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Résumé :

Les extraits naturels issus des plantes utilisées en médecine traditionnelle contiennent
une varieté des molécules biologiques. Thymus ciliatus est une espéce spontanée, de la famille
des Lamiacées connu pour ces effets bénéfiques sur la santé¢ de I’étre humain, sous différents
usages comme des infusions, des conservateurs alimentaires, ou méme pour 1’aromatisation
des plats.

La présente étude vise a évaluer I’activité antioxydante et 1’effet hémolytique de 1’extrait
hexanique de la partie aérienne de Thymus ciliatus, récoltée dans la région de Ain Fezza,
Tlemcen.

Une extraction par infusion a été effectuée de la partie aérienne de Thymus ciliatus dans
I’hexane. L’extrait obtenu est séché et utilis€é pour estimer leur activité antioxydante et
hémolytique.

La méthode de réduction de FRAP est utilisée pour évaluer I’activité antioxydante in vitro de
la plante. L’extrait hexanique a montré une capacité de réduire le Fer avec une ECs, de
1,19mg/ml.

L’extrait hexanique de Thymus ciliatus exerce un effet antioxydant important, mais cette
activité reste toujours inférieure a celle de la molécule de référence (acide ascorbique) avec
une ECs, de 0,108mg/ml. La détermination de I’effet hémolytique nous a permis de constater
que I’extrait hexanique possede un pouvoir hémolytique, il provoque une hémolyse de 50% a

une ECs, de 1,67 mg/ml.

Mots clés: Thymus ciliatus, FRAP, extrait hexanique, activité antioxydante, effet

hémolytique.



Abstract:

Natural extracts from plants used in traditional medicine contain a veriety of biological
molecules. Thymus ciliatus is a spontaneous species, from the Lamiaceae familly known for
its beneficial effects on human health, under different uses such as infusions, food
preservatives, or even for flavoring dishes.

The present study aims to evaluate the antioxidant and haemolytic activity of hexane extracts
of the aerial part of Thymus ciliatus, harvested in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

An infusion extraction was performed of the aerial part of Thymus ciliatus in hexane. The
extracts obtained are dried and used to estimate their antioxidant and heamolytic activity.

The FRAP iron reduction method in used to assess the in vitro antioxidant activity of the
plant. The hexane extract showed an ability to reduce iron with an ECs, =1,19mg/ml.

The hexane extract of Thymus ciliatus has a significant antioxidant effect, but this activity is
still lower than that of the reference molecule (ascorbic acid) with an ECs, = 0,108mg/ml.
The determination of the heamolytic effect allowed us to observe that the hexane extract has a

heamolytic power, it causes a heamolysis of 50% at ECs, = 1,67 mg/ml.

Keyword: Thymus ciliatus, FRAP, hexane extract, antioxidant activity, heamolytic effect.
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% : Pourcentage.
ECs, : Concentration Médiane.
Fe*? : Fer Ferreux.
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H, 0 : Monoxyde de dihydrogene.
IC5q : Concentration inhibitrice.
M, : Masse de la boite pétrie vide en gramme.
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TCA : Acide Trichloraceétique.

UV : Ultra-Violet.



Liste des figures :

Figure 1 : Répartition de Thymus ciliatus en nord de ’Afrique.....................oo...
FIQUIE 2 & TRYMUS CIIIATUS ... ... ... oo cev s e et e e et e e et e e et e e e e e s s e
Figure 3 : Schéma montrant le stress oxydatif................ccooiiiiiiiiiiiii i,
Figure 4 : Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires....
Figure 5 : Structure de la membrane de globule rouge..................cooeviiiiiiiiininnn,
Figure 6 : Thymus ciliatus apres récolte et séchage..........c.ovviiiiiiiiiiiiiiiiieine,
Figure 7 : Les étapes de préparation de I’extrait hexanique. ......................oooee.
Figure 8 : Evaluation de I’activité anti-oxydant (méthode de FRAP) ...............ccco....
Figure 9: Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur de I’extrait hexanique de
TRYMUS CILIATUS ... .. oo e et e et e et e et e et e et et e et e et e et e et e een e eeee
Figure 10 : Suspension €rythroCytaire.............ooviiiuiiniiriiii e,
Figure 11 : Evaluation de I’effet hémolytique...............cooiiiiiiiiiiiis
Figure 12 : Extrait hexanique dans un tube Eppendorf........................oooiii
Figure 13 : Courbe représentative du pouvoir antioxydant de 1’extrait hexanique........
Figure 14 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en fonction
des concentrations de I’acide ascorbique de Thymus ciliatus... ...............ccccceveeeeeenee.
Figure 15: Courbe représentative de 1’effet hémolytique de 1’extrait hexanique de

TRYIUUS CILIQTUS ..ottt et e ettt e et e e et e e et eesnseeeenneaens

07
07
12
16

18

23
24

26

27

28
29

31

31

32

33



Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielle de Thymus ciliatus...............

Tableau 2 : Les valeurs d” ECg

Liste des tableaux



Table des matiéres

Remerciements
Dédicaces

Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux

Introduction générale ....... ...

Partie 1 : Partie bibliographique

CHAPITRE 1 : Plantes médicinales, Thymus ciliatus :

1.1, HISTOTIQUE. . .ottt ittt st sttt s

1.2, DEFINILION. w.ceoriieee ettt st st sttt st st
1.3. Mode d’utilisation de plantes médicinales..............................

2. Laphytothlrapie @ .. ..o
2.1 DEFINITION. ..ottt et sttt i

2.2 Les bienfaits de la phytothérapie. ..o

3. Présentation de la plante : Thymus CIHAtUS...........cooeureereinrenneierse e,
3.1 La famille des 1amiacCEes. .........cocovverereeirsiirrrreneise e ssssssess s sseensnns

3.2 Origine et répartition géographiqUe. ........ccowerereeeerernneeennese e ees s eesenees
3.3, TRYMUS CHTALUS : ..ottt s

3.3.1. Description morphologique de Thymus ciliatus : ........cccccoevveernenns

3.3.2. NOM VEINACUIAITE.......ooeervereeee ettt st sns sttt s s s
3.3.3. Systématique de Thymus CIliatus. ..........coerrrenrerneniree e,

3.4. LeS huiles €SSENLIEIIES ...ttt

3.5. PrOPII€tES B USAGE. ..uveueeeerereeereeereieseeeeeseeesss e sss e ess s st st s

Chapitre 2 : Stress oxydatif et Effet hémolytique :

[, StreSS OXYAAtif ;...

2.2. Les radicaux lBres ;...

2.2.1. LeS SOUCES ENAOGENES. .......orvereereereiireeeseieseeessessseee e sssese s ssas

2.2.2. LES SOUICES EXOUERNES. ....ovvereirrreeesisseesseesiseessesssseessssssssesssssssenssssees

3. Conséquences du Stress OXYdatif @ ...
3.1. Conséquences MOIECUIAITES. ...ttt
3.1.1. Les dommages oxydatifs aux lipides. .........cccoeoveurirrrnenrrennnens

3.1.2. Les dommages oxydatifs aux protéines. ..........c.ceeerverrrnenn.

3.1.3. Les dommages oxydatifs a P ADN. .......ccccovennenneneneininennens

01

04
04
04
04
05
05
05
06
06
06
07
07

08
08

09
10

12
12
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14



A

4.

3.2. Les maladies liées aux Stress OXYdant. .......c..oocvrveerenerenneeenessssnsseeseseseens
1€S ANTIOXYAANTS ..ottt sttt et e
4.1 Les antioXydants ENAOQENES. .........c.ecverreurerniuesseesessess e ssssesssessessesenees
4.2 Les antioXydants EXOQENES. .......ccoeuwiveereerreresnsse s sssssssssssessessssssss s ssssssens

Effet hémolytique : ... ...

L L8 SANG. coeiiereeecre ettt ettt st st e et
2. CONSHLULION AU SANG : coovevvrreeeeee ettt st ens s s

2.1 LeS gloDUIES FOUQES. ..ot
2.1.1. La membrane érythroCytaire. .........cccccoeeeveeveevercsrcsirenreenrennan,
2.2 L’hémOZIODINE. ....covvereeieieieeecer ettt ersens e
2.3 Les globules BIANCS. ...
2.4 LS PIAQUELLES. .....oveeeee ettt ss s ens e
La formule sanguine completes (FSC). ......ooiivevereeeeeeecee e,
4. L’hémolyse : gENEIAIITE. ...ttt

w

4.1 HEMOIYSE N VIVO .eoieeriereereeieneeese ittt ses st sss st

4.2 HEMOIYSE 1N VITIO. woooeeerie ettt st
5. Processus d’hEmMOLYSE. ..ot e

Partie 2 : Partie expérimentale
Matériel et méthode

OBJECTIT. oottt et sttt e st sss ettt
MALEFEI VEGELAL. ......oeeeeee ettt e

Préparation de I’extrait :

3.1 Préparation de I’ extralt hexamque .......................................................................
3.2 Calcule du reNdEMENL. ...t s ene s
Evaluation de I’activité antioxydante de I’eXtrait @ ........cocovoveeiveneenrrcsisesennnas
4.1 PFINCIPE. ottt ss st sss st s e s st ss st s e s s

4.2 SOIULION & PrEPATET. ...ttt b sss st ss s e s enees

4.3 MOUE OPEFALOITE. .....vovveveeveerreee e tsessest s et s et ens s

A A PIOOCOIE. ...ttt et st sttt e

Evaluation de I’effet h&mOLYtique & ...ccocveuiieecee et

5.1 Préparation de la suspension €rythroCytaire. ...........coooeeeonsirnrcnseeennennn.

5.2 Préparation de I"eXtrait. .......cocoveeeeeeeeeneeneeneineisiiees s css s

5.3.MOdE OPEIALOITE. .......ooreeereeei ettt sttt et
Résultats et interprétations

EXEFACTION oottt ettt sttt
1.1 ASPECL B FENUEMENL. ..ottt st

Evaluation de 1’activité antioxydant par la méthode de FRAP : ............cccconn..

2.1 Effet de I’extrait heXaniqUe. ........ccocvevrreerereernieneneesreesssisses s ess e ssssessnsenns

2.2 Effet de 1’acide asCOrbiqUE. ......oovevueruienieesnieeecie et et ess e
2.3 Calcule de la concentration efficace 50. .

Evaluation de I’effet hémolytique de I’ extralt hexanlque de Thymus Clllatus.
DISCUSSION ...ttt sttt ettt ee
CoNCIUSION GENBTAIE. ..........eieieeeeeeeeeee et
Références bibliographiqUES .............ooveeiiiiiiieeeceeeeeeee e
AANINEXES ettt et e e ettt e e e ettt e e e e tbaeeeeetaaeeeeasaseeeeessaeeeeasssseeeenssseeeeanssaeaaans

15
15
15
16
17
17
17

17
17
18
18
18
18
19
19
19
19

23
23
24
24
25
25
25
25
25
27
28
28
28
28



Introduction générale



Introduction générale

Introduction générale

L'utilisation des plantes medicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale et est aussi devenu aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d'intérét vient d'une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs, et d'autres parts, du besoin de la
recherche d'une meilleure médication par une thérapie plus douce et sans effet secondaire. Les
plantes sont tres utilisées dans le secteur agroalimentaire pour leurs effets multiples. Ces
derniéres sont aussi utilisées comme conservateur car elles peuvent limiter I’oxydation des
lipides.

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments il s’est
aveéré, que les principes actifs des plantes médicinales sont souvent liés a leurs métabolites
secondaires, qui sont largement utilisés en thérapeutiques comme agents préventifs anti-
inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques et en particulier antioxydants qui
défendent contre le stress oxydant (Ouelbani et al., 2016).

L'excés des especes réactives de [’oxygene peut entrainer un stress oxydatif et
endommager de nombreuses molécules biologiques ; il est considéré comme un mécanisme
pathogéne qui provoque différentes maladies chroniques et souvent associé a la douleur et a
I’inflammation (Diaconu, 2019). En effet ’organisme posséde ses propres moyens de
défenses lui permettant de lutter contre ces radicaux libres (Koechlin, 2006).

Les antioxydants sont des substances vitales qui possedent la capacité de protéger le
corps des dommages causés par le stress oxydatif induit par les radicaux libres. Une variété
d'antioxydants anti-radicaux libres existe dans le corps, dont beaucoup sont derives de sources

alimentaires comme les fruits, les légumes et les thés (Souri et al., 2010).

L'hémolyse est un phénoméne physiologique irréversible qui peut provoquer la rupture
des membranes des globules rouges, entrainant la libération d'éléments des hématies dans le
plasma, en particulier la libération d'hémoglobine. Ce phénomeéne peut étre observé a I'eeil nu
par ’apparition de la teinte rose a rouge dans l'échantillon aprés centrifugation ou par
spectrophotométrie en mesurant la densité optique du surnageant (hémoglobine) (Mezzou et
al., 2006).
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L’hémolyse peut devenir pathologique et entrainer la destruction prématurée des
globules rouges. On peut distinguer deux types d’hémolyses, 1’une est physiologique et 1’autre
est pathologique (hyper hémolyse) (Lippi et al., 2011).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,
elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Mauris et al.,
1997). Thymus ciliatus est une plante de la famille des lamiacées, une espece trés connue par
nos ancétres pour leurs propriétés thérapeutiques (EI Hilan, 2015).

Notre travail a pour objectif d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits riches en
acides gras de la partie aérienne de Thymus ciliatus : I’extrait hexanique par la méthode de

pouvoir réducteur du fer (FRAP) et la détermination de 1’effet hémolytique de Thymus ciliatus

Ce travail est structuré en deux grandes parties :

v La premicére partie est d’ordre théorique comporte deux chapitres, nous aborderons
dans le premier des données sur les plantes médicinales et les propriétés thérapeutiques de
Thymus ciliatus, le deuxiéme est réserve au stress oxydatif et 1’effet hemolytique.

v La deuxiéme partie est d’ordre expérimental qui repose sur deux volets, le premier
concerne I’extraction et la préparation des extraits hexaniques de T. Ciliatus. Le second volet

est consacré a une évaluation de I’activité antioxydante par la methode de FRAP et la

détermination de I’effet hémolytique de Thymus ciliatus.

v Finalement, la derniére partie consacrée pour une conclusion générale.
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Chapitre 1 Plantes médicinales, Thymus ciliatus

1. Les plantes médicinales

1.1.Historique

L’histoire des plantes médicinales et aromatiques est associée au développement de la
civilisation. Les plantes ont toujours été utilisées pour I’habillement, I’alimentation, la chasse
et guérison (Cock, 2011). La connaissance des préparations médicinales et de leurs efficacités
est transmise oralement depuis des générations et est parfois réécrite dans la littérature sur les
médicaments. Les premiers documents décrivant I’utilisation des plantes datent de plus de
6000 ans. Des tablettes d’argile sumériennes détaillent les usages de plus de 1000 plantes
médicinales et aromatiques (Afzal et al., 2002).

Aujourd’hui,20000 a 25000 espéces végétales sont utilisées dans la pharmacopée
humaine.75% des médicaments sont d’origine végétale (Decaux, 2002), dont 25
%contiennent au moins une molécule bioactive d’origine végétale (Sofowora, 2010). Les
extraits de différents produits sont élaborés sous différentes formes dont les plus importantes
sont : les gélules végétales, Les tisanes, les teintures meres, les suspensions entiéres de plantes

fraiches, les infusions de glycérine et les huiles essentielles.

1.2.Définition
On appelle plante médicinale toute plante, dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses renferment de nombreux principes actifs (plus de 250) qui ont
des activités thérapeutiques complémentaires ou synergiques.

Les plantes médicinales sont utilisées pour les propriétés thérapeutiques par toute ses
parties ou 1’un des (tiges, racines, feuilles ...) qui sont tous des principes actifs différents. Les
plantes médicinales sont utilisées depuis au moins 7000 ans avant par les hommes et son a la
base de la phytothérapie. Leur efficacité est due a leurs composées nombreux et varies selon

les especes Par exemple : thym, romarin, menthe pouliot, calendula (Ailloud et al., 2012).

1.3.Mode d’utilisation des plantes médicinales
Les plantes médicinales peuvent étre fabriquées a partir de parties de plantes utilisées.
Les tiges, Les racines, les fleurs, les feuilles peuvent étre utilisées comme critéres pour
distinguer différentes plantes aromatiques. Les modalités d’utilisation de ces différentes
parties de la plante peuvent permettre de spécifier et de classer les plantes aromatiques. Ces
différentes parties peuvent étre utilisées a 1’état naturel, broyées, séchées, bouillies extraites et

trempées. L utilisation combinée est également fréquente (Neffati et Sghaier, 2014).

4



Chapitre 1 Plantes médicinales, Thymus ciliatus

Chaque plante est constituée de milliers de substances. Ces composés doivent étre activé

lorsqu’ils sont associés a certains produits chimiques. lls révelent leur coté pharmacologique.
Au cours des derniers décennies, la recherche pharmaceutique a déchiffré les

propriétés chimiques de plusieurs plantes médicinales tel que : la société pharmaceutique a

réussi en découvrant de nouvelles formules chimiques au profit des patients et en reproduisant

de plusieurs produits chimiques (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

Toutes les plantes médicinales contiennent beaucoup de substances utilisables dans la

composition de médicaments utiles (hétérosides, alcaloides) ou a des fins thérapeutiques

(Sofowora, 2010).

Dans certains pays, I’hommes utilisent des plantes aromatiques et médicinales pour certains

maladies comme : Thymus ciliatus (Sahi, 2016).

2.La phytothérapie
2.1. Définition
La phytothérapie en grec « phyton » = végétal et « thérapie » = soigner est I’art de
soigner par les plantes (Vacheron, 2010). La phytothérapie permet a la fois au docteur de
traiter le malade et les symptémes de sa maladie. Le malade est entrepris en charge dans sa
globalit¢ de comprendre I’origine de ses symptomes et d’en prévenir 1’apparition. La
phytothérapie est une médicine a base de plante selon 1’Organisation mondiale de la santé elle
est considérée comme une médecine alternative et ou traditionnels. L’utilisation de cette
médicine exige la connaissance des compositions de la plante, leurs mode actions (Elle n’est
ni toxique, ni atoxique, ni iatrogene si elle est pratiquée dans des conductions rigoureuses

excluions toute improvisation et demandant un enseignement précis.

2.2. Les bienfaits de la phytothérapie

Malgré les grandes avancées de la médecine moderne, la phytothérapie offre de
nombreux avantages. N’oublions pas qu’a toutes les epoques a 1’exception des cent dernieres
années, les hommes n’avaient que des moyens de se guérir d’une maladie, qu’il s’agisse d’une
maladie bénigne, un Rhume, ou d’une maladie plus grave comme le paludisme causé par la
tuberculose (Babulka, 2007).

Récemment, les traitements a base des plantes reviennent au plan, car 1’efficacité des
médicaments comme les antibiotiques décroit. Les virus et les bactéries sont peu a peu

adaptés aux médicaments et leurs résistent de plus en plus (Iserin et al., 2001).
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La phytothérapie présente de nombreux avantages par rapport aux medicaments
modernes. Substances biologiques actives des plantes des produits dus au métabolisme d’un
organisme vivant, une partie de ceux -ci sont assimilés par le corps humain de fagon plus

naturelle que les médicaments synthétiques (Petkov et al., 1979).

3. Présentation de la plante : Thymus ciliatus
3.1.La famille des Lamiacees

La famille des lamiacées est 1’une des familles les plus utilisées comme une source
mondiale d’extraits a fort pouvoir antioxydant, antimicrobien et anti anti-inflammatoire et
antifongique et d’épices (Gherman et al., 2000 ; Hilan et al., 2006). Cette famille comprend
prés de 6700 especes regroupées dans 250 genres (Miller et al., 2006). Les lamiacées sont
trés nombreuses comme : salvia officinalis, Menthaspicata (choudhury, 2006). Rosmarinus
officinalis (Gachkar et al., 2007), et de nombres especes de Thymus qui ont été abondamment
étudiées (Elhabazi et al., 2006 ; Rota et al., 2008).

Les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou plantes herbacées, a feuilles
généralement opposées sans stipules et tige quadrangulaires. Fleurs pentameres
hermaphrodites. Calice a cing divisions et corolle bilabiée longuement tubuleuse des fois 4 a 5
lobes subégaux ou a une seul lévre inférieure trilobées, la supérieure bilobée. Selon Quezel et
santa (1962), ovaire super a carpelles originellement biovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d’une fausse cloison. Etamine 4 et la cinquiéme trés réduite ou nulle, parfois deux

staminodes et deux étamines.

3.2.0rigine et répartition géographique

Selon Morales (1986), le genre Thymus est inclut dans les continents euros asiatique,
Groenland méridional et la partie nord de I’ Afrique.

Selon passet (1979), le genre Thymus définit comme une ancienne espece tertiaire,
originaire du sud-est de I’Espagne.

D’apres Santa et Quezel (1962), les différentes espéeces du genre Thymus rencontrées
dans la rocaille, les pelouses et dans toutes les régions montagneuses.
Le thym est une plante reconnue en Algérie, les especes qui y existent sont réparties le long

du national, du nord Algérois a I’ Atlas saharien, et di a 1’Oranais (Kabouche et al., 2005).
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Figure 1 : Répartition géographique de la famille des lamiacées dans le monde. (Aouina et
lakhdari, 2019).

3.3.Thymus ciliatus
Le mot « Thym » provient du terme grec « Thymos » qui signifie « parfumer » en

raison de 1’odeur agréable que dégage la plante (Pariente, 2001) et se son gout amer et chaud.

Figure 2 : Thymus ciliatus

3.3.1. Description morphologique de Thymus ciliatus
Le Thymus ciliatus est une espece spontanée (Marouf, 2000). C’est un arbrisseau de
petite taille, mais qui pouvant former des touffes bien étalées sur le sol ; les feuilles florales
sont différentes des feuilles caulinaires. En général fortement dilatées a leur portion
inférieure. Retrouvée dans les broussailles, les matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et

sur sols rocailleux et bien drainés (Benabid, 2000).
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Appareil végétatif

Racine : systeme radicalaire pivotantétale. La multiplication se fait par rhizome.

Tige : tres ramifiées et ligneuses en sa partie inférieure.

Feuilles : Thymus ciliatus a de nombreuses petites feuilles florales peut dilatées et
opposees sans stipules courtement pétiolées. Glabre, oblongues mais généralement
ciliées a la base, un peu enroulées sur les bords colorés par un vert.

Appareil reproducteur

Corolle : nettement bilabiées

Androcée : & quatre étamines didynames.

Fleur : Tres grande violacées, ou rouge, dépassent 1 cm de long selon Quezel et santa
(1963).

Ovule : Anatrope

Graine : Exalbuminée

Gynécée : a deux carpelles soudés avec style bifide et fausse cloison.

Fruite : c’est un tétrakenelisse, localisé longtemps au calice desséché. Il est

caractéristique des matorrals calcaires.

3.3.2. Nom vernaculaire

Plusieurs appellations de « Thymus ciliatus » ont été dans la littérature (Quezel et

1963).

+ Nom Francais : Thym.
+ Nom Berbeére : Djertil.

+ Nom Arabe : Zaitra, Zaateur.

3.3.3. Systématique de Thymus ciliatus
Selon Santa et Quezel (1962), ont donné la classification qu’occupe Thymus ciliatus

Ssp. Eu -ciliatus dans la systématique mais apres des années, une legére modification a éte

enregistrée dans une nouvelle classification mentionnée par Dobignard et Chatelain (2012).

Embranchement................... ... Tracheophyte.
Sous Embranchement ............... Spermatophyte.
Classe ....oovevivriiiiiiiiieeen, Magnoliopside.
Sous Classe .......ccevvvviiniinnnnnnn, Asteridées.
Ordre......oovvviiiiiiiiii, Lamialles.
Famille.............c.ooooi, Lamiacées.
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GeNIe ..o Thymus L.
ESpece ...ovviiiiiiiii Thymus Munbyanus.
Sous —Espéce ....coovviiiiiiiiiiiinnl, Thymus Munbyanus Subsp. Ciliatus.

3.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits parfumés et volatils qui sont extraits de
plusieurs plantes par distillation a la vapeur, pressage ou incision des plantes qui les
contiennent (Benayad, 2008). Elles sont des substances naturelles complexe de métabolites
volatils secondaires, qui sont séparés par injection mécanique ou distillation aqueuse
(Kalemba et Kunicka, 2003).

Plusieurs HE sont produits a partir de différant espéces et parties des plantes, les
organes reproducteurs pouvant se situer dans : la fleur, la feuille, le fruit, la racine, la graine
ou la tige. Par fois I’extraction des HE se fait a partir d’une seule plante (Guenther, 1948).
Elles sont constituées de cellules spéciales. Généralement il est collecté dans un canal secret
ou dans des poches, puis transporté pendant la croissance  d’autre parties de plantes
(Bernard, Prneau et al., 1988).

L’huile essentielle de Thymus ciliatus est constituée principalement de -E -ocimene,
thymol et d’o-terpinéne avec d’autres compositions a des teneurs relativement faibles :
carvacrol, linalol, §-3-carene, 1.8-cinéole (Benabid, 2000).

Les principaux métabolites secondaires du Thymus sont les flavonoides. Le germe
Thymus appartient a la sous-famille des Nepetoideae, réputée pour stocker des flavonoides
polyméthoxylés (Ismaili et al.,, 2001). La thymusine (5,6- dihydroxy-7,8,4 ¢ -
triméthoxyflavone), la lutéoline et la 6-hydroxylutéoline sont des chémo-marqueurs des
espéces Thymus.
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Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielles de Thymus ciliatus
(Benabid, 2000 ; Ismaili et al., 2001).

\ Composés % IK (indicekovat)
Sabingne 0,56 976
o- pinéne 0,35 931
a-thujéne 0,64 926
o-terpinéne 12,3 1018
I -3- caréne 3,1 1011
“ B — E- ociméne 25,8 1050
1,8 —cinéole 2,63 1033
“ Linalol 3,24 1098
“ Y — terpinéne 0,74 1062
p- cyméne 0,47 1026
Terpin-4- ol 0,5 1177
- Xyde de caryophylline 0,25 5921
Thymol 44,2 1290
Thymolméthyléther 0,23 1235

3.5. Propriétés et usage
Une plante aromatique trés odorante, utilisée en Algérie pour la préparation de divers
plats ; recommandée contre tous les types de faiblesse et indiquée dans les cas de crampes
d’estomac ; de pneumonie et de palpitation et aussi dans les affections de la bouche, et les
accidents articulaires (Djerroumi et Nacef, 2004). Le thym est également considéré comme
I’'un des remeédes les plus utiles et les plus efficaces dans le traitement des maladies
respiratoires : Rhume, angine, grippe (El Hilan, 2015).
La présence des composés phénoliques (tels que carvacol, thymol), en grand concentration
dans I’huile essentielle confere au thym la propriété antioxydante (Economou et al., 1991 ;
Ternes et al., 1995).
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l. Stress oxydatif

1. Définition

Le stress oxydatif se definit par un déséquilibre entre pro-oxydants cellulaire et les
niveaux d’antioxydants (Luczaj et al., 2017). Les pro-oxydants incluent les EROs et ERAS,
qui sont des composés réactifs dérivés de 1’azote et I’oxygéne (Turrens, 2003). Malgré leur
potentiel inducteur de dommages cellulaires, les EROs sont toujours produits en conditions
normales par le métabolisme cellulaire aérobique et sont importants a plusieurs processus par
exemple la mort cellulaire, la transduction du signal et la régulation du cycle cellulaire
(Pham-Huy et al., 2008 ; Wojtala et al., 2014). Dans une cellule saine, les défenses
antioxydantes permettent de controler les niveaux d’EROs intracellulaires.

Par conséquent, le stress oxydatif peut provenir d’un excés d’EROs en raison d’une

diminution des défenses antioxydantes (Pisoschi et Pop, 2015 ; Poprac et al., 2017).

< Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 3 : Schéma montrant le stress oxydant (Belaich et Boujraf, 2016).

Selon Mercan (2010). L’augmentation du stress oxydatif dans notre organisme est liée
a I’environnement dans lequel nous vivons et le mode de vie, par exemple :

- Prise de médicaments

- Stress thermique

- Agents infectieux

- Tabagisme

- Stress intellectuel

- Pollution par exemple ; pollutions par métaux lourds

- Expositions aux radiations

- Expositions prolongées au soleil
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2. Les espéces réactives de ’oxygeéne (ERO)
2.2.Définition
On distingue alors deux grands groupes de molécules qui réagissent au stress oxydatif
: radicalaires et non radicalaires. La réactivité d’un radical libre varie d’un radical a un autre
et dépend de I’environnement ou ils se trouvent. Leurs constantes de vitesse de réaction sont
trés élevées 10°a 10'° mol~1. L.S~1(Delattre et al., 2005).
Il est bien connu que EOR et ERN jouent un double réle dans les systémes biologiques
car ils peuvent étre a la fois nocifs, bénéfiques et méme vitaux pour 1’organisme (Valko et
al., 2004).

v’ Bénéfiques : lorsqu’ils sont impliqués dans des roles physiologiques dans les réponses
cellulaires, telles que la lutte contre les agents infectieux et leur fonction dans les
systemes de signalisation cellulaires.

v Nocifs : lorsqu’il existe un déséquilibre entre des ERO et des ERN et le systéme de
défense, entrainant I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer, arthrite, maladies
neurodégénératives) et I’apparition des dégats irréversibles pour la cellule (ADN, lipides

et protéines) (Evans et Halliwell, 1999).

2.3.Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leurs couches périphériques, cet électron célibataire a pris naissance suite a un
apport d’énergie suffisant et susceptible (Halliwell et Gutteridge, 2015), rendant ces especes
particulierement instables. 1l existe deux sources differentes de ces radicaux libres
(Phaniendra et al., 2015).

2.3.1. Les sources endogenes

Plusieurs réactions enzymatiques sont considérées comme une source essentielle des
espéces réactives d’oxygenes incluant : lipoxygénase, NADPH oxydase, xanthine oxydase
(enzyme dans le foie). La mitochondrie est un élément fondamental pour le fonctionnement
de la cellule, c’est au niveau d’elle s’effectue la respiration cellulaire. La consommation d’0,
et différentes réactions du transfert des électrons (pour obtention d’énergie) produisent
performance les ERO. Les ions métalliques présent dans 1’organisme comme : Fer, cuivre,
peuvent coopérer avec des espéces moins réactives pour produire des radicaux hydroxyles
(Poprac et al., 2017).
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2.3.2. Les sources exogenes
Les espéeces réactives oxygenes sont genérées sous 1’effet de stress environnementaux
par exemple : la pollution, la consommation de certains médicaments (Kalam et al., 2015).
Dans les phénomenes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour d’avoir un électron célibataire sur un atome
d’azote ou d’0,. Ce phénomene leur donné la dénomination d’espéces réactives de 1’azote

(EAR) ou de I’oxygene (EOR), (Weidinger et Kozlov, 2015).

3. Conséquences du stress oxydatif
3.1 Conséquences moléculaires
3.1.1. Les dommages oxydatifs aux lipides
L'oxydation des lipides, en particulier des acides gras polyinsaturés, provoque des
modifications de La fluidité de la membrane cellulaire qui conduit inévitablement a la
mort cellulaire. L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes conduit & la formation
de lipoprotéines a faible teneur en graisse. La densité (LDL) est oxydée et sera capturée
par des récepteurs macrophages spécifiques Se transforme en cellules spumeuses,

constituant une étape de formation Athérosclérose (Nakajima et al., 2006).

3.1.2. Les dommages oxydatifs aux protéines

Les acides aminés ont une sensibilité différente aux radicaux libres. Les plus réactifs
sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d'un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquence, 1’apparition de groupement carbonyl¢, des clivages de chaines peptidiques
et des bi- tyrosine intra et inter -chaine .la plupart des dommages irréparables et peuvent
provoquer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines protéines oxydées sont
peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et le

compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).

3.1.3. Les dommages oxydatifs a ’ADN
Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a I’action des radicaux libres.
L’attaque de 'ADN entrainera une modification des bases pyrimidiques et puriques, ou

des cassures en double hélice et mutations ponctuelles, éventuellement avec conséquences
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graves pour la synthése des protéines et la transmission de I’intégrit¢é de patrimoine

génétique (Thanan et al., 2014).

3.2.  Les maladies liées aux stress oxydant

Le stress oxydatif sera une cause initiale majeurs de plusieurs maladies apparaissent
avec I’age, cela d0 aux vieillissements réduit la capacité antioxydantes qui augmentent la
production des radicaux par la mitochondrie. En provoquant 1’apparition de nombreux
biomolécules anormales et la sur expression de certains génes. Ces derniers peuvent
causées des maladies comme: le cancer (Sosa et al., 2013), la sclérose latérale
amyotrophique, le cataractes, I’cedéme pulmonaire, le syndrome de détresse respiratoire
aiglie. Le stress oxydatif est également I’un des facteurs qui influencent la présence des
maladies multifactoriels par exemple: les troubles cardiovasculaires, la maladie
d’Alzheimer (Sayre et al., 2001), le diabéte, le Rhumatisme (Favier, 2003).

4.  Les antioxydants
Les antioxydants sont definis comme toute molécule, a des concentrations
relativement faibles, ont la capacit¢ a entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables a retarder, inhiber ou protégeant contre 1’oxydation des substrats biologiques,
ces composes réagissent avec ERO, les rendant ainsi inactifs (Vansant, 2004).

4.1. Les antioxydants endogenes
Il y’a plusieurs systémes enzymatiques oxydants qui sont les plus efficaces chez les
plantes et aussi chez les mammiféres sont: la catalase, la superoxyde dismutase et le
glutamate peroxydase (Mates et al., 1999 ; Sharma et al., 2012).

La catalase, principalement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, et
capable a la transformation de peroxyde d’hydrogéne en O, moléculaire et en H,0. La
superoxyde dismutase joue un role majeur dans la dismutaion des ions superoxydes en
peroxyde d’hydrogéne et en O, moléculaire.

L’activité du glutathion peroxydase est la détoxification du peroxyde d’hydrogene et
d’autres hydroperoxydes de nature lipidique en couplant la réduction de 1’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005).

D’autres enzymes ont un role non négligeable dans la lutte antioxydante, 1’ensemble formant

un systeme complexe comme : glutathion transférase, glutathion réductase.
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Figure 4 : Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires (Ara
rezaire, 2012)

4.2. Les antioxydants exogenes

Les antioxydants chimiques exogénes, comprennent principalement les vitamines C et E,
les composé phénoliques, les caroténoides (Mecall et Frei, 1999).

La vitamine E, utilisé généralement pour désigner les différents tocotriénols et
tocophérols ont un role essentiel dans I’antioxydants alimentaires, et la protection des
lipoprotéines et structures membranaires ou (rble physiologique) ou pour lutter contre stress
oxydant chez I’étre humaines. Elle provient ’apparition d’hydropéroxydes en piégeant les
radicaux LOO (Kaiser et al., 1990).

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble, présent dans la plupart
des légumes et les fruits (non synthétisée par I’homme). Elle joue un réle important qui est la
protection contre I’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999).

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes. Elles sont
regroupées en deux grandes familles : les xanthophylles et les caroténes, il y’a environ 600
présents dans la nature. L’activité antioxydante de ceux-ci est lié a leur longue chaine
polygénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO, HO, 0,, R, par simple addition
¢lectrophile et Transfer d’¢lectron. Ils permettent en particulier, de neutralisé 0, singulet
(Valko et al., 2006).

Les composés phénoliques ou les flavonoides, sont des métabolites secondaires des
plantes. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a terminer les chaines radicalaires
par des mécanismes de transfert de protons et d’électrons, et a chélater les ions des métaux de

transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Schroeter et al., 2002 ; Leopoldini

16



CHAPITRE 2 Stress oxydatif et effet hémolytique

et al., 2011). L’activation biologiques des composée phénolique dépendante de la nature et de
la position des substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles (Schroeter
et al., 2002). L’activité biologiques des flavonoides est genéralement dépendante de la
position et la nature des substituants. En particulier du nombre de groupements hydroxyles
(Schroeter et al., 2002).

1. Effet hémolytique
1. Lesang
Le sang est un fluide corporel dont la fonction principale est de transporter les
nutriments oxygene aux tissus biologiques. Il joue également un réle essentiel dans le
systéeme immunitaire. Les cellules sanguines sont : des globules rouges (les érythrocytes),

globules blanc (les leucocytes), les plaquettes (les thrombocytes) (Hoffman, 2008).

2. Constitution du sang

2.1. Les globules rouges (GR)

Les érythrocytes sont des cellules matures de forme biconcave dont le diamétre varie
de 6,8 a 7,5 um sa durée vie moyenne est de 120 jours (Mohandas et Gallagher, 2008).

2.1.1. La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle
s’intercalent un grand nombre de protéines qui sont attachées au cytosquelette sous-
membranaire. Certaines de ces glycoprotéines et certains glycolipides sont exprimés a la
surface des globules déterminants des groupes sanguins, le cytosquelette comprend plusieurs
protéines dont Spectrine, Actine, Ankyrine (Manaargadoo-catin et al., 2016).
La stabilit¢ de la forme de globule rouge est assurée par la fixation de trois protéines

intrinseques du cytosquelette : la Glycophorine A et C, la protéine 3 (Gerard et al., 2006).
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Figure 5 : Structure de la membrane de globule rouge (Zendecki, 2006).

2.2. L’hémoglobine

L’hémoglobine est une protéine étrangere de type métalloporphyrine située dans les
érythrocytes et existe a I’état lysé et a une concentration maximale dans les érythrocytes, C’est
une molécule composée de deux parties : la partie globine constituée des protéines et la partie
héme constitué du fer (Wilson et al., 2010). Elle permet le transport de O- des poumons vers

les tissus par les globules rouges.

2.3Les globules blancs
Les globules blancs ou les leucocytes, ont un role de protection du 1’organisme et la
défense contre les substances étrangéres les bactéries, les virus, les toxines, les cellule

tumorales et les parasites (Marieb et al., 2009).

2.4. Les plaquettes
Les plaquettes sont des petits fragments cellulaires, de forme irréguliére circulent
librement dans le sang, ont une durée de vie de 7 a 10 jours. Ils sont responsables de la
coagulation sanguine (Hoffman, 2008).

3 Laformule sanguine compléte (FSC)

Est une analyse automatisée pour 1’évaluation des différentes cellules sanguines
C’est -a dire les globules rouges, les plaquettes, les globules blancs. Ce sont des éléments
symboliques du sang. Eux 45% du volume sanguin. Le plasma, composé majoritairement
d’eau, constitue le reste : contient des ions et des minéraux, mais aussi du glucose et des

protéines, etc. (Marieb et al., 2019).
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4  L’hémolyse : Généralité

L’hémolyse est la destruction prématurée des cellules sanguines lorsque leur durée de
vie est inferieure a 100 jours, plutét que 120jrsqui est le temps normal, qui provoque la
libération d’hémoglobines (Kalaiselvi et Vidhya, 2015), et d’autres molécules comme :
I’interleukine-33, triphosphate d’adénosine5’ et la protéine de choc. L’anémie survient si la

moelle ne compose pas (Thomas, 2013).

4.1. Hémolyse in vivo

C’est une hémolyse pathologique intravasculaire aigué ou chronique se défini par une
destruction exagérée des hématies produits, dont la durée de la vie se trouve ainsi raccourcie.
Cela conduit souvent a I’anémie (OMS, 2002).

Plusieurs, conditions peuvent provoquer une hémolyse in vivo :

- Malformation des globules rouge :la maladie Thalassémies.

- Anomalies de membrane comme : Micro-sphérocytose héréditaire (augmentation
de la perméabilité au Na+ et a ’eau).

- Certaines infections : virales (hépatites virales).

- Hémolyse auto-immune par la fixation des anticorps sur les GR qui conduit a
I’activation du complément pour la destruction du GR par les phagocytes des
differents organes (foie et la rate).

- Les effets secondaires de certains médicaments (anti-inflammatoires non
stéroides), (Mintzer et Billet, 2009).

4.2.Hémolyse in vitro

Elle se réalisée dans les tubes, par I’ajout d’eau distillée ou agitation excessive du
sang, cela peut provoquer une hémolyse. L’aspiration trop rapide du sang au cours du
prélévement.
Aprés I’hémolyse in vitro, tous les composants des cellules sanguines, y compris le
potassium, la LDH et ’ASAT, sont augmenté, quelle que soit la concentrations hémoglobine
(OMS, 2002).

5. Processus d’hémolyse
L’accumulation de modifications de la membrane érythrocytaire au cours du
vieillissement (peroxydation des lipides membranaires, formation de néo-antigénes

sénescents), sont autant de signaux qui permettent aux macrophages de reconnaitre,
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Les érythrocytes par les cellules phagocytaires pour éliminer les composants et les réutilisées
(Beaumont et Canon-Hergo, 2005).

L’hémolyse (hémo =sang; lyse = perturbation). Est un phénomene physiologique
irréversible qui provoque la rupture de la membrane des globules rouges, entrainant la
libération des composants des GR dans le plasma, notamment 1’hémoglobine. Ce phénoméne
est mis en évidence par détection visuelle (Topfer et al., 2000), aprés centrifugation ou par
mesure spectrophotométrique de la densité optique du surnageant (hémoglobine), qui apparait
rose a rouge dans I’échantillon (Mezzou et al., 2006). L’hémolyse se manifeste par une
augmentation des taux d’hémoglobine sérique associées & une augmentation de la lactate
déshydrogénase (LDH), du phosphate de la créatine kinase (CK) (Ali et al., 2014), et une
diminution des taux d’haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée. L ’hémoglobine libérée lors
de ’hémolyse est dégradée en bilirubine non conjuguée ou conjuguée avec 1’hépatoglobine
formant un complexe qui sera éliminer rapidement par le foie (Marchand et al., 1980 ;
Guitton et al., 2008).
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Matériel et méthodes

1. Objectif

L’objectif de notre étude est I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait

hexanique de Thymus ciliatus par la méthode de FRAP et la détermination de I’effet

hémolytique.

L’>étude a été réalisée au niveau de laboratoire de biochimie de la faculté de science de la

nature et de la vie de I'université de Tlemcen. L’identification de la plante a été effectué par

Mr BABALI Maitre de conférences classe « A » a ’université de Tlemcen.

2. Matériel vegétal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs) de Thymus

ciliatus, une plante de la famille des Lamiacées, qui a été récoltée au mois de mars 2022 a la

commune d’Ain Fezza, wilaya de Tlemcen.

Apres la récolte, la plante a été séchée a 1’air libre et & 1’abri de la lumiére et I’humidité.

L

Les fleurs

Figure 6 : Thymus ciliatus apres récolte et sechage
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3. Préparation de I’extrait
3.1 Préparation de I’extrait hexanique
e 10 g de la matiere vegétale séche est mélangée avec 200 ml de solvant I’hexane
préalablement chauffe, le mélange repose pendant une heure a I’obscurité (extraction
par infusion).
e Filtration de la solution.
e Evaporation du filtrat & ’aide d'un rotavapor, pour concentrer 1’extrait.

e Séchage a I’étuve & 40°C pendant 24 h.

e Récupération du produit.

C D
Figure 7 : Les étapes de la préparation de I’extrait hexanique.

(A) Solution aprés infusion, (B) Filtration, (C) Rotavapor.
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3.2.Calcul du rendement : aprés I’extraction. L’extrait séché est récupére et le rendement
est calculé par la formule suivante :
R=[(M2-M1) /p] x 100
Ou: - R:rendementen pourcentage %
-M2 : la masse de la boite pétrie apres séchage (contient I’extrait) en gramme.
-M1 : la masse de la boite pétrie vide en gramme.

- P : 1g (poids de matériel végétal prise d’essai).

4. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de FRAP (ferric reducing
antioxidant power).
4.1.Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est lié & son pouvoir antioxydant. Cette technique
mesure la capacité d’extrait a réduire le fer ferrique(Fe*3). Présent dans le complexe de
ferricyanure de potassium en fer ferreux(Fe*?). Le fer ferrique est jaune se réduit et devient
bleu ou vert en présence d'un atome d’électron. Le changement de la coloration du jaune ou
bleu ou vert est proportionnel a I’activité antioxydante (Habibou et al., 2019).

Fet3 + 1le - Fe'?

4.2.Solutions a préparer

Solution tampon phosphate 0,2M ; pH=6,6

Solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1%.

Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%.

Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCl3 a 0,1%.

4.3.Mode opératoire

Iml de I’extrait a différentes concentrations (1M ;0,8 M ;0,6M ;0,4M ;0,2) est mélangé avec
2,5 ml de la solution tampon phosphate et 2,5 ml de ferricyanure de potassium, ensuite incubé
dans I’étuve a 50°C pendant 20 min.

Apreés I’incubation 2,5 ml d’acide trichloracétique sont ajoutés.

0,5 ml de solution sont mélangés avec 2,5 ml d’cau distillée et 0,5 ml de chlorure

ferrique.
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La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a I’aide d'un
spectrophotometre UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en remplacement 1’extrait

par I’eau distillée.

C

Figure 8 : Evaluation de I’activité antioxydante (méthode de FRAP). (A) : Mélange
réactionnel avant incubation. (B) : Mélange réactionnel aprés incubation. (C) :
Spectrophotométre.
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4.4. Protocole

(8) (1)
1 ml de I'extrait

hexanique
/ \

Lecture +2,5ml de tampon
Spectrométrique a phosphate 0,2M
700 nm (PH =6,6)
)
(7)
+0,5ml de +2,5ml
chlorure ferriyanure de
férrique Potassuim a 1%

(6) /\ (3)

2,5 de mélange

réactionnel +2,5 ml Incubation a 50°C
d'eau distillée pendant 20min
T~ +25ml de —
(5) trichloracétique a (4)
10%

Figure 9 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur de I’extrait hexanique de
Thymus ciliatus
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5. Evaluation de I’effet hémolytique

Le test de I’effet hémolytique de I’extrait hexanique de Thymus ciliatus a été réalisé in
vitro sur une suspension érythrocytaire du sang humain, conservée dans un tampon phosphate
saline (PBS) a pH=7,4.

Figure 10 : Suspension érythrocytaire

5.1.Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang est prélevé dans un tube héparine a partir d’un donneur sain. Ensuite, il est
centrifugé a 3000 rpm durant 10 min. Le plasma (surnageant) est éliminé. Le culot (la
suspension érythrocytaire, GRh) est lavé trois (3) fois par le PBS pour étre resolubilisé a

nouveau par 1 ml de PBS.

5.2.Préparation des extraits
50 mg de ’extrait mélangé avec 8 ml de PBS et 8ml d’éthanol.
5.3.Mode opératoire
Le test d’effet hémolytique de la plante étudice :
v' Mette dans tubes a hémolyse la suspension érythrocytaire avec de I’extrait hexanique a
différentes concentrations (3,1 M ; 1,55M ; 0,77M ; 0,387M ; 0,193M).
v"Incuber les tubes a 37°C pendant 30 min.
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v’ Centrifuger les tubes a 3000 rpm pendant 10 min.
v' La lecture est réalisée a une longueur d’onde de 540nm, a I’aide d’un
spectrophotometre UV visible contre un blanc contenant de PBS.

En paralléle, un tube contrdle négatif en remplacant 1’extrait avec de I’eau physiologique est
préparé. Dans les mémes conditions, un tube contrle positif correspondant a 100%
d’hémolyse est préparé en remplacant I’extrait par I’eau distillée.
Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :

% d’hémolyse = (At — Ae /AC) x100

AC = Absorbance du contrdle.

Ae = Absorbance éthanol + suspension cellulaire.
At = Absorbance du test.

Figure 11 : Evaluation de I’effet hémolytique
(A) : Mélange réactionnel avant incubation. (B) : Etuve. (C) : Centrifugeuse.
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Résultats et interprétation

1. Extraction
1.1. Aspect et rendement

L’extrait obtenu était d’aspect un peu pateux et de couleur jaune- orange.

L’extrait hexanique a donné un rendement de 21,06%.

Figure 12 : L’extrait hexanique dans un tube Eppendorf.

2. Evaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP
Dans notre test, 1’activité antioxydante de Thymus ciliatus se manifeste par un
changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune en vert.

2.1 Effet de ’extrait hexanique

0,45

0.4 R=09978""
0,35 .,
03—+
025 | <
o2 e

.

ot
.

Absorbances

o
o

0 0.2 04 0,6 0,8 1 1,2
Concentrations de I'extrait hexanique (mg/ml)

Figure 13 : Courbe représentative du pouvoir antioxydant de 1’extrait hexanique.
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La figure 13, montre I’évaluation linéaire des absorbances mesurées en fonctions des

concentrations ; on déduit que les absorbances sont proportionnelles aux concentrations.

2.2.Effet ’acide ascorbique

y =4,7643x - 0,0185
2_ q
05 R? =0,9906
.
0,4
-‘.‘
5 :
21 03 -
S L
= a
S| 02
< .
0,1
~
0 -
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
0,1
Concentration en mg/ml

Figure 14 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en

fonction des concentrations de 1’acide ascorbique de Thymus ciliatus.

Dans la figure 14, on remarque qu’elle est semblable a la premiére courbe (figurel3)

2.3.Calcul de la concentration efficace 50 (ECsq)
C’est la concentration qui correspond a une absorbance de 0,5 a 700 nm. Calculé a
partir de 1’équation de la droite, les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Les valeurs d’ECs.

Extraits ECc, (Mmg/ml)
Extrait Hexanique 1,19
Acide Ascorbique 0,108

Dans notre étude I’extrait hexanique a une valeur d’ECg, de 1,19mg/ml, on peut dire
qu’il est efficace mais ’acide ascorbique reste le plus efficace en pouvoir antioxydant avec

une ECg, de 0,108 mg/ml.
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3. Evaluation de I’effet hémolytique de I’extrait hexanique de Thymus ciliatus
100
y = 31,214x - 2,3225 S
R? =0,9904
80
3
(b}
S
o) 60
& o ..
Na)
S 40
(]
(@)
it
c 20
(@}
4
S oas®
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

-20
Concentrations de l'extrait hexanique (mg/ml)

Figure 15 : Courbe représentative de I’effet hémolytique de 1’extrait hexanique
de Thymus ciliatus

Dans notre étude 1’extrait hexanique a une valeur d’ECs, = 1,67 mg/ml.
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Discussion

Depuis longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la
protection de la santé¢ des hommes et dans la survie de I’humanité (Machiex et al., 2005), le
thym fait partie des plantes médicinales utilisé en médecine traditionnelle vu a sa valeur
thérapeutique (Mahmoudi et al., 2013).

L’objectif de ce travail est porté sur I’évaluation de I’activité antioxydante et 1’effet
hémolytique de la partie aérienne de Thymus ciliatus.

Afin d’évaluer ces effets biologiques, la plante a été soumise a une extraction par
infusion dans I’hexane. L’extrait hexanique de Thymus ciliatus présente un trés bon
rendement de 1’ordre de 21,06%.

Nos résultats sont hautement supérieurs par rapport a ceux déterminés par Belhadj
(2015), L’extraction a été réalisée par hydrodistillation, le rendement en huile essentielle est
3%.

Un rendement en huile essentielle de la partie aérienne de Thymus ciliatus de 1’ordre
de 1,2% dans une étude de Amarti et al. (2010).

L’activité antioxydante a été mise en évidence par la méthode de FRAP. Selon les
résultats obtenus, I’extrait hexanique possede une bonne activité antioxydante avec une
ECspde 1,19 mg/ml ; mais I’acide ascorbique reste toujours le composé le plus réducteur avec
une ECs, de 0,108 mg/ml.

Les résultats obtenus dans une étude de Souadia (2022) sur I’activité antioxydante de
I’huile essentielle de Thymus ciliatus d’Algérie par la méthode de FRAP montent que I’'HE
possede une activité antioxydante avec une ICs,de 3,88mg/ml.

Kholkhal et al. (2013), ont étudié I’activité antioxydante de Thymus ciliatus par la
méthode de FRAP. La fraction d’acétate d’éthyle de la partie aérienne de la plante présente
une capacité a réduire le Fer plus marqué a celle de I’acide ascorbique. Cependant la fraction
butanoliques de la partie aérienne et des racines, posséde une capacité largement inférieure a
celle de I’acide ascorbique.

Goudjil et al. (2019), ont évalué I’activité antioxydante de HE de Thymus capitatus
par la méthode de FRAP, la valeur ECs, est 2,13 +0,07.

D’aprés Lagouri et Nisteropoulon (2009), I’extrait méthanolique et 1’extrait
acétonique de la partie aérienne de Thymus vulgaris présentent une activité antioxydante avec
des ECs, de 0,016 g/l et 0,031 g/l, respectivement.

L’extrait hexanique du T. ciliatus présente un effet hemolytique de 50% a une ECs, de
1,67 mg/ml.
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Priya et al., (2010) ont montré que Achyrantes asera a une trés faible activité
hémolytique vis-a-vis des érythrocytes humains.

Kalita et al. (2011) montrent que ’extrait aqueux de Lantana canara et ses différentes
fractions possedent une activité modérée.

L’¢étude de Hadj Abdel Kader (2020) montre que 1’extrait hexanique de la partie
aérienne de Hyscyamus niger est plus hémolytique 7,19 % a 1mg/ml, que 1’extrait eau-acétone
de 5,87% a 1mg/ml.

Belhadj (2015) a teste I’effet hémolytique de I’huile essentielle de Thymus ciliatus par
graduation de concentration, elle a enregistré un taux d’hémolyse atteint 50% a une
concentration de 0,0037pg/ml.

Finalement, nous constatons que la partie aérienne de Thymus ciliatus a une activité
antioxydante remarquable et importante, qui peut étre due a la présence de différentes
molécules dans I’extrait testé. Cette plante peut étre considérée comme une source pour
le développement de médicaments efficaces. Ce travail est encore préliminaire et merite

d’étre reproduit par d’autres techniques.
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Conclusion générale

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes pour
les maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’activité biologique (activité antioxydante
et I’effet hémolytique) de I’extrait hexanique de Thymus ciliatus, une plante de la famille des
lamiacées, par la méthode de réduction du fer FRAP concernant 1’activité antioxydante et
I’évaluation de I’effet toxique de I’extrait sur les cellules de 1’organisme humain.

Thymus ciliatus, présente un tres bon rendement en extrait hexanique de I’ordre de
21,06%.

Les résultats de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer FRAP,
montent que 1’extrait hexanique posséde une capacité a réduire le fer qui augmente avec la
concentration.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’extrait hexanique de Thymus
ciliatus exerce un effet antioxydant important avec une ECg, de 1.19 mg/ml, mais cette
activité reste toujours inférieure a celle de la molécule de référence (acide ascorbique) avec
une ECso= 0,108 mg/ml.

Concernant I’effet hémolytique, I’extrait hexanique de Thymus ciliatus présente un
effet hémolytique de 50% a une ECs, del,67 mg/ml.
Cette étude nécessite une poursuite par des nouvelles approches et mérite d’étre
approfondi par d’autres recherches qui s’intéressent a :
1) L’utilisation d’autres méthodes d’extraction : macération, décoction...
2) Réalisation d’autres technique d’évaluation de 1’activité antioxydante ; tel que:
DPPH, ORAC (oxygéne radical absorbance capacité).
3) L’évaluation d’autres activités biologiques : activité anti bactérienne, activité

antifongique, activité antidiabétique...
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