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Résumé

Le principe actif extrait des végétaux est souvent utilisé dans la médecine alternative, production

cosmétique et le domaine agroalimentaire, ce qui lui confere une activité antioxydante tres importante.

Dans le but de connaitre les activités des plantes médicinales utilisées traditionnellement par la
population, notre travail a porté sur I’évaluation de I’activité antioxydante de la partie aérienne de Thymus

ciliatus par la technique réduction de fer FRAP.

La plante a été soumise a une extraction par infusion dans 1’eau- méthanol (30/70) suivie d’un
fractionnement liquide-liquide par I’acétate d’éthyle. L’évaluation de pouvoir antioxydant par la méthode
de réduction du fer FRAP a révélé que la fraction aqueuse présente une meilleure activité par rapport a la
fraction organique, et a 1’extrait brut avec des ECso de 0,465 mg/ml, 1, 97 mg/ml et de 2.382 mg/ml,
respectivement.

En conclusion, cette plante présente une activité antioxydante intéressante.

Mots clés : Thymus ciliatus, pouvoir antioxydant, FRAP, plantes médicinales.



Abstract :

The active principle extracted from plants is often used in alternative medicine, cosmetique

production and food industry, which gives it a very important antioxidant activity.

In order to know the activities of medicinal plants traditionally used by the population, our work
focused on the evaluation of the antioxidant activity of the aerial part of Thymus ciliatus by the FRAP iron

reduction technique.

The plant was subjected to extraction by infusion in water-methanol (30/70) followed by liquid-
liquid fractionation by ethyl acetate. Evaluation of antioxidant capacity by FRAP iron reduction method
revealed that the aqueous fraction showed better activity compared to the organic fraction, and the crude
extract with ECso of 0.465 mg/ml, 1, 97 mg/ml and 2.382 mg/ml, respectively.

In conclusion, this plant presents an interesting antioxidant activity.

Key words : Thymus ciliatus, antioxidant power, FRAP, medicinal plants.
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Liste des abréviations :
MPUP : matiéres premiéres a usage pharmaceutique.
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché.
Ssp : sous-espéce.
S. epidermidis : Staphylococcus epidermidis.
S. saprophiticus : Staphylococcus saprophyticus.
S. aureus : Staphylococcus aureus.
T.ciliatus : thymus ciliatus.
H.E. : huile essentielle.
EOA : espéces oxygénées activées.
Oz2 : oxygéne.
ERO : especes réactives de ’oxygene.
ADN : acide désoxyribonucléique.
NADP : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
H : hydrogéne.
-OH : radical hydroxyle.
Mn : manganese.
H202 : le peroxyde d’hydrogéne.
Fe : fer.
SOD : superoxyde dismutase.
-SH : groupement sulphydryle.
MDA : malondialdehyde.
4HNE : 4-hydroxynonénal.

POX : peroxydases.



RO:2 : radicaux peroxyles.

Asc-- : radical ascorbyle.

FRAP : Ferric reducing-antioxidant power.

T° : température.

C : Celsius.

VIV : volume/ volume.

KaFe : ferricyanure de potassium.

TCA : I’acide trichloracétique.

FeCls : chlorure ferrique.

R : rendement en pourcentage %.

M2 : la masse de la boite pétrie aprés séchage (contient 1’extrait) en gramme.
M1 : la masse de la boite pétri vide en gramme.
P : 10g (poids de matériel végétal prise d’essai).
Fes+ : fer ferrique.

Fex+ : fer ferreux.

nm : nanometre.

ICso : concentrations efficaces.
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Introduction générale.

De part sa situation géographique particuliere, 1’ Algérie bénéficie d’une gamme tres
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée plus de 3000
especes appartenant a plusieurs familles botaniques, le territoire Algérien couvre d’importantes
ressources végétales réparties sur les cotes, les plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et
est auteur de points d’eau (Kholkhal, 2014), chacune de ces plantes peut contenir des centaines
voire des milliers de métabolites secondaire, ou de principes actif qui peuvent produire
différentes actions physiologique sur le corps humain (Benchikhi,2017).

Du fait de leurs abondances dans la nature et de leurs utilisations par les populations
locales pour se soigner, certaines plantes se sont imposées dans le monde médicinal (Kholkhal,
2014).

La médecine traditionnelle réunit I'ensemble des connaissances, compétences et
pratiques basées sur les théories, croyances et expériences auxquelles différentes cultures ont
recours pour entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou soigner des

maladies physiques et mentales (OMS, 2009).

Ces derniéres années, le recours a la médecine traditionnelle s’est répandu partout dans
le monde et a gagné en popularité, une grande partie de 1’intérét des recherches actuelles porte
sur I’é¢tude de molécules antioxydantes naturelles qui agissent comme captateurs de radicaux
libres, les composés antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus
d’un intérét dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilis€s pour la
conservation des denrées comestibles pour I’industrie agroalimentaire (par exemple empécher
I’oxydation des lipides) (Pan et al., 2008).

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la
recherche de molécules bioactives.

Notre étude consiste a la recherche de I’activité antioxydante de I’extrait d’une plante
aromatique, Thymus ciliatus qui appartient a la famille des Lamiacées, provenant de région de
« Tlemcen ».

La famille des lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comporte environ
258 genres pour 6900 especes plus ou moins cosmopolites, une grande partie de ces plantes
sont aromatiques riches en I’huile essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal
(Aouina et Lakhdari, 2019).

La sélection de cette plante est motivée par le fait qu’elle est parmi les plantes aromatiques

les plus populaires utilisée dans le monde entier, le présent travail est une contribution dans la

1
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valorisation des principes actifs contenus dans la flore algérienne peu connue jusqu'a présent et
est présenté comme sulit:
v La premiére partie comporte une étude bibliographique sur la plante Thymus ciliatus, et ses
caracteres, les oxydants et les antioxydants.
v" La deuxiéme partie comporte le travail expérimental, les résultats obtenus et la discussion.
v Enfin, la derniere partie concerne la conclusion finale et les perspectives de ce travail.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée, Thymus ciliatus.

I Plantes médicinales

1.1 Généralité

Depuis l'antiquité I'nomme utilise les plantes comme une source principale de
nourriture, par la suite s'est développé pour les utiliser comme médicaments et remédes afin de
soigner les différentes maladies, jusqu'a maintenant les plantes sont encore destinées a la santé
humaine, d'aprés les études statistiques, plus de 25% des médicaments dans les pays développés
dérivent directement ou indirectement des plantes, sachant que pour la synthése d'un seul
médicament 10000 molécules doivent étre synthétisées et testées (Jérome, 2006).

L’activité thérapeutique des plantes médicinales provient non seulement de la présence de
substances actives organiques (alcaloides, flavones, saponines ... etc.), mais aussi de bon
nombre de vitamines et de minéraux, réel potentiel thérapeutique : potassium, calcium,
manganeése, fer, cuivre, silice, zinc, fluor, phosphore, iode, nécessaires a un organisme sain et a
plus forte raison a un organisme malade, bon nombre de plantes sont susceptibles de contribuer
a leur apport, les minéraux ne se retrouvent pas en égale proportion au cours de la vie de la
plante, certaines d’entre elles les sélectionnent pendant leur croissance et ont tendance a en
concentrer quelques - uns, certaines parties de la plante sont plus spécifiguement concernées,
C’est I’apport de sa partie active sous forme de poudre qui apporte le potentiel minéral

maximum : ¢’est le totum de la plante (Korib, 2017).

L’emploi des plantes médicinales est multiple et doit étre évalué selon la pathologie, son
caractére aigu ou chronique, et en fonction des traitements pris par le patient, ces facteurs
influent sur la décision du pharmacien d’intégrer une ou plusieurs plantes médicinales dans la
prise en charge du patient, il faut pouvoir distinguer deés le départ si le patient requiert une prise
en charge pour une pathologie aigiie ou chronique, cependant, la tendance actuelle qui soutient
que le produit de phytothérapie peut remplacer un traitement allopathique en raison de leur effet
pharmacologique similaire est souvent une vision trop simpliste de la prise en charge

thérapeutique du patient (Limonier, 2018).

1.2 Phytothérapie

Etymologiquement, le terme « phytothérapie » se décompose en deux termes distincts qui
sont « phuton » et « therapeia » et qui signifient respectivement « plante » et « traitement » de
par leur racine grecque (Chabrier, 2018).

La phytothérapie est donc une thérapeutique destinée a traiter certains troubles fonctionnels

et certains états pathologiques au moyen de plantes, des parties de plantes et des préparations a

3
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base des plantes, c’est une thérapeutique inspirée de la médecine traditionnelle basée sur un
savoir empirique enrichi au fil des générations (Limonier, 2018).

Ce savoir empirique s’est ensuite transformé en analyse botanique pour déterminer par quel
mécanisme d’action les plantes pouvaient agir, et quelles étaient les molécules ou les
constituants responsables de cet effet thérapeutique, et une fois ces extraits actifs isolés et
standardisés, ont pu émerger les phyto-médicaments, produits soumis a une AMM, et a des
réglementations sur ’'MPUP pour les préparations magistrales a base de plantes médicinales
délivrées exclusivement en officine, c’est donc la pharmacognosie, c’est-a-dire 1’étude
botanique de la plante et de ses principes actifs (Gruffat, 2017).

Aujourd’hui la phytothérapie se décline sous plusieurs formes en fonction de la méthode
d’extraction de la drogue végétale :

- Les tisanes.
- Les formes seches : gélules et comprimés a avaler.
- Les formes liquides : sirops, macérats, teintures et extraits fluides.

- Les pommades, cremes et onguents (Gruffat, 2017).

1.3 Modes de préparations
1.3.1 L’infusion

Se fait généralement avec les fleurs et les feuilles des plantes, mais dans certains cas, il est
possible de faire également infuser des racines et des écorces, le principe est simple versez de
I’eau bouillante sur la plante (il faut compter une cuillerée a café de plante par tasse), et vous
laissez infuser entre dix et vingt minutes, une infusion peut se conserver au réfrigérateur
pendant 48 heures maximum, en principe il est préférable de ne pas sucrer les tisanes
(Sofowora, 2010).

1.3.2 La décoction

Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de la plante, comme les
racines, et aux écorces, qui liberent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion, la
réglisse, les racines de ginseng, sont fréquemment utilisées en décoction, cette méthode consiste
a extraire les propriétés des plantes en les laissant « infuser » dans de I’eau portée ensuite a
ébullition, comptez une cuillerée a soupe de plantes par tasse, il faut déposer les plantes dans
une casserole, portez ensuite a ébullition, et laissez le tout mijoter sur le feu pendant une

vingtaine de minutes jusqu’a ce que le liquide ait réduit d’un tiers, retirez du feu, puis laisser
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infuser (et refroidir) pendant une heure, avant de filtrer, vous pouvez conserver une décoction

pendant trois jours au refrigérateur (Pierre et Lis, 2007).

1.3.3 La macération

Selon (S. Nogaret-Ehrhart, 2003), la macération consiste & maintenir en contact la plante
avec de l'eau potable a température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 4 heures, ce
mode de préparation s'applique tout particuliérement aux plantes mucilagineuses (racines de
guimauve ...).

La macération a I’huile froide : cette technique consiste a remplir de plantes un grand bocal
en verre, puis a les couvrir d’huile.

La macération a I’huile chaude Pour fabriquer des crémes, ou des huiles de massage, vous
pouvez faire infuser les herbes dans de I’huile chaude, les huiles d’olive, d’amande douce sont

conseillées.

1.3.4. Le cataplasme

C’est le méme principe que pour les compresses, a la différence que se sont ici les herbes
qui sont directement utilisées, et non pas une infusion, les plantes sont hachées grossierement,
puis mises a chauffer dans une casserole, recouvertes d’un peu d’eau, puis laissez frémir deux

a trois minutes (Nogaret-Ehrhart, 2003).

Il.  Présentation de Thymus ciliatus
I1.1. Historique

Les grecques brllaient cette herbe pour chasser les insectes piqueurs de la maison, le thym
représentait le style et I'¢légance des premiers Grecs, la chevalerie au Moyen Age et I'esprit
républicain en France, au début du Moyen Age, les moines bénédictins apportaient Le Thym
en Europe centrale et en Angleterre car ils pensaient que les oreillers a thym soulageaient
I'épilepsie et la Mélancolie, du temps des Egyptiens, le thym est utilisé pour embaumer les
morts, les Romains, de leur part brilaient le thym pour éloigner les créatures venimeuses, et

s’en servaient aussi pour aromatiser le fromage (Charles, 2013).

11.2. Présentation de la famille de lamiaceae
La famille des lamiaceae (labiées) du latin labia (levre) signifiant que les fleurs ont une

forme caractéristique a deux levres, est une famille importante appartenant aux angiospermes
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dicotylédones, qui comprend pres de 7000 espece répartie en 250 genres plus ou moins
cosmopolites, mais particulierement répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale, dans la flore de 1’ Algérie, les lamiaceae sont représentées par 28 genres et 146 especes,
certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des espéces
(Khelifi et Medjani, 2018).

Ces plantes sont traditionnellement utilisées dans les remédes naturels contre : 1’asthme,

I’ingestion, les maux de tétes et le rhumatisme.

Fleur
(2 Rvres)

CL de la fleur

Figure 01 : Caracteres morphologigues et anatomiques des Luminacees (Sahoua, 2021)

11.3. Donnés botanique

Le thym est un petit arbrisseau, formé de touffes compactes de 10 a 30 cm de hauteur, ses
tiges sont ramifiées, sessiles, petites et étroites de forme lancéolée, de couleur bleu vert. Les
fleurs réunies en épis au sommet des branches ont un calice tubuleux se terminant par deux
lobes, le lobe inférieur comporte deux dents allongées et une corolle également tubuleuse et
bilabiée dont la levre supérieure est entiere et la levre inférieure découpée en trois petits lobes,
le fruit est formé de quatre akenes marrons et presque ronds (Spichiger et al., 2004).

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en regard de sa superficie et sa
diversité bioclimatique, le genre thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées, comprend
plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes

jusqu'aux zones arides, il est représenté en Algérie par de nombreuses espéces quine se prétent
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pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s’hybrider

facilement (Saidj, 2006).
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Figure 02 : Répartition géographique de thym dans le monde (Stahl-biskup,2002)

11.4. Position systématique
En 1963, Quezel et Santa ont désigné plus de 100 espéces de plantes aromatiques

appartenant a la famille des labiees, le Thymus ciliatus est une -espéce qui appartient a:

Embranchement..........cocooveiiiiiiiiciicee, Phanerogames

Sous Embranchement.........ccocceveiiiiiiinnnen. Angiospermes
Classe.....ccouviiiiiiiiiiiiissis e Dicotylédones

SOUS ClaSSe. ...cuveieiiiieiiiiiiiisiis e Gamopétales

SEIIB oot Gamopétales Hypogynes
SOUS SEri...ccviiiiiiiiiiiiiiiitsi i Division Bicarpétalées
Ordre...ccoooeeeeiiiiiiieiiseiiess s, Tubiflorales

SOUS Ordre....cceiiiiiiiiiiiiiieiie i, Lamialles
Famille........ooovveiiiiiiiiiiiiiiiciii, Labiées

TrDU. e Saturiés
GENME...ceiiiiiiiiiiee et Thymus

ESPECE .o ciliatus
GEeNre-espece...cueueueueeeaeaeaeannnnn.... Thymus ciliatus

SO et .eu- ciliatus coloratus munbyanus
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11.5. Nomenclature
e Nom vernaculaire : thym.
e Nom arabe : Zaitra, djertil.

e Nomanglaise : Thyme.

Le nom Thymus vient probablement du latin "Thymus" qui signifie « parfumeé » ou du Grec
"Thymos" qui signifie "courage™ ou "force (Hardman et al., 2007).

Le Thymus est couramment appelé thym ou serpolet, en Algérie, il est nommé Za-itra ou
Za-ater en arabe et Azukni ou Tazuknite en berbére.

11.6. Description de Thymus ciliatus

Le Thymus ciliatus est une espéce spontanée, c'est un arbrisseau de petite taille, mais
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, rencontrée dans les
broussailles, matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés
(Moussaoui et al., 2014).

Elle se développe spontanément, caractérisée par une morphologie externe ciliée, elle est
localisée au niveau du bassin méditerranéen et dans le nord de I'Algérie, les écologistes ont
localisé sa présence au niveau de la wilaya de Tlemcen Terny, Sidi Djillali, on lui reconnait
également des propriétés antiseptiques, antispasmodiques et digestives, ces proprietés
biologiques et pharmaceutiques du thym sont en grande partie dues a la présence de substances
actives telles que les flavonoides qui représentent une des plus grandes classes des produits

naturels synthétisés par la plante (Johnson, 1999).

Figure 03 : Thymus ciliatus. (http://www.florabeilles.orq).



http://www.florabeilles.org/
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11.7. Usage et activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Thymus ciliatus posséde plusieurs propriétés
biologiques :

11.7.1. Activité antioxydante

Cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante tels que: les flavonoides,
les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses actions antioxydantes en
inhibant la production de I’anion superoxyde, I’hydroxyle, comme ils inhibent la peroxydation

lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 2009).

11.7.2. Activité antimicrobienne

Ben Sassi et al., (2007) ont étudié 1’activité antibactérienne de quatre extraits organiques
(méthanol, acétate éthyle, acétone, chloroforme) de 23 plantes médicinales dont Thymus ciliatus
contre 14 bactéries gram positif et gram négatif. Les résultats ont montré que I’extrait d’acétone
est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois types de bactéries: S. epidermidis, et S.

saprophiticus, S. aureus.

11.7.3. Activité Antiseptique

Son action antiseptique s’exerce ¢galement sur le systeme digestif et notamment en cas de
diarrhée, il est aussi vermifuge utilisée aussi pour soigner les infections pulmonaires : I'asthme
et la bronchite (Khelifi et Medjani, 2018).

11.7.4. Activité anticholinestérase
Dans la Maladie d’ Alzheimer, les cellules nerveuses se détériorent progressivement, surtout
celles produisant de [’acétylcholine Les anti-cholinestérasiques diminuent ’activité de

I’acétylcholinestérase, enzyme détruisant ’acétylcholine (Nemati et al., 2017).

11.8. Huiles essentielles

La définition qui semble la plus universellement acceptée est la suivante : « Huile
obtenue suite a I’extraction de la matiére végétale a la vapeur d’eau », cette huile est composée
d’un mélange des substances volatiles obtenues par co-distillation avec la vapeur d’eau, celle-
ci libere des substances renfermées dans les glandes de la plante, a des températures plus basses
que leur propre point d’ébullition grace a la contribution de la pression partielle de la vapeur

d’eau(Garneau et al.,1996).
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Les huiles essentielles sont employées en aromathérapie pour préserver ou ameliorer la
santé et la beauté des étres humains, elles peuvent étre utilisées pour usage externe (inhalations,
compresses, massages, bains aromatisés, soins des cheveux, diffusion d’ardme, etc.) ou interne
(infusions, sirops, pastilles, etc.)(Bentayeb et Djemmal, 2014).

L’huile essentielle de T. ciliatus présente un polymorphisme chimique trés important.
en effet, Benjilali et al., (1987) ont montré que le profil chimique de 14 échantillons de T.
ciliatus de différentes régions du Maroc est trés variable.

La teneur et la nature des composés majoritaires varient considérablement d’un
¢chantillon a 1’autre en fonction de 1’origine des plantes : thymol (0,3-29,3 %), carvacrol (0,4-
21,7 %), acétate d’a-terpényle (0-42,9 %), acétate de géranyle (0-21,7 %), butyrate de géranyle
(0-26,7 %), camphre (0,4-28,4 %) et bornéol (0,1-31,6 %).

C’est le cas aussi pour T. ciliatus de I’ Algérie, pour lequel Giordani et al. (2008) ont
montré que 'huile essentielle de cette espece originaire de Djebel Ansel est dominée par le
thymol (60,52 %), alors que le carvacrol (72,4-80,3 %) est le constituant principal de huit

provenances de T. ciliatusspp. eu-ciliatusde la région de Tlemcen (Bousmahaet al., 2007).

11.9. Toxicite

Certaines substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour I'nomme au
méme titre que certaines substances de synthese, les huiles essentielles contenant surtout des
phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses comme la cannelle
de ceylan, basilic exotique, menthe, clou de girofle, niaouli, thym a thymol, marjolaine,
sarriette, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanees allergiques les
huiles essentielles qui sont utilisees en parfumerie peuvent se comporter en irritant des
muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les
asthmatiques, une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité
générer une toxicité élevée voir un coma et méme la mort (Arrar et al., 2016).
Aucune toxicité n'a été signalée a ce jour concernant le thym, lorsqu'il est utiliseé aux doses
préconisées. Toutefois, l'usage de son huile essentielle ne doit pas se faire sans prescription
médicale (Festy, 2017).
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l. Le stress oxydatif
I.1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces
réactives de I’oxygéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003).

En faveur des premiéres. Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice
physique intense), mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon
anormale la production des EOA dans notre organisme, a long terme, ceci peut contribuer a
I’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement comme les cancers ou les maladies

cardio-vasculaires (Haleng, 2007).

1. Espéces réactives oxygénées
Le dioxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet
de produire de I’énergie en oxydant de la matiére organique, mais nos cellules convertissent
une faible partie de O2 en métabolites potentiellement toxiques: les especes réactives de
I’oxygeéne (ERO) il existe plusieurs types d’ERO, radicalaires ou non-radicalaires, les ERO sont
susceptibles de participer a la dégradation des biomolécules (lipides, protéines, ADN, glucose,
...) (Achat, 2014).

I1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est trés instable et réagie rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilite,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical
libre(Boudjouref, 2011).

I1.1.1. Radical superoxyde Oze-

Le radical superoxyde résulte de la réduction monovalente de ’oxygene, soit 1’apport
d’un électron a la molécule Oz, cette réaction se fait dans les mitochondries lors de la respiration
cellulaire, un autre site de production est le polynucléaire neutrophile, celui-ci utilise les ERO
pour son activité phagocytaire, de plus, lors d’un stress (sepsis, ischémie...) des enzymes
comme la NADPH-oxydase et la xanthine-oxydase peuvent produire des radicaux superoxydes
(Guilloty, 2016).
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11.1.2. Radical perhydroxyle HOz2e

Celui-ci est obtenu aprés protonation du radical superoxyde en milieu pH < 4,8, le
radical perhydroxyle est plus réactif que le superoxyde car le potentiel standard
d’oxydoréduction est plus élevé ainsi que ses constantes de vitesse, notamment vis-a-vis des

acides gras polyinsaturés (acides linoléique, linolénique, arachidonique) (Guilloty, 2016).

I1.1.3. Radical hydroxyle OHe

Il s’agit du radical le plus toxique, il n’a pas de role physiologique connu dans la chaine
respiratoire mitochondriale, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir directement avec des ions
métalliques (fer ou cuivre) par la réaction de Fenton, il s’agit d’une réaction d'oxydation
avancée aboutissant a la formation du radical hydroxyle OHe qui est le deuxieéme oxydant le

plus puissant présent dans la nature apres le Fluor (Briber, 2019).

11.1.4. Radical peroxyle ROz
La radiolyse ou I’irradiation de solvants comme I’éthanol (CH3CH20H) permet de
générer des radicaux peroxyles (CHsCH(Oz¢) OH) (Briber, 2019).

I1.2. Les espéces réactives de I'oxygéne non radicalaires
I1.2.1. Peroxyde d’hydrogene (H202)

Le peroxyde d’hydrogéne est obtenu a partir de 1’anion superoxyde par dismutation
spontanée ou par ’enzyme superoxyde dismutase, le H202 est métabolisé par la glutathion
peroxydase et la catalase, s’il existe une modification de ces enzymes antioxydantes, on peut
observer I’arrivée d’un stress oxydatif. H202 n’est pas un radical au sens propre mais permet la
formation du radical hydroxyle en présence de métaux de transition (réactions de Fenton et
d’Haber-Weiss), le radical hydroxyle est tres toxique car trés réactif et présente une grande

probabilité de réagir a proximité immédiate de son lieu de production (Guilloty, 2016).

11.3. Formation des ERO

La cellule génere divers types d’ERO qui réagissent selon trois mode d’action, soit en
arrachant un électron ou un atome d’hydrogene, soit encore en s’additionnant sur les doubles
liaisons carbone-carbone (Prigent et al.,2003).

Les différents processus de formation des ERO sont schématisés dans la figure ci-apres:
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Figure 04: Les processus de formation des ERO (Achat, 2014).

1. Les conséquences du stress oxydatif

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

biologiques :

II1.1. L’oxydation de ’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des
ERO. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses
bases puriques et pyrimidiques. L’atteinte de ’ADN implique le franchissement préalable de
toutes les barriéres de défense mises en place par les végétaux, la potentialité de détoxication
des cellules ou de I’organisme et enfin du potentiel des systemes de réparation de I’ADN de

I’organisme. Plusieurs altérations ont été observées :(Cotelle et Ferrard, 2001)

v Une formation de bases oxydées.

v" Des sites abasiques qui sont une partie de I’ADN dépourvue d’une base purique ou pyrimidique
et ayant perdu I’information génétique par rupture de la liaison entre une base et le désoxyribose.

v" Des cassures au niveau des brins d’ADN.

v" Des pontages « ADN-protéines », les 1ésions au niveau de I’ADN peuvent également
provoquer des aberrations chromosomiques, c'est-a-dire un nombre ou une structure

anormale des chromosomes
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111.2. L’oxydation des protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction, les protéines les plus touchées sont celles
comportant un groupement sulphydryle (-SH), comme c¢’est le cas pour de nombreuses enzymes

et protéines de transport (Stadtman et Levine, 2000).

IIL.3. L’oxydation des lipides
Les lipides et, principalement, les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire

représentent la premiere ligne attaquée par les ERO induisant des processus de péroxydations
lipidiques et conduisant a la formation de plusieurs produits : aldéhydes, alkénes,
hydroxyalkenols et d’autres incluant des composés utilisés comme marqueurs de la
lipopéroxydation, c’est le cas du malondialdehyde (MDA) et du 4-hydroxynonénal (4HNE),ce
processus se déroule en trois phases :(Benahmed, 2010)

v Phase d’initiation.

v Phase de propagation.

v" Phase de terminaison.

. Acide gry
Initlation ROO (u.( ,‘l. g
0 lnsature
’ RH = Re + e
Aclde gras L} ROOI
insuturé Propagation |
RH
0,
. 00
" ROOT
Terminalson
Composés secondaires
Volalils

aldéhydes, hydrocarbures

celones, ncules.. .

Figure 05: Les différentes étapes de la peroxydation lipidique (Benahmed, 2010).
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I11.4. Les maladies liées au stress oxydatif

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont
été recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et le cancer
(oxydation de I’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte (obésité, syndrome
metabolique) que des avancees spectaculaires ont été réalisées au cours des derniéres années
(Haleng, 2007).

IV.  Mécanismes de défense contre le stress oxydatif

La plante réagit au stress en mettant en ceuvre diverses stratégies de défense,
constitutives ou induites. La plante percoit un stimulus qui engendre 1’émission de signaux,
ceux-ci sont transmis a I’intérieur de la cellule déclenchant I’activation de génes codant pour
des enzymes du metabolisme secondaire pour synthétiser diverses molécules de défense, cette
ligne de défense est constituée principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase et les peroxydases (POX), ces enzymes agissent directement sur les especes
réactives, mais leur action est parfois insuffisante, des systemes plus complexes entrent alors
en jeu faisant intervenir, outre des enzymes spécialisées, des composés connus sous le nom

d’antioxydants non enzymatiques (Benahmed, 2010).

IV.1. Les antioxydants endogenes
L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de

trois enzymes:

IV.1.1. La superoxyde dismutase

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’¢limination de I’anion super- oxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. Chez ’homme, on
décrit 3 isoenzy- mes : la Cu/Zn-SOD: cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-
SODs(Haleng, 2007).

IV.1.2. La catalase
Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une réaction
de Fenton, il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le rdle de la catalase, elle transforme deux

molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne qui sont des composés

stables(Boudjouref, 2011).
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IV.1.3. La glutathion Peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue I'un des plus importants
systemes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du
cholestérol ou des acides gras, la glutathion peroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans
les mitochondries, elle nécessite la présence de deux cofacteurs importants: le glutathion réduit

et le sélénium (Boudjouref, 2011).

IV.1.4. Les chélateurs de métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le sérum peuvent prendre en charge des ions
métalliques libres qui sont potentiellement toxiques, il s’agit de la transferrine et de la
lactoferrine pour le fer et la céruléoplasmine pour le cuivre, elles agissent comme des chélateurs
et maintiennent les ions métalliques sous forme inactive par rapport a la combinaison possible

avec le peroxyde d’hydrogene (Jacques et André, 2004).

IV.2. Les antioxydants exogenes

IV.2.1. Les vitamines
v' Lavitamine E

La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les lipoprotéines, le
réle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques ROz2-qui propagent

les chaines de peroxydation (Gardes-Albert et al., 2003).

v" Lavitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, I'ascorbate est un tres
bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les radicaux
hydroxyles -OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes Oz2:-, en outre, I'ascorbate capte les
radicaux peroxyles ROz -, en réagissant avec ces diversoxyradicaux, I'ascorbate est oxydé en
radical ascorbyle (Asc--) qui est relativement inerte vis-a-vis des matériaux biologiques
(Gardes-Albert et al., 2003).
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IVV.3. Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux
hydroxyles -OH et peroxyles ROz - IlIs sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de
peroxydation lipidique.

Les flavonoides, classe importante des polyphénols, sont reconnus pour leurs
nombreuses activités biologiques telles que: les activités antivirales, anti-inflammatoires et
anticancéreuses, ces activités sont attribuées, en partie, a la capacité de ces composés naturels
a piéger les radicaux libres, leur activité antioxydante en tant que piégeurs de radicaux libres et
également en tant qu'inhibiteurs d’enzymes responsables de la formation de ces especes nocives
(Favier, 2005).
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Matériel et méthodes.

l. Objectif
L’objectif de notre étude est I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits : hydro-
méthanolique, acétate d’éthyle et aqueux de Thymus ciliatus en utilisant le test de réduction du
fer FRAP.

1. Matériel végétal
11.1. Choix de la plante
La plante étudiée été choisie principalement en fonction de son intérét et de sa fréquence
d'utilisation, grace aux enquétes ethno pharmacologiques menées au cours de cette étude aupres
des guérisseurs traditionnels, des herboristes et des utilisateurs ou vendeurs de plantes

médicinales.

11.2. Provenance de T. ciliatus
La plante a été récoltée au mois d’Avril 2022, commune d’Ain Fezza, wilaya de
Tlemcen et identifiée par Monsieur Baba Ali, maitres de conférences classe « A » a I’'université

de Tlemcen.

igure 06 : Thymus ciIiétUs.

Apreés la récolte, nos échantillons sont nettoyés et séchés pendent deux semaines sous des
conditions bien précises ; a savoir :

v' A l’abri de la lumiére

v' A l’abri de I’humidité.

v" Aune T° ambiante 18°C et dans un endroit bien aéré (Laour et al., 2003).

La partie aérienne (feuilles, fleurs, tiges) a été utilisée pour I’obtention de I’extrait étudié.
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1. Extraction
Dans un premier temps, un extrait brut eau-méthanol a été prépare, ce dernier subit une

extraction liquide-liquide par ’acétate d’éthyle.

I11.1. Préparation des extraits
10 g de matiere végétale séche sont mélangés avec 200 ml de solvant eau-méthanol

préchauffe 30 :70 (v/v). Aprés une heure (extraction par infusion), le mélange est filtré sur

papier filtre.

(A) (B) (C)

Figures 07 : Le mélange (A), infusion (B), Filtration (C)

Figure 08 : Evaporation par le Rotavapor (élimination de méthanol).

Apreés filtration une partie du filtrat est séchée a I’étuve a 50°C pendant 24h pour donner

I’extrait brut, et I’autre subit une extraction liquide- liquide (V/V) par I’acétate d’éthyle pour
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Matériel et méthodes.

donner deux fractions organique et aqueuse. Fraction organique évaporé a I’aide de rota-vapor

a 50°C et la fraction aqueuse séchée a 1’étuve dans les mémes conditions.

Phase Organique

Phase Aqueuse

Figure 09 : Extraction liquide-liquide et formation des deux phases.

111.2. Rendement
Apres D’extraction, les extraits séchés sont récupérés et les rendements sont calculés par

la formule suivante :

R= [(M2-M1) /P] x 100

Ou:
R : rendement en pourcentage %.
M2 : la masse de la boite Pétri apres séchage (contient I’extrait) en gramme.

M1 : la masse de la boite Pétri vide en gramme.

P : 10g (poids de matériel végétal prise d’essai).
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V. Test de la réduction de chlorure ferrique (Test Ferric reducing-

antioxidant power, FRAP)
IV.1. Solutions a préparer

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

v" Solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) 6 a 1%.
v’ Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%. ?

v' Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls a 0,1%.
IV.2. Principe de la méthode

Le pouvoir reducteur a été déterminé suivant la méthode preconisée par karagozler et
al., (2008), le test de FRAP évalue directement la présence des antioxydants dans differents
échantillons (Khalil et al., 2012).

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants & réduire le fer ferrique Fe3+en

fer ferreux Fe?+.
L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm, une augmentation de

I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés, la

puissance de réduction est I'un des mécanismes antioxydant. (Karagozler et al., 2008).
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1ml de I'extrait

v

+2.5ml de la solution tampon phosphate

v

+2.5ml de ferricyanure de potassium

Incubation a 50°Cpendant 20min

+2.5ml d'acide trichloracétique

centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes

+2.5ml de surnageant sont mélangés avec 2.5ml
d'eau distillée et 0.5ml de Chlorure ferrique

Lecture a I'aide d’un spectrophotométre a 700nm

Figure 10 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur FRAP.
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Matériel et méthodes.

IV.3. Mode opératoire

1ml de l'extrait & différentes concentrations (0,2 ; 0,4 ;0,6 ; 0,8 et 1mg/ml) est mélangé
avec 2.5ml de la solution tampon phosphate et 2.5ml de ferricyanure de potassium, ensuite
incubé dans I’étuve a 50°C pendant 20min.

Aprés ’incubation 2.5ml d'acide trichloracétique sont ajoutés et on procéde a une
centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes (remarque : cette derniere étape peut ne pas
étre nécessaire).

2.5ml de surnageant sont mélangés avec 2.5ml d'eau distillée et 0.5ml de Chlorure
ferrique.

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

Tous les tests sont répétés trois fois. Afin d’exprimé les résultats en équivalent d’acide
ascorbique, le pouvoir réducteur est évalué dans les méme conditions expérimentales en
utilisant différentes concentrations de ce standard (Rezaire, 2012), une augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.
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Résultats et interprétations.

. Extraction
Les extraits obtenus étaient de couleur jaune claire (extrait brut), violet (extrait aqueux) et

vert (extrait organique) comme 1’indique les figures suivantes :

Figure 11 : Les trois extraits aprés séchage.

I.1. Rendement
Les rendements obtenus ainsi les caractéristiques de des extraits sont représentés dans
le tableau 03.

Tableau 01 : Caractéristiques des extraits de la partie aérienne de T. ciliatus.

Extraits Rdt (%) solubilité
Eau-méthanol 43 % Eau distillée
Fraction 4.5 % Ethanol
organique

Fraction aqueuse | 2.42% Eau distillée

1. Evaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP
Les résultats obtenus sont explorés en tracant les graphes des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées pour I’extrait étudiées et la molécule de

référence (I’acide ascorbique).
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I1.1. Effets de I’extrait hydro-méthanolique brut

0.25
y=0.2119x - 0.0039 ¢

0.2 Kzzu'y

0.15
8
Z
E 0.1
= *
O T T T T T 1
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.05

Concentration de I'extrait hydro-méthanolique mg/ml

Figure 12 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en fonction

des concentrations de I’extrait hydro — méthanolique de Thumys ciliatus.

11.2. Effet de I’extrait organique

Y= 1.6767x+0.2806

3 R2=0.9566—
0.4 / .

——Linear ()

O T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentation de la phase organique (mg/ml)

Figure 13 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en fonction

des concentrations de I’extrait organique de Thumys ciliatus.
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I1.3. Effet de I’extrait aqueux
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o
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Figure 14 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en fonction des

concentrations de ’extrait aqueux de Thumys ciliatus.

11.4. Effet de I’acide ascorbique
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Figure 15 : Graphe représentatif de la variation des absorbances mesurées en fonction des
concentrations de 1’acide ascorbique de Thymus ciliatus.
D’apres les graphes, on remarque que le pouvoir réducteur du fer des trois extraits et de
la molécule de référence (acide ascorbique) augmente proportionnellement avec 1’augmentation
de la concentration.
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Tableau 02 : valeur des ECso des extraits de Thymus ciliatus.

Extraits | Acide Ascorbique | Phase aqueuse | Phase Eau-méthanol
organique ‘brut’
ECso(mg/ml) 0.108 0,465 1,97 2,382

L’étude de I’activité réductrice du fer montre que 1’acide ascorbique (employé dans

cette méthode comme un control positif) a la capacité réductrice la plus élevée (ECso =0,108

mg/ml), suivie par la phase aqueuse avec une ECso de 0,465 mg/ml, puis la phase organique

avec une ECso de 1, 97mg/ml, I’extrait brut eau-méthanol présente la valeur d’ECso la plus

élevée 2.382 mg/ml, cet extrait présente un faible pouvoir réducteur.
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Discusion.

Depuis des siecles, les plantes médicinales constituent une source importante pour la
recherche de nouveaux composés actifs utilisés pour le traitement de diverses maladies
(Mpiana et al., 2009; Saloufou et al.,2017).

L’objectif de ce travail est porté sur I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de
Thymus ciliatus : eau-méthanol, acétate d’éthyle et aqueux par la méthode de FRAP.

Dans un premier temps, 1’extraction des composés actifs de la partie aérienne de la
plante a été effectuée par infusion, en utilisant 1’eau-méthanol, nous avons ensuite déterminé le
rendement des extraits.

L’extraction consiste a séparer les compos€s chimiques d’un organisme végétal a 1’aide
de solvants sélectifs. Le choix du solvant est basé sur sa polarité et sa capacité a extraire
certaines molécules ; I’extraction d’une molécule se fera toujours par un solvant de méme
polarité. Le méthanol est un solvant polaire qui dissolve les principes riches en groupements

hydrophiles comme les terpenoides, les phénols, les lactones et les alcaloides (Tahouo, 2016).

Le meilleur rendement est celui de 1’extrait eau-méthanol 43%, suivi de la fraction
organique avec un rendement de 4.5 %. Cependant la fraction aqueuse représente le rendement
le plus faible 2,57%.

Notre rendement d’extrait méthnolique est beaucoup plus élevé que celui rapporté par
(Korib, 2017) qui a enregistré un rendement de 1’ordre de 4% pour les fleurs et de 2.92% pour

les feuilles .

La méthode de FRAP a été réalisée pour mettre en évidence l'activité antioxydante des
extraits (eau-méthanol, organique, et aqueux), Les résultats obtenus montrent que le pouvoir
réducteur du fer augmente avec I'augmentation de la concentration des trois extraits de Thymus
ciliatus et de I'acide ascorbique employé dans cette méthode comme un control positif. Cette
méthode est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre le fer ferrique Fe3* et les composés
présents dans 1’extrait. Le fer ferrique Fe®* présent dans de le complexe de ferricyanure de
potassium se réduit en fer ferreux Fe?*, par ces composés (Habibou et al., 2019).

Les valeurs ECso obtenus permettant de classer la capacité a réduire le fer par les
extraits testés, dont la fraction aqueuse montre un meilleur pouvoir réducteur avec une ECso de
0,465 mg/ ml par rapport a celui de la fraction organique avec une ECso de 1,97mg/ml et de
I’extrait brut avec une ECso de 2,382mg/ml. L activité de ces trois extraits reste plus faible que

celle de I’acide ascorbique (ECso= 0,108mg/ml), qui est considéré comme une molécule de
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Discusion.

référence dans cette méthode, Le pouvoir réducteur étant inversement proportionnel aux valeurs
de I’ECso.

Une étude réalisée par Lagouri et Nisteropoulou (2009) a montré une capacité
réductrice de I’ordre de (ECso= 0.016 mg/ml) dans I’extrait hydro-méthanolique de la partie
aérienne de Thymus vulgaris.

Selon, Sayout et al., (2015), I’extrait méthanolique de Thymus broussonetti Boiss et
Thymus leptobotrys Murbdonnent une activité antioxydante remarquable avec des(ECs0=0.105
mg/ml) et (ECs50=0.095 mg/ml) respectivement.

Les résultats de Djelti & Belhadji (2016) montrent que la capacité réductrice de
I’extrait méthanolique de Thymus capitatus est de (ECs0=0,721mg/ml).

A la fin, nous concluons que la partie aérienne de la plante Thymus. ciliatus présente

une activité antioxydante intéressante et variables qui peut étre due aux différentes molécules

présentes dans les extraits testés.
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Conclusion.

Les plantes médicinales représentent une source de molécules bioactives, qualifiées de

metabolites secondaires, utilisés comme antioxydant et antimicrobienne.

Notre travail a pour objectif d’évaluer ’activité antioxydante de la partie aérienne de

Thymus ciliatus par la méthode de réduction de fer FRAP.

Le mode d’extraction, ainsi que le stade végétatif de la plante influencent largement les

différentes activités biologiques.

Les résultats de la méthode de réduction de fer FRAP, montrent que les trois extraits ont
une capacité a réduire le fer qui augmente avec I’augmentation de la concentration, la fraction
aqueuse présente une meilleure activité de réduire le fer avec une ECso de 0,465 mg/ml, suivie
par la phase organique avec une ECso de 1,97mg/ml et I’extrait brut avec une ECsode
2,382mg/ml, les activités restent toujours inférieures a celle de la molécule de référence (acide
ascorbique).

A la lumiére de ces resultats, plusieurs perspectives prouvent étre proposes :

» Utilisation d’autre technique d’extraction avec des solvants a polarités différentes.
» Réalisation d’autres tests pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant de cette plante.
» Seéparation et identification des principes actifs présents dans les extraits préparés a
Partir de la plante par des nouvelles techniques tels que les techniques

» Etudier d’autres activités biologiques ; comme antimicrobienne

> Des études sur la toxicité de la plante.
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