organiques,
coumarines, etc...) (Bardeau, 2009).
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I-3-3-3 Propriétés médicinales des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés médicinales, susceptibles de
répondre atous les besoins des étres humains. Elles sont antiseptiques, antibactériennes, anti-

infectieuses et cicatrisantes, méme si chacune possede ses propres vertus.

Elles peuvent souvent remplacer les antibiotiques, et sont extrémement efficaces pour
combattre certaines infections pulmonaires, intestinales, cutanées ou urinaires. Les huiles
essentielles ont une double action : elles combattent les germes pathogénes sans détruire les
tissus sains ; elles assainissent et modifient si nécessaire le «terrain>> de I’individu traité
(Buronzo, 2008).

I-3-4 Les composés phénoliques
I-3-4-1 Définition

Les polyphénols (environ de 8000 composés connus) représentent un groupe de
métabolites secondaires complexe, exclusivement synthétisés dans le regne végétal (Collin et
Crouzet, 2011).

Les polyphénols représentent un ensemble de plusieurs milliers de dérivés que I’on
retrouve en quantités assez importantes dans les plantes supérieures ou elles exerceraient un
r6le de défense contre le rayonnement ultra-violet et les agressions par des pathogeénes,
notamment en vertu des propriétés antioxydantes (Roberfroid, 2008).

I-3-4-2 Classification des composés phénoliques

Selon Macheix et al., (2005), les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de
nombreuses classes (voir le tab.) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de
base (allant d’un simple C6 a des formes tres polymérisées), ensuite par le degré de
modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides, lipides,

protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composes phenoliques...).
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Tableau 04 : Les principales classes de composés phénoliques (Harborne, 2013).

Squelette Classe Exemple Origine (exemple)
carboné
Cs Phénols simples Catéchol
Cs-Cy1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Cs-Cs Acides Acides caféique, | Pomme de terre,
hydroxycinnamiques ferulique pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
Cs-Cy Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-C2-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Cs-C5-Cs Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine Ftruits, Iégumes, fleurs
e Anthocyanes
e Flavanols Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, fruits rouges
e Flavanones o .
Isoflavonoides Catéchine, épicatéchine | Pomme, raison
Naringénine Citrus
Daidzéine Soja, pois
(Ce-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Cs3)n Lignines Bois, noyau des fruits
(Cys)n Tannins Raisin rouge, kaki

I-3-4-2-1 Acides hydroxybenzoigues

Les acides hydroxybenzoiques (p-hydroxybenzoigue, protocatéchique, vanillique,

gallique, syringique, salicyclique, gentisique...) sont derivés de I’acide benzoique et ont une

formule de base de type C6-C1. lls ont particulierement bien représentés chez les
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Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés apres hydrolyse alcaline du
mateeiel végétal, en particulier de la lignine et de certaines tannins (Macheix et al., 2005).

I-3-4-2-2 Acides hydrocinnamiques

Les acides hydrocinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Ils sont obtenues par la
réduction de I'acide cinnamique avec diimide (HN=NH) (Macheix et al., 2005).

1-3-4-2-3 Flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés du phénylpropane avec une composition de base
C6-C3-C6. Le squelette originel du groupe est une flavone, dans laquelle la liaison C3 a
formé un noyau hétérocyclique pyranne. Dans la flavone le noyau hétérocyclique est
totalement réduit. 11 existe environ douze groupes connus de flavonoides qui ne différent les
uns des autres que par I’état d’oxydation de ce noyau hétérocyclique. Les caractéres qui
permettent d’identifier les trois principaux groupes de flavonoides, les flavones, les flavonols
et les anthocyanidines sont décrits dans la fig. 4. De plus tous les flavonoides possedent un
groupement hydroxyle en 5 et 7 ou dans certains cas une substitution d’un groupement

méthoxy sur le noyau A (Hopkins, 2003).
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Figure 4 : La structure des flavonoides (Hopkins, 2003).

1-3-4-2-4 Les tannins

Les tannins sont des polyphénols & haut poids moléculaires (de 500 a 20000
daltons), on les trouve chez les plantes vasculaires (Sauvion et al., 2013). Ils sont divisés en
deux groupes :

- Les tannins condensés ou catéchiques, dans lesquels les noyaux phénoliques sont liés
dans les molécules, par les valences du carbone et non plus par I’intermédiaire des atomes
d’oxygene (Clifford, 2000).

- Les tannins hydrolysables (TH) sont des esters d’acides phénoliques (acide gallique ou
ellagique) associés a un polyol (habituellement le glucose) (Clifford, 2000). Ils sont divisés en
ellagitannins et gallotannins (Vivas de Gaulejac, 2001).

1-3-4-2-5 Les lignines

Les lignines sont naturellement présentes dans les plantes supérieures. Le terme de
lignine désigne habituellement des composés dont le squelette résulte de I’établissement d’une
liaison entre les carbones B des chaines latérales de deux unités dérivées du I-phénylpropane
(liaison 8-8”). On dit aussi que ce sont des diméres d’alcools ou d’acides cinnamiques
(Bruneton, 2009).
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1-3-4-2-6 Les stilbénes

La structure chimique de base des stilbénes est composée se deux cycles
aromatiques joints par un pont méthyléne. Les deux formes isomeres des stilbenes (cis et
trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes. Des inter-conversions trans/cis
sont observées en de chaleur ou de rayonnements UV (Hart, 1981).

= > i
R1 S
= R3
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R2
5
- 7 N\
R -R3
N\ 4 Z_}
R2 R4

Figure 5 : Structure de base des stilbénes (trans ou cis) (Collin et Crouzet, 2011).

1-3-4-2-7 Les coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines ont une structure de base
(C6-C3) dérivant des acides ortho-hydrocinnamiques, Elles sont produites en grandes quantité
en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de défense de
type phytoalexique (Vivas de Gaulejac, 2001).

1-3-4-3 Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols peuvent réagir avec les espéces réactives de I’oxygene (anion
superoxyde O2-, radical hydroxyle OH) pour produire des radicaux phénoxy stables. Ils
peuvent aussi agir comme des antioxydants grace a leur capacité a complexer les ions
métalliques (Buggey, 2001). Parmi les polyphénols existants Les flavan-3-ols sont réputés
d’étre des antioxydants tres puissants (Wang et al., 2000).

Les flavonols et les flavanoides sont a I’origine d’un effet cardioprotecteur via leurs
antioxydants (protection contre I’oxydation des LDLS), I’inhibition de I’activité plaquettaire et
leurs propriétés vasodilatatrices (Prior & Cao, 1999; Santos-Buelga et Scalbert, 2000).
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Les flavonoides pourraient réduire le risque de cancer, bien que certaines activités
procarcinogénes aient également été signalées (Prior & Cao, 1999; Santos-Buelga et Scalbert,
2000).

D’un autre point de vue les stilbénes sont connus depuis longtemps pour leurs
propriétés anti-fongiques. Le trans-resvératrol, par exemple, inhibe la germination de
solutions de conidies de Botrytis cinerea a des concentration entre 60 (25% d’inhibition) et
160 mg/L (100% d’inhibition) (Jeandet et al., 2002).

1-3-4-4 Extraction

L'extraction est la premiére étape de l'isolement des composés phénoliques, il est donc
trés important de choisir une procedure d'extraction efficace et les conditions qui permettront
d'optimiser le rendement d'extraction et de maintenir la stabilité des composés phénoliques.
La méthode la plus commune d'extraction des polyphénols des graines est celle des solvants
organiques polaires, qui détruisent les membranes des cellules et permet de dissoudre les
polyphénols. Les polyphénols libres et liées peuvent étre extraites en solution alcaline suivie

par une acidification, une déshydratation et une solubilisation (Krygier et al., 1982).
I-3-5 Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées et sont distribués
de facon spécifique en fonction du statut taxonomique des plantes. Ils sont surtout présents
chez les Angiospermes (plantes a fleurs) et rarement rencontrés chez les Gymnospermes (les
coniferes) et les cryptogames (les fougeéres) (Sauvion et al., 2013). Les alcaloides sont
généralement classés en fonction de la nature du cycle qui prédomine dans la molécule.
Cependant malgré leur structure extrémement variée, les alcaloides proviennent d’un petit
nombre de précurseurs simples (Hopkins, 2003). Les alcaloides ont d'importantes activités
biologiques, dont beaucoup ont des propriétés médicinales et sont utilisés dans le traitement

de maladies humaines (Sauvion et al., 2013).
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Chapitre 2. Les radicaux libres, le stress oxydant et les antioxydants
1. Les radicaux libres et le stress oxydant

L’oxygeéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet de
produire de I’énergie en oxydant de la matiere organique. Mais nos cellules convertissent une
partie de cet oxygéne en métabolites toxiques: les radicaux libres organiques (Lesgards,
2000). Un radical libre est une espéece, atome ou molécule, contenant un électron non apparié.
Ce désequilibre n’est que transitoire et il est combleé soit par I’acceptation d’un autre électron
soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espéces radicalaires trés
instables et tres réactives sont produites d’une maniére continue au sein de notre organisme,
dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques. Par exemple, lors de la respiration
cellulaire, I’oxygéne moléculaire se transforme en diverses substances oxygénées,
communément appelées radicaux libres de I’oxygéne ou especes réactives oxygénées (Figure)
(Reactive Oxygen Species:ROS) (Gutteridge, 1993).

Dans certaines situations, cette production augmente fortement, entrainant un stress oxydatif
que I’on définit comme un déséquilibre entre la production et la destruction de ces especes
(Gutteridge, 1993). Ce déséquilibre est a I’origine de nombreux facteurs, notamment les
polluants présents dans I’air que nous respirons et I’eau et les aliments que nous consommons.
Les rayons ultraviolets du soleil, d’autres radiations, la fumée de tabac et I’exercice excessif
sont également des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres
dans notre systeme (Favier, 2003). En raison de leur capacité a endommager les cellules, les
tissus et les organes, les espéces réactives de I’oxygene sont impliquées dans un grand nombre
de pathologies, tant aigués que chroniques (Gutteridge, 1993).
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Figure06 : Sites production de ROS dans la chaine de transport des électrons de la mitochondrie
(Balaban et al. 2005).
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2- Les radicaux libres dans les systemes biologiques

Parmi toutes les especes susceptibles de se produire dans les cellules, il convient de distinguer
un ensemble restreint de ces composés qui jouent un role particulier en physiologie et que
nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se
forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.
Les radicaux primaires dérivent de I’oxygéne par des réductions a un électron tel I’anion
superoxyde O2e et le radical hydroxyle OHe, ou de I’azote tel le monoxyde d’azote NQe.
D’autres espéces dérivées de I’oxygéne tel que I’oxygene singulet 1’02, le peroxyde
d’hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH) peuvent étre des précurseurs de radicaux
libres. L ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes

réactives de I’oxygene (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont principalement produits par des sources endogénes, telles que les
chaines de transport d’électron, les peroxysomes et le systeme de cytochrome P-450. Ces
radicaux sont responsables de I’altération de I’ADN, du vieillissement cellulaire qui est a la
base de certaines maladies comme I’athérosclérose, le cancer, maladie d’Alzheimer ou la

maladie de Parkinson (Favier, 2003).
3. Activités antioxydantes des plantes médicinales

Au cours derniere années, le monde des sciences biologiques et médicinales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant >, c’est-a-dire d’une situation ou la cellule ne
contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxique, situation qui conduit a un
trouble dans la cellule et par conséquent un nombre assez important de maladies humaines
(Favier, 2003).

Les activités antioxydantes ont été étudiées dans le domaine de la nutrition (mettre les
antioxydants sous la forme de suppléments ou d’additifs alimentaire). L’activité antioxydante
est souvent évaluée soit par les tests d’inhibition de la peroxydation des lipides (méthode in
vitro), soit par le piégeage des radicaux libres d’ABTS ou de DPPH (Re et al., 1999), soit par
la réduction des phospho-molybdates par les oxydants (Prieto et al., 1999).

3.1. Les Antioxydants

Le stress oxydative a été relié & plusieurs problemes de santé comme I’artériosclérose, le
cancer, la maladie d’ Alzheimer, maladie de Parkinson, le diabéte et I’asthme (Edris, 2007). La
balance cellulaire des radicaux libres est maintenue par différents antioxydants (Raut &
Karuppayil, 2014).
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Le pouvoir antioxydant des molécules peut étre évalué soit in vivo, sur des organismes
vivants, soit in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomene physiologique (Alam et
al., 2013).

Pour la stabilité des aliments, les antioxydants sont capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la

durée de conservation du produit (Bouhadjra, 2011)

En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble, efficace a faible dose, non toxique,
n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable a I’aliment, résistant aux processus
technologiques de fabrication et stable dans le produit fini durant la conservation (Bouhadjra,
2011).

«3.2. Définition d'antioxydant

C’est toute substance qui lorsqu'elle est présente en faible concentration comparée a celle du
substrat oxydable (capables de minimiser efficacement les rancissements), retarde la
peroxydation lipidique ou prévient de maniére significative I’oxydation de ce substrat par la
libération d’un ou plusieurs électrons. Lorsque les especes réactives de I’oxygéne sont
générées in vivo, de nombreux antioxydants interviennent (Prior et Cao, 1999 ; Moon
&Shibamoto, 2009). Dans la matrice alimentaire les antioxydants permettent le maintien de la
qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit (Miguel, 2010). En outre,
I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a faible dose, et
non toxique, n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable, résistant aux processus

technologiques et doit étre stable dans le produit fini (Poknory et al., 2001).
3.2 Réles et mode d’action des antioxydants

Selon Boubacar (2008), les antioxydants réagissent avec les radicaux libres et les rendent
ainsi inoffensifs. Si I’équilibre entre les radicaux libres et les antioxydants sont perturbes, les
radicaux libres peuvent alors causer des dommages a I’organisme. On parle de stress oxydant.

Les antioxydants ont divers modes d’action dont parmi :

» Empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant plus rapidement que celui-ci et en le

préservant ainsi de I’oxydation ;

* Arréter la réaction en chaine qui préside la multiplication des radicaux ligres ;

22



* le superoxyde dismutase (SOD) transforme I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne
qui sous I’action du catalase donne de I’oxygene (O2) et de I’eau (H20) ;

* le glutathion peroxydase (ghspx) est une enzyme qui détruit les peroxydes lipidiques. Il
réagit avec le radical d’acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide

gras et déclencher une réaction en chaine oxydante ;

» d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygene singlet pour la

transformer en chaleur par exemple : la béta caroténe et le lycopéne.
3.4. Mécanisme d’action des antioxydants

Pour évaluer I’activité antioxydante, in vitro, des aliments, extraits naturels et antioxydants
commerciales, différentes méthodes ont été développées (Alam et al., 2013). Ces méthodes
impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que des radicaux libres ou des complexes

métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants capables d’inhiber la

génération formation de radicaux libres.

L’ antioxydant peut agir sous différents mécanismes comme le piégeage des radicaux libres,
par la décomposition des radicaux libres et par la chélation des ions métalliques (Cam, et al.,
2009).

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci (bouhadjra, 2011). Ces antioxydants
peuvent agir selon trois mécanismes majeurs, par transfert d’atome d’hydrogene, par transfert
d’électron ou bien par inhibition d’enzymes d’oxydations (Miguel, 2010). En plus leurs
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et
par manque de positions appropriées pour étre attaqué par I’oxygéne moléculaire (bouhadjra,
2011).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygéne singulet pour la

transformer en chaleur (bouhadjra 2011).
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Ainsi, compte tenu des différents facteurs impliqués, tels que les propriétés physico-
chimiques des molécules, il est recommandé d’utiliser plusieurs tests pour confirmer une
activité antioxydante (Prior et al., 2005 ; Miguel, 2010 ; Alam et al., 2013).

3.5. Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systéemes de défense trés
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase, de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Selon cet auteur, ces enzymes

antioxydants permettent I’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions

suivantes :
superoxyde dismutase
20,-+2H = H,O0, + O,
catalase
2 H,0, = 2 H,0+ 0O,
glutathione peroxydase
H,O, + 2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de

la peroxydat ion lipidique (Dacosta, 2003) .

3.6. Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une
molécule d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette

molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systéemes (Figure 8)
(Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B - carotene, les flavonoides, les composés

phénoliques,...etc. (Kohen et Nyska, 2002)
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Figure 7 : les systéemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska, 2002).

3.7. Classification des antioxydants

Selon Hellal (2011), les antioxydants sont classés dans trois catégories différentes :
- Les antioxydants synthétiques.

- Les substances synergiques.

- Les antioxydants d’origine végétale.

3.8. Types d'antioxydants

Ils sont classés selon leur origine en antioxydants naturels ou synthétiques :

3.8.a Antioxydant synthétique

Au niveau de l'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxytoluene (BHT), la gallate propylée (PG) et le tetra-butylhydroquinone (TBHQ),
le butylhydroxyanisole (BHA), sont les plus utilisés pour cause de leurs efficacités et pour le
cout qui est moins chers que les antioxydants naturels. cependant, leur sécurité est tres
discutée car ils génerent un besoin de recherche comme matiéres de substitution d'aprés des

sources naturelles comme antioxydants de la nourriture (Lisu et al., 2003).
3.8.b Antioxydant naturel

Beaucoup des substances peuvent agir en tant qu'antioxydant in vivo. Elles incluent le
bétacaroténe, les flavonoides, l'albumine, I'acide urique, les cestrogenes, les polyamines,

I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc. Elles peuvent stabiliser les

25



membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les
acides gras libres (Svoboda et Ampson, 1999 ; Mohammedi, 2006).

3.9 Utilisation des antioxydants
Selon Bouhadjra (2011) et Hellal (2011) les antioxydants peuvent étre utilisés dans :
0 I'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

0 I'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie
pour protéger les métaux de I’oxydation.

0 I'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des colorants
de cuve lors de la teinture.
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MATERIELS ET METHODES
I1.1.2Méthodes de préparation des extraits du thym

Les feuilles et les fleurs de la lavande ont été utilisées dans la préparation des extraits
éthanoliques et méthanoliques par macération selon la méthode décrite par Haddouchi et al.
(2014).

10g des différentes parties étudiés (fleurs, feuilles et tiges) du thym ont été mis dans 100ml
de solvant (éthanol et méthanol). Apres avoir scellé le bécher avec de la parafilm pour éviter
I’évaporation du solvant, nous avons mis I’ensemble plante + solvant sous agitation pendant
24 heures Apres I’étape de I’agitation, nous avons filtré le solvant pour se débarrasser des
solides, puis un séchage de cet extrait s’est révélé nécessaire pour mesurer le rendement de
I’extrait obtenu. Une fois sec, la totalité de I’extrait a été transférer dans un tube a Eppendorf
ou 2ml du solvant utilisé en extraction ont a ajouté. Ensuite une série de dilutions (allant du %2
jusqu’a 1/1024 fois) a été réalisé pour chague solution mére (fleur-éthanol, feuilles-éthanol,

fleur-méthanol, feuilles-méthanol).

I1.2 Mesure du pouvoir antioxydant des extraits étudiés :

La tendance antioxydante des extraits étudiés a été estimée dans ces activité par une serie de
03 tests visant la détermination du piégeage du radical de I’acide 2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS.+) du piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH.), et du pouvoir chélateur des ions ferriques.

11.2.1 Piégeage du radical DPPH:

La méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la plus
simple & accomplir in vitro. Le DPPH est raisonnablement employé pour évaluer le balayage
de divers produits naturels et considéré comme un composé modele pour les radicaux libres

produits dans la peroxydation lipidique (Sanchez-Moreno et al., 1998).
0 Principe

A température ambiante, le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une intense
coloration violette qui disparait en présence d’une substance donneuse de protons (Figure 08).
Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par son aptitude a
piéger le radical libre et se traduit par une diminution de I’absorbance a la longueur d’onde de
517 nm (Moon & Shibamoto, 2009).
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Figure 08 : Réaction entre le radical DPPH et I’antioxydant pour former le DPPH stable
(Moon & Shibamoto, 2009).

N Procédure

La méthode utilisée pour I’évaluation du piégeage du radical DPPH par les extraits des
plantes étudiées est celle décrite par Dandlen et al. (2010).

Apres la préparation des dilutions des extraits dans des solvants différent (éthanol ou
méthanol),on prend 25uL de chaque qu’on met dans un tube a Eppendorf et on additionne
1000 pl de la solution de DPPH (& 60uM). Le mélange réactionnel est immeédiatement agite
avant d’étre place pendant 60 min a I’obscurité et a la température ambiante du laboratoire.
L’ absorbance du milieu réactionnel a été mesuré a 517 nm en utilisant un spectrophotometre
contre un control négatif (contenant de I'éthanol au lieu de I’extrait). Chaque test est répété
trois fois.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH a été calculé suivant la formule :
avec :

PI: pourcentage d’inhibition.

AO0 : absorbance du control (sans échantillon)

Al : absorbance de I’échantillon aprés 60 min

L’étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une faible

valeur d’IC50 correspondant & une grande efficacité de I’extrait.
11.2.2Piégeage du radical ABTS*+

0 Principe
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Dans la méthode ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline- 6-
sulfonique), I’activité antioxydant totale d’une molécule est soustraite de sa capacité a inhiber
le radical ABTS*+. L’obtention du radical cation ABTS*+ résulte du contact de I’ABTS avec
une enzyme de peroxydation qui est la peroxydase met myoglobine (Miller & Rice Evans,
1997) en présence de H202 ou d’un oxydant, le dioxyde de manganése (Miller & Rice Evans,
1997 ; Benavente-Garcia et al., 2000) ou le persulfate de potassium (figure 09) (Moon &
Shibamoto, 2009).

Cette formation se traduit par I’apparition d’une coloration verte bleue intense. En présence
d’un donneur d’hydrogéne (agent antioxydant), le passage du radical ABTS*+ a la forme non
radicalaire s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée a une longueur d’onde
de 734 nm (Lien et al, 1999 ; Re et al., 1999).
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Figure 09:Formation du radical ABTS*+ par un oxydant qui est le persulfate de potassium
(Moon & Shibamoto, 2009).

N Procédure

Suivant la méthode décrite par Aazza et al. (2011), le radical ABTS*+ est produit par réflexe
entre une solution aqueuse d’ABTS (7mM) et une solution de persulfate de potassium
(K2S208,2,45mM), utilise comme oxydant. Ce fusion est agite pendant 16 h & I’obscurité
puis dilue par I’éthanol jusqu'a arriver une absorbance de 0,700 a la longueur d’onde de734

nm.

30



Un volume de 1000ul de cette solution d’ ABTS*+est ensuite mélangé avec 10ul des dilutions
a différentes concentrations des divers extraits étudies. Aprés 6 min d’incubation a la
température ambiante, I’absorbance du mélange est mesurée a la longueur d’onde de734 nm
en utilisant un spectrophotometre contre un blanc (témoin négatif contenant la solution de
DPPH). Le calcul du pourcentage d’inhibition permet d’exprimer cette activité anti radicalaire
en 1C50 comme décrit précédemment pour le DPPH.

11.2.3 Pouvoir chélateur du fer

Le fer est un élément obligatoire pour le bon fonctionnement physiologique, mais I’exces de
cet élément peut causer des dommages a la cellule. En raison de sa forte réactivité, le fer est
connu pour son grand role pro-oxydant vis-a-vis de I’oxydation des lipides (Gulcin, 2012).

0 Principe

La chélation, qui signifie la transition des ions métalliques, est I’une des mécanismes de
I’action anti-oxydative géneré quel que soit dans une matrice alimentaire ou dans un
organisme. Cette transition stimule la peroxydation des lipides par la participation a
I’accélération de cette peroxydation, en I’hydro-peroxyde lipidique en d’autres composés
aptes a enlever I’hydrogéne et aussi par la perpétuation de la peroxydation des lipides
(Miguel, 2010).

Pour évaluer le pouvoir chélateur d’un extrait donne, le compose stabilisant le plus utilisé est
la férrozine (Gulcin, 2012). En effet, la férrozine (figure 10) forme avec le fer libre, présent
dans un milieu réactionnel, un complexe férrozine-Fe2+ de couleur violette intense. La
quantification de ce complexe par spectrophotométrie se fait a la longueur d’onde de562 nm
dans un milieu de concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélate et
donc sur la capacité des extraits a chélate cet élément. Le pouvoir chélateur le plus important
est celui de la coloration la plus claire de la solution contenant I’extrait testé (Zhao et al.,
2006).
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Figure 10:Structure chimique de la férrozine (Gulcin, 2012)
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N Procédure

Suivant le protocole décrit par Wang et al. (2004), un volume de 25ul des extraits a
différentes concentrations est ajouté a 25ul de Chlorure de fer (FeCl2, 4H20, 2 mM). Apres
une agitation vigoureuse de 30 sec et un repos de 5 min, 25ul de ferrozine (5 mM) sont
ajoutés, suivis de 1ImL de méthanol. Le mélange est laissé au repos pendant 10 min a
température ambiante et I’absorbance est mesurée a la longueur d’onde de 562 nm contre un
blanc (sans férrozine). Les résultats permettent de calculer le pourcentage d’inhibition et
d’exprimer cette activité en IC50 comme décrit précédemment pour le DPPH.
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Rendements

Tableau 05 : tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits.

Extrait Rendement (%)
extraits méthanoliques des Feuilles 4
extraits méthanoliques des Fleurs 2.92
extraits éthanoliques des Feuilles 3.12
extraits éthanoliques des Fleurs 2.62

Tableau 06 : 1C50 des extraits de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus du test de piégeage du
radical DPPH.

Extrait 1Cs0 (Mmg/ml)
extraits méthanoliques 0,0374
des Feuilles
extraits méthanoliques 0,0499
des Fleurs
extraits éthanoliques 0,0127
des Feuilles
extraits éthanoliques 0,0096
des Fleurs
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Figure 11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des extraits méthanoliques et éthanoliques des différentes parties (feuilles et

fleurs) de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus.
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Tableau 07 : Les IC50 des extraits de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus du test de piégeage du

radical ABTS.

Extrait 1Cs0 (Mmg/ml)
extraits méthanoliques 0,0389
des Feuilles
extraits méthanoliques 0,0172
des Fleurs
extraits éthanoliques des 0,0029
Feuilles
extraits éthanoliques des 0,0090
Fleurs
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Figure 12: Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS en fonction des différentes
concentrations des extraits méthanoliques et éthanoliques des différentes parties (feuilles et

fleurs) de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus.
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Tableau 08 : IC50 des extraits de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus du test de pouvoir

chélateur.

Extrait

1Cs0 (Mmg/ml)

extraits méthanoliques des
Feuilles

0,0171

extraits méthanoliques des
Fleurs

0,0306

extraits éthanoliques des
Feuilles

0,0158

extraits éthanoliques des
Fleurs

0,0539
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Figure 13: Pouvoir chélateur du fer en fonction des différentes concentrations des extraits

méthanoliques et éthanoliques des différentes parties (feuilles et fleurs) de Thymus ciliatus

ssp. eu-ciliatus.
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Discussion

Pour une utilisation rationnelle des ressources naturelles, la détermination du rendement
présente un avantage permettant de décider la quantité de drogue ciblée a prélever de la nature
(Ennadir et al., 2014).

Notre extraction a abouti a des rendements différents par rapport aux autres auteurs et cette
différence peut étre due a I’origine géographique de la plante, la méthode et les conditions
dans lesquelles I’extraction a été effectuée ainsi que la période de la récolte (Garnero, 1975 ;
Ghanmi et al., 2010 ; Kanoun et al., 2015).

L activité antioxydante peut étre due a différents mécanismes, dont parmi la prévention de
I’initiation de I’altération des chaines, la décomposition des peroxydes, I’abstraction

continuelle d’hydrogene, capacité réductrice (Bounatirou et al., 2007).

Le pouvoir antioxydant des molécules peut étre évalué soit de fagon in vivo, sur des
organismes vivants, soit in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomene
physiologique. Pour évaluer I’activité antioxydante, in vitro, des aliments, extraits naturels et
antioxydants commerciales, différentes méthodes ont été développées (Alam et al., 2013). Ces
méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que des radicaux libres ou des
complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants capables
d’inhiber la génération formation de radicaux libres. Ces antioxydants peuvent agir selon trois
mécanismes majeurs, par transfert d’atome d’hydrogene, par transfert d’électron ou bien par
inhibition d’enzymes d’oxydations (Miguel, 2010). Ainsi, compte tenu des différents facteurs
impliqueés, tels que les propriétés physico-chimiques des molécules, il est recommandé
d’utiliser plusieurs tests pour confirmer une activité antioxydante (Prior et al., 2005 ; Miguel,
2010 ; Alam et al., 2013). C’est pourquoi généralement choix s’articule sur plusieurs tests

chimiques.

En étudiant I’activité antioxydante par le test de DPPH plusieurs auteurs ont trouvé des

résultats soit meilleurs soit faibles par rapport aux résultats constaté dans notre synthése.

Dans une étude réalisé par Kholkhal et al., (2013), des extraits flavonoides de la partie
aérienne de Thymus ciliatus ssp. coloratus ont enregistré une efficacité qui s’est concrétisé par
une 1C50 de I’ordre de 0,85 mg/ml et malgré cette bonne efficacité mais les extraits de

Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus étudiées dans notre cas restent plus efficaces.

Dans une autre étude, Nickavar et Esbati, (2012) ont enregistré un effet antioxydant de trois

especes de thym : T. pubescens, T. kotschyanus et T. daenensis, avec des 1C50 respectives de
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I’ordre de 0,03147 mg/ml, 0,04722 mg/ml et 0,04868 mg/ml. Ces résultats montrent que notre
étude sur les extraits éthanoliques et a un degré moindre les extraits méthanoliques des deux
parties de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus possedent une bonne efficacité a piéger le radical
DPPH.

De leurs c6tés, Jabri-Karoui et al., (2012), ont obtenu une bonne activité antioxidante des
extraits des fleurs de Thymus capitatus avec un 1C50 de I’ordre de 0,012 mg/ml et qui
nettement efficace par rapport a I’extrait méthanolique de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus

mais similaire a celle de I’extrait éthanolique.

Dans une autre étude faite par Ozen et al. (2011) et qui ont mis en évidence I’activité
antioxydante des différents extraits par les solvants organique de Thymus praecose
subsp.scorpilii var.scorpilii et ils ont enregistré des résultats sensiblement faibles par rapport

aux notres.

L’étude conduite par Jamali et al. (2012) a révélé une faible efficacité de I’huile essentielle de
T. ciliatus (en enregistrant une IC50 de I’ordre de 0,20657 mg/mL) comparée aux autres
variétés étudiées du thym du Maroc et celle du BHT (avec une 1C50 de 0,00421 mg/mL), ce
qu’il faut signaler est que la teneur en thymol et carvacrol de cette plante était nettement

inférieure par rapport a celle étudiée dans notre cas et c’est ce qui a causé cette faible activité.

Pour ce qui est du test ABTS, Selon Re et al., (1999), cette méthode est excellente pour
détermination de I’activité antioxydante pour une large diversité de substances, comme
antioxydants donneurs d’hydrogene ou piégeurs de radicaux en phase aqueuse et

d’antioxydant briseur de chaines ou bien comme piégeur de radicaux pyroxyle.

Par apport a I’étude faite par Bakchiche et Gherib, (2014) sur la partie aérienne de Thymus
algeriniensis et qui a donné une 1C50 de I’ordre de 0,150 mg/ml, Thymus ciliatus étudié dans

notre cas a démontré une efficacité meilleure.

Selon une autre étude faite par Olszowyl et Dawidowicz, (2016) sur I’activité antioxydante de
Thym avec I’ABTS ont trouvé une 1C50 de I’ordre de 0,58 mg/ml.

La chélation du fer ferreux par I’extrait éthanolique des feuilles et des fleurs de Thymus
ciliatus a été évaluée en utilisant la ferrozine comme détecteur du fer libre. Ce dernier
complexe avec le fer résiduel dans le milieu réactionnel et forme un chromophore rouge (Fe

I1-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption & 562 nm (Miguel, 2010).
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En étudiant I’activité antioxydante des composés phénoliques de Thymus lotocephalus, Costa
et al., (2012) ont enregistrés un pourcentage d’inhibition de 98,07 % pour une concentration
de 0,30 mg/ml.

Les résultat obtenu dans notre synthese démontre une excellente efficacité e que celles
enregistrés par Dorman et al., (2004) en étudiant I’activité antioxydante des extraits de
quelques especes de lamiacées et ont trouvés des 1C50 de I’ordre de 1,19 mg/ml, 1,05 mg/ml,
1,41 mg/ml respectivement pour Thymbra spicata L., Plectranthus amboinicus, Satureja

hortensis.

Par apport a I’étude réalisée par Alinzahad et al., (2012) sur I’activité antioxydante des
extraits éthanoliques des fleurs de Hyssopus officinalis L. Var. angustifolius Les différents
extraits de notre synthése ont démontré une efficacité supérieure par rapport a ces auteurs qui

ont enregistrés une 1C50 de I’ordre de 0,129 mg/ml.
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CONCLUSION



Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont toujours une source naturelle fiable des principes actifs d’intérét
thérapeutique. Face a la phobie des molécules de synthése chimique, leur utilisation est en
amélioration patiente. La problématique soulevée dans ce travail consigné dans ce souci
d’exploration et de criblage de nouvelles sources de biomolécules contenues dans des plantes
naturels qui poussent a I’état spontanée dans nos régions et faisant partie de la médecine

traditionnelle de nos mondes.

L’objectif assigné a cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante des fleurs et
feuilles de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus.

L’étude de I’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée .par la méthode de
DPPH a donné une forte propriété des extraits a piéger le radical libre par les concentrations
étudiées. De méme pour le teste de piégeage des radicaux libre d’ABTS et le pouvoir
chélateur les résultats ont été plus efficace pour les mémes concentrations sauf le pouvoir

chélateur qui est se représente leur absence de cause biotique et abiotique.

Les propriétés antioxydantes démontrées experimentalement conférent aux extraits
méthanoliques et éthanolique du thym un statut de bon conservateur vis-a-vis de I’oxydation
des lipides par le bon role chélateur qu’il joue et des bénéfices santé qu’il peut nous procurer

approuvé par le test du piégeage des radicaux de DPPH et d’ABTS.

L’expérimentation sur cette espece de thym qui a donné des résultats satisfaisants pour
pouvoir I’utiliser a des couts réduit par des méthodes simple. Pour cela, Cet humble travail
s’inscrit alors dans cette déemarche en espérant que le relais sera pris par d’autres travaux
mieux développer et pousser I’industrie pharmaceutique pour tester de maniére plus poussée
I’efficacité de cette espece et aussi pour faire apparaitre I’innocuité des composants utiles de

cette plante.

L’engouement aux plantes médicinales doit passer du simple effet de mode et de
propagande par les mass-média a une perspective de recherche, d’investissement et de
développement durable des plantes aromatiques et médicinales pour des fins de santé et de

bienétre.

En perspective, il serait fort intéressant de compléter cette étude in vitro par une
expérience In vivo et de s’en assurer de I’innocuité totale chez un modéle animal de choix, a
méme capable de Vérifier les autres propriétés biologiques de cet extrait et des autres types

d’extraits a savoir les extraits aqueux (macération, décoction et infusion) et les extraits par les
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autres solvants organiques. Il serait, également, tres instructif d’explorer la composition
chimique de ces extraits et de tester I’effet isolé et synergique des différents constituants des

différents extraits de cette espéce végétale.
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Résumé

Le monde végétal est une excellente source de principes actifs, ce qui lui confere d’importantes activités biologiques ;
souvent recherché dans la médecine alternative et le domaine agroalimentaire pour la conservation des aliments. Dans
le but de connaitre les activités biologiques des plantes médicinales utilisées traditionnellement par la population.
Dans ce context notre travail s’est articulé sur I’étude d’activités antioxydantes a savoir le test de piégeage du radical
DPPH, piégeage du radical ABTS et pouvoir chélateur des extraits éthanoliques et méthanoliques des feuilles et fleurs
de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus. Les résultats obtenues ont montré une bonne efficacité des extraits étudiés a piéger
le radical DPPH en enregistrant des IC50 de I’ordre de 0,0127 et 0,0096 mg/ml respectivement des extraits
éthanoliques des feuilles et fleurs et des 1C50 de I’ordre de 0,0374 et 0,0499 mg/ml respectivement des extraits
méthanoliques des feuilles et fleurs de méme une bonne efficacité de ces extrait a piéger le radical ABTS en
enregistrant des 1C50 de I’ordre de 0,0029 et 0,0090 mg/ml respectivement des extraits éthanoliques des feuilles et
fleurs et des IC50 de I’ordre de 0,0389 et 0,0172 mg/ml e respectivement des extraits méthanoliques des feuilles et
fleurs. les extraits de cette plantes ont exercé également un excellent pouvoir chélateur du fer avec des IC50 de I’ordre
de 0,0158 et 0,0539 mg/ml respectivement des extraits éthanoliques des feuilles et fleurs et des IC50 de I’ordre de
0,0171 et 0,0306 mg/ml respectivement des extraits méthanoliques des feuilles, graines et tiges. Les résultats obtenus
ont confirmé la présence d’une importante activité antioxydante pour des extraits méthanoliques et éthanoliques de
Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus.

Mots clé : Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus — extrait éthanolique — extrait méthanolique — DPPH — ABTS — Pouvoir
chélateur.

Summary

The plant world is an excellent source of active ingredients, which gives it important biological activities; often
sought after in alternative medicine and the food industry for food preservation. With the aim of knowing the
biological activities of medicinal plants traditionally used by the population. In this context, our work focused on the
study of antioxidant activities, namely the DPPH radical scavenging test, the ABTS radical scavenging and chelating
power of ethanolic and methanolic extracts from the leaves and flowers of Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus. The
results obtained showed a good efficiency of the extracts studied in trapping the DPPH radical by recording IC50s of
the order of 0.0127 and 0.0096 mg / ml respectively of the ethanolic extracts of the leaves and flowers and of the
IC50s of the order of 0.0374 and 0.0499 mg / ml respectively of the methanolic extracts of the leaves and flowers, as
well as a good efficiency of these extracts in trapping the ABTS radical by recording 1C50s of the order of 0.0029 and
0.0090 mg / ml respectively of the ethanolic extracts of the leaves and flowers and of the 1C50s of the order of 0.0389
and 0.0172 mg / ml and respectively of the methanolic extracts of the leaves and flowers. the extracts of this plant also
exerted an excellent chelating power of iron with IC50s of the order of 0.0158 and 0.0539 mg / ml, respectively, of
the ethanolic extracts of the leaves and flowers and of the 1C50s of the order of 0, 0171 and 0.0306 mg / ml
respectively of methanolic extracts from the leaves, seeds and stems. The results obtained confirmed the presence of
an important antioxidant activity for methanolic and ethanolic extracts of Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus.

Keywords: Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus - ethanolic extract - methanolic extract - DPPH - ABTS - Chelating
power.
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