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Résumé

Le thym (Thymus vulgaris) est une des plantes meédicinale les tres connues, les extraits de cette
plante contiennent une variété de composes auxquels sont attribuées diverses activités
biologiques. Dans la présente étude nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante d’une
variété extraits préparés a partir des feuilles de Thymus vulgaris a travers le traitement de deux
articles. L’objectif :Nous avons traité trois articles qui portent sur I’évaluation de I’activité
antioxydante des extraits de Thymus vulgaris (le thym). Les résultats de TPC et TFC montrent
la richesse des extraits (aqueux, éthanolique, et méthanolique) en composés phénoliques et en
flavonoides.  L’effet antioxydant a ¢été évaluée par la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. Tous les extraits ont présenté une activité antioxydante, avec une efficacité
¢levée de I’extrait méthanolique en comparaison avec les autres extraits (huiles essentielles,
extrait aqueux, et extrait éthanolique).

Mots clés : plante médicinale, activité antioxydante, Thymus vulgaris, polyphénols, flavonoides, DPPH.
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Summary

Thyme (Thymus vulgaris) is one of the most well known medicinal plants; the extracts of this plant
contain a variety of compounds to which various biological activities are attributed. In the present study
we attempted to evaluate the antioxidant activity of a variety of extracts prepared from the leaves of

Thymus vulgaris through the processing of two items.

T The objective: We have dealt with three articles which relate to the evaluation of the antioxidant

activity of extracts of Thymus vulgaris (thyme).
he TPC and TFC results show the richness of the extracts (aqueous, ethanolic, and methanolic) in

phenolic compounds and flavonoids. The antioxidant effect was evaluated by DPPH (2,2-diphenyl-1-



picrylhydrazyl) method. All extracts showed antioxidant activity, with high efficiency of methanolic

extract in comparison with other extracts (essential oils , aqueous extract, and ethanol extract).

Keywords: medicinal plant, antioxidant activity, Thymus vulgaris, polyphenols, flavonoids, DPPH.
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Introduction

Les plantes aux propriétés thérapeutiques ou pharmacologiques bénéfiques pour le corps
humain sont souvent qualifiées de plantes médicinales. L'Organisation mondiale de la santé
(OMS) estime que 80 % de la population mondiale est partiellement dépendante des plantes
médicinales (Motaleb et al., 2011).

Les plantes sont trés riches en métabolites doués d’activités biologiques variées, anti-
inflammatoires, antimicrobienne, antiseptiques, antivirales, anticancéreuses,

immunostimulantes. (Stankovic, 2020).

Les plantes sont également efficaces contre le stress oxydatif. Cedernier est défini comme
I'incapacité de I'organisme a se défendre contre les attaques des especes réactives de I'oxygene
(ROE) en raison d'un déséquilibre entre la production de ces substances et les défenses

antioxydantes.

Les plantes médicinales sont considérées comme des fournisseurs d’antioxydants facilement
disponible et puissante, car elles contiennent un mélange de différents composés qui peuvent
agir individuellement ou en synergie pour guérir les maladies et améliorer la santé (Miguel,
2010).

Parmi les plantes médicinales les plus utilisées dans la région de Tlemcen, on trouve le
thym(Thymus vulgaris)quipossedeune activité antioxydante significative et qui peut étre
attribuées a des quantités plus élevées de composés phénoliques et de flavonoides (Wisam et
al., 2018).

Notre travail s’inscrit dans cet axe, et consiste a I’évaluation de l'activité antioxydante des

feuilles de Thymus vulgaris.

Suite aux conditions actuelles, notre but reste irréalisable; et nos travaux sont

orientés vers le traitement d’articles portant sur le méme sujet.


https://www.lalanguefrancaise.com/dictionnaire/definition/irrealisable
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Synthese bibliographique chapitre 1 : Thymus vulgaris

Thymus vulgaris(Figure 1)est un petit sous-arbrisseau vivace de 7 a 30 cm de hauteur. Ses
tiges, ligneuses a la base posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert
foncés sont recouvertes de poils et de glandes appelés les trichomes contiennent 1’huile
essentielle, une plante des pharmacopées méditerranéennes. Vient tout droit des zones arides
et des terrains trés secs et rocailleux du bassin méditerranéen dans le Nord de 1’ Afrique, elle

appartient a la familledes lamiacées.(Benazzeddine .2010)

Figure 1 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L. (Milenka ,2019)

1. Historique

Thymus vulgaris est une des plantes aromatiques les plus employées en thérapeutique
depuis I’antiquité. Il a toujours accompagné la vie quotidienne des humains et depuis la haute
antiquité les égyptiens 1’utilisaient pour embaumer les corps, Théophraste, au 4em siecle
avant ils sont cité les deux espéces sauvages serpolet et vulgaire, qu’il appelle les thymus
blanc et noir Aetius. C’est un général Romain a la fin du4éme sic¢cle parle de poudre de
thymus pour les douleurs de reins et de la vessie et en 1887, Chamberland démontra 1’action

bactéricide de 1’essence de thym. [(Mouhi, 2017). (Benbouali, 2006)].



Synthese bibliographique chapitre 1 : Thymus vulgaris

2. Répartition geographique du Thym

e Dans le monde

Le genre Thymus est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
Selon Dob et al., (2006), il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, 1’ Asie
de I’ouest et la méditerranée.
C’est un genre tres répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il
pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la
péninsule du Sinai en Egypte. On peut le trouver également en Sibérie et méme en Himalaya.
Selon une étude menée par Nickavar etal., (2005), environ 110 espéces différentes du genre

Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen.

e En Algérie

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales & cause de sa superficie et sa
diversité bioclimatique. Le genre Thymus comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur
tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Hammaz et Nafa,
2017). Pour la région algérienne, Quezel et Santa 1963 décrivent 12 espéces de Thymus dont
huit sont endémiques (Dob et al., 2006).

Par ailleurs, le thym est une plante répandue en Algérie, les différentes espéces qui y existent
sont réparties le long du territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du

Constantinois a I'Oranais (Kabouche, 2005).

3. Systématique
La situation botanique de 1’espéce Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous (Goetz
et Ghédira, 2012).

Reégne ... Plantae
SOUS-TEENE ......vnvneennnenn, Tracheobionta
Embranchement ...................Magnoliophyta
Sous-embranchement ........... Magnoliophytina
Classe .....coovevviniiiiiiiiiiiean, Magnoliopsida
Sous-classe ........ooeveriiiinnnne. Asteridae

Ordre ...oooovviiiiiiii Lamiales
Famille...................... Lamiaceae
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Espéce ..ovvvviiiiiiiiiii, Thymus vulgaris L.

Le Thym commun, Thym cultivé ou Farigoule (Thymus vulgaris L.) est un sous-arbrisseau
de la famille des Lamiacées. En cuisine, on 1’appelle simplement « thym ». C’est une espéce
commune des garrigues ensoleillées et des steppes du sud de I’Europe et du Nord de

I’ Afrique. Le thym est indissociable de la culture méditerranéenne. (Bonnier et Douin ,1990).

Nom vernaculaire

Les noms vernaculaires de I’espece Thymus vulgaris sont les suivants :
Arabe : saatar, zaatar

Francais : thym vulgaire, thym de jardins, farigoule, farigoule et barigoule.
Anglais : common thym, garden thym, (Teuscher et al., 2005).

4. Description botanique

Le genre Thymus appartient a la famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en
raison de la corolle en deux lévres de ses petites fleurs. C’est ’'une des familles les plus larges
dans le regne végétal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces.

Le thym est une plante basse sous-ligneuse, peut atteindre 40 cm de hauteur, caractérisée par
des feuilles vertes foncés de 4-10 mm de long, et de forme elliptique a oblongue sa tige
courte. Ces feuilles sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes), ces derniers
contiennent I’huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes.

Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ce structures qui libérent 1’essence par
simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges (Benazzeddine, 2010).Ses petites
fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en
passant par le rose [(Kabouche,2005);(Remal et Khachouche,2017)], et sont tres appréciées

des abeilles .Le thym a une durée de vie allant de 4 a 7 ans (Lavergne,2012).

5. Composition chimique

De nombreuses étude sont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés riches
en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions géographiques
,climatiques ,de séchages, des stockages, et des méthodes d’extraction et détection
(Amiot,2005).
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Thymus vulgaris renferme une huile volatile de couleur péle, jaune ou rouge, avec une odeur
riche et aromatique et un goQt persistant, corsé et épicé (Farrell, 1998).La teneur en huiles
essentielles de la plante varie de 5 a 25 ml/kg et sa composition fluctue selon le chémotype
considéré.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris analysée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a une spectrométrie de masse a révélé, 30 composés dont les plus abondant sont
respectivement : thymol (44,4 — 58,1%), pcymene (9,1 — 18,5%) , terpinéne (6,9 — 18%),
carvacrol (2,4 — 4,2%),linalol(4 — 6,2%).[(Guillén et Manzanos, 1998) ; (Balladin et
Headley, 1999) ; (Hudaib et al., 2002) ; (Bouhdid et al., 2006)], les principaux flavonoides
sont composes de flavones libre (notamment I’apigénine, la 6-hydroxylutéoline et la
lutéoline) ,des flavanonols comme la taxifoline ,des flavanones comme la naringénine , de
nombreuses flavones methoxylées (cirsilinéol, 8-méthoxycirsilinéol, cirsimaritine
,sacuranétine ,salvgénine, sidéritoflavone, thymonine et thymusine).(Morimitsu et al.,
1995).

La plante renferme des dérivés de I’acide bydroxycinnamique (principes amers des
lamiacées) (avec environ 4%) ; 1’acide rosmarinique (avec environ 0,8 a 2,6%) ; des dérivés
de I’acétophénone constitués particulierement de 4-hydroxyacétophénone ,des hétérosides
estérifiés et des dérivés de I’acide benzoique, on trouve également les triterpénes renfermant
surtout de I’acide usolique(1,9%) et d’acide oléanolique (0,6%) (Amiot,2005).

6. Activités biologiques

Les especes de plantes aromatiques du genre Thymus sont des plantes médicinales
importantes, fortement recommandées en raison d'une gamme de propriétés thérapeutiques
de leur huile essentielle (huile de Thym), anti hématologique, antiseptique
,antispasmodique ,antimicrobien ( Rasooli et al., 2006). Elle posséde aussi des propriétés
antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires, et antibactériennes dont une étude récente a
montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes de Thymus
vulgaris inhibent la croissance.[(Iserin, 2001) ; (Bruneton, 1999)]. Le thym est un
antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est indiqué
pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures (Beer et al., 2007). Les
principaux constituants du thym montrent également des propriétés vermifuges et

vermicides (Bazylko et Strzelecka , 2007).
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7. Domaines d’utilisation

7.1.  Utilisation culinaire et agroalimentaire

Thymus vulgaris est 1’un des plus populaire plantes aromatiques utilisées dans le domaine
alimentaire (Adwan et al., 2006). Le thym est consommeé en tisane, condiment ou épices
(Stahl-Biskup et Saez, 2002). L’épice Thymus vulgaris est intensivement cultivé en
Europe et aux Etats-Unis pour 1’usage culinaire dans I’assaisonnement des poissons, des

volailles, des potages et des Iégumes (Ozcan et Chalchat, 2004).
7.2.  Utilisation en médecine traditionnelle

Les espéces de Thymus sont considérées comme des plantes médicinales en raison de leurs
propriétés pharmacologiques et biologiques .Le Thym est I’une des plantes les plus utilisées
comme extraits a fort pouvoir antibactérien et anti-inflammatoire dans la pharmacopée
traditionnelle [(Lalami et al., 2013) ; (Labiad et al., 2017)].

Des études récentes ont montré que les especes de Thymus ont de forts pouvoirs
antifongiques, antiviraux, antiparasitaires, spasmolytiques et antioxydant (Ghelichnia,
2016).

Cette plante aromatique trés odorante est considérée comme l'un des remedes les plus
efficaces contre le rhume, la grippe et I'angine, elle calme les toux quinteuses, et diminue les
sécrétions nasales. Elle contribue aussi dans le traitement de I"hypertension et les problémes
intestinaux et en usage externe pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Mebarki,
2010).Elle est également utilisées dans les remédes naturels contre:l’asthme ,I’ingestion ,les

maux de tétes et le rhumatisme (Jun et al., 2001).


http://www.abbyy.com/buy
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Synthese bibliographique Chapitre 2 : Le Stress Oxydatif

1. Le stress oxydant

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années ’attention s’est
portée sur 1’activité anti-oxydante en raison du réle qu’elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I’hypertension,
etla maladie d’Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour, 2001).

le stress oxydatif représente 1’incapacité de I’organisme ase défendre contre les attaques des
especes réactives de 1’oxygeéne (ROS)Chesmen et Salter 1993)Le stress oxydatif est
responsables de dommages cellulaires associés au vieillissement, les maladies
cardiovasculaires ; au cancer et a la plupart des maladies dégénératives. (Kohen et Nyska,

2002).

Mécanisme de stress oxydant :Le stress oxydatif peut provenir de plusieurs facteurs :
"I Facteurs externes (exposition prolongée aux rayons ultraviolets, intoxication aux métaux
lourds, pollution, pesticides, infections).

"1 Style de vie (tabac, alcool, alimentation déséquilibrée, exercice intense, stress, fatigue, une
carence nutritionnelle en un ou plusieurs antioxydants (comme les vitamines et les oligo-
élements).

"1 Anomalie génétique (protéine malcodée) (Favier, 2006).

Les réducteurs, qui réagissent avec l'eau oxygénée, activent la luminescence produite par
celle-ci dans des solutions alcalines de phtalhydrazide et de 3-aminophtalhydrazide. Ces
hydrazides sont, d'autre part, des inhibiteurs de la décomposition de I'eau oxygénée ; Une
interprétation de ces résultats, ainsi que de ceux d'autres auteurs, est proposée en accord avec
la théorie de Haber et Willstaetter, les radicaux OH* et O, H* se comportant comme
accepteurs d'électrons vis-a-vis de I’ion de I'hydrazide et transformant celui-ci en une radicale
semi-quinone; l'oxydation ou la dismutation subséquente de ce radical serait l'origine de la
chimiluminescence. La plupart des réactions actuellement connues des hydrazides phtaliques
peuvent étre interprétées suivant ce schéma. Mais aucune explication n'a pu étre donnée
jusqu'a présent des effets de neutralisation, de dilution et des effets de sels décrits par

Svesnikov ainsi que par Druckrey et Richter.(2010)
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nultrition

cellule
Hg Pb Glutathion ‘ Oligoéléments

Cd Thiorédoxine (s:e
SOD, GPx =
Zn

x> Formige

Ozone NOx Mn

Adaptation
goudrons Tabac génomique

P ollu§on A lcool

Vitamine C, E
Caroténoides

Respiration Polyphénols

mitochondriale \

P hagocytose

Figure 2 : la balance d’équilibre entre pro oxydants et I’antioxydant (Favier, 2006)

2. Les antioxydants

Les antioxydants sont I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de 1’oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former un
compose stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003). On
distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour
détoxifier la cellule.

Ces composes peuvent neutraliser ou réduire les dommages des radicaux libres in vivo et
aider a maintenir les niveaux de ROS cytotoxiques au niveau cellulaire (Vansant, 2004). Par
conséquent, notre corps réagit constamment a cette production permanente de radicaux libres
(Favier, 2003).

3.1.Classification

Les antioxydants sont un groupe hétérogeéne composé de systéemes antioxydant s endogenes
enzymatiques ou non, des vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols) (Thomas,
2016).Classiqguement, on répertorie les anti oxydants selon leur origine (Figure 3), les

antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutot impliqués dans la neutralisation des
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(ERO) alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogene sont des

donneurs de proton ou d’¢lectron (Denys et al., 2013).

Vitamine E
p-caroténe
p-caroténe Vitamine C
Vitamine E
ij'q!l i najs Reticulum

endoplasmique
Vitamine C

Catalase e .A(_fr'tochondrie
\ 9 Glutathion rédui

Superoxyde €A | 7 =
lismutase (Cu/Zn) 'f'f'f va | Thioredoxine
Glutathion %
reroxydases (Se) Superoxyde dismutase (Mn)
Vitamine E

B-caroténe Polyphénols Adapte de LJ Machlin et al.

Figure 3: schéma des molécules intervenantdans les protections cellulaires (Moureetal.,
2001)

3.1.1. Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

Les cellules possedent des enzymes anti-oxydantes qui sont des systémes de défense treés
important car les enzymes ont la capacité de fonctionner en permanence .Cette ligne de
défense est constituéed’enzymes ou protéines antioxydants de ssuperoxydedismutase (SOD)
de catalase, et de Glutathionperoxydase, (Lehucher-Michel, 2001) (lezinc, le sélénium et
lemanganése) qui interviennentcommeco-facteurs d’enzymes indispensables dans lalutte
contre les radicaux libres (Pastre, 2005).

Elles sont présentes en permanence dans I’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age.

e La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est la premiere enzyme détoxifiante et le plus puissant
antioxydant des cellules. C'est une enzyme antioxydante endogéne importante et une partie de
la premiére ligne du systéme de défense contre les espéces réactives de l'oxygene (ROS).Il

catalyse la disprotonation de deux molécules d'anion superoxyde (O?) en peroxyde

Hydrogene (H2O2) et oxygéne moléculaire (O2), réduisant le risque d'anion superoxyde

potentiellement nocif (Dringen et al ., 2005)
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Plusieurs études ont confirmé que le H2O> produit par la SOD est bien le déclencheur des
mécanismes naturels de défense antioxydante. Par conséquent, la SOD semble étre une

enzyme clé dans la défense naturelle contre les radicaux libres (Meniville-Bourg, 2005)

Les enzymes SOD ont trois variantes. Les principales enzymes cuivre-zinc se trouvent dans le
cytoplasme, tandis que la SOD de manganeése est située dans les mitochondries. Le troisieme

existe en dehors de la cellule (Ramasarma, 2007)

e La catalase

La catalase est une enzyme antioxydante qui agit comme un catalyseur pour la conversion du
peroxyde d'hydrogene (H202) en oxygeéne (O2) et en eau (H20). Il annule I'effet du peroxyde

d'hydrogene présent au niveau intracellulaire. (Aly et Shahin , 2010)

e La Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une classe d'enzymes antioxydantes capables de piéger les
radicaux libres. Cela aide a son tour a prévenir la peroxydation des lipides et a maintenir
I'homéostasie intracellulaire ainsi que 1'équilibre redox(Gupta et al., 2007)

GPx catalyse la réduction de H>O; en H>O en utilisant du glutathion réduit (GSH) comme
donneur d'électrons. (Haliwell et Gutteridge ,1989).

Le glutathion est oxydé, formant une liaison disulfure entre 2 molécules de glutathion : on

obtient la forme oxydée du glutathion (Burg et Reeber, 2008).

3.1.2. Les antioxydants exogénes (nonenzymatiques)

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydante. Les
antioxydants exogenes, vu leur efficacité, leur faible colt et leur disponibilité, sont largement
utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité (Fig. 5).
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme
matiéres de substitution d’apres des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture
(Ryma,2016).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
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incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la [I-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques,...etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et
elles ont également une capacité de lier les acides gras libres (Kohen et Nyska, 2002).

Lescomposes phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du régne
végétal et font partie intégrante de I’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002)

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes,
ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes.

IIs participent de maniére tres efficace a la tolérance des végetaux a des stress variés, donc ces

composeés jouent un rdle essentiel dans I'équilibre et I’adaptation de la plante au sein de son
milieu naturel, d'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des principes

actifs quel'ontrouve dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

/ R. libres primaires R . libres organiques
ROO.

Antioxydants primaires Antioxydants organiques

/SOD \ memeh
catalase | Glutathion
\ an}'dy Qh‘bhéncy

Figure 4:les systemes de défense contre les radicaux libres

4. Comment lutter contre le stress oxydant

Le stress oxydant étant a l'origine de nombreuses maladies, il semble logique de chercher a le
supprimer. Toutefois, il faut bien se garder d'étre « simpliste » sur un sujet aussi complexe et

ambigu. Tout d'abord, le stress oxydant est souvent a l'origine des premiéres anomalies
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responsables de modifications irréversibles de molécules et de cellules, et ces anomalies se
produisent plusieurs années avant l'apparition des signes de la maladie qui sont irréversibles.
Ainsi dans une maladie auto-immune, les antioxydants ne pourront réverser le phénoméne
lorsque les lignées de lymphocytes auront été sélectionnées et activées, méme si les radicaux
libres ont participé a modifier les protéines cellulaires plusieurs années auparavant, pour les
rendre antigéniques. On peut envisager sous le titre d'« antioxydants » au sens large,
I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la
propagation ou de détruire les espéces actives de I'oxygene [15]. lls peuvent agir en réduisant
ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant

le fer libre ou en générant du glutathion
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1. L’objectif

Nous avons traité trois articles qui portent sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante des

extraits de Thymus vulgaris (le thym).

2. Travaux réalisés dans les trois articles
2.1.Préparation des extraits
e Extrait aqueux (Koksal et al., 2017)

Les feuilles de thym (50 g) turc séchées a 1’airsont mises en contact d'eau distillée (400 ml).
Le mélange a été bouilli sous agitation pendant 10 minutes. L’extrait a été filtré, congelé et
lyophilisé a —50°C. La poudre lyophilisée a été conservée a -30°C jusqu'a I'analyse.(Gul¢in
et al., 2004)

e Extrait éthanolique (Koksal et al., 2017)

50 g de feuilles de thym turc séchées a 1’air sont mises en contact avec 400 ml d'éthanol. Ce
mélange a été agité pendant 10 minutes et I'extrait a été filtré a travers un filtre papier. Les
filtrats ont été évaporés avec un évaporateur rotatif. L'échantillon évaporé a été stocké a -30°C
jusqu'a utilisation.

e Les huiles essentielles (Kac¢aniova et al., 2012)

Des huiles essentielles utilisées sont produites en Slovaquie (Calendula a.s., Nova Lubovna).

Les échantillons ont été stockés dans I'obscurité a une température de 4 °C.
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e Les huiles essentielles (Gedikoglu et al., 2019)

- Extraction par micro-ondes

75 g grammes de mateériel végétal sec ont été pesés dans un bécher. Puis, 150 ml d'eau

distillée ont été ajoutés (1:2, p/v).

Apres 30 minutes de repos, I'extraction a éteé réalisée dans un micro-onde a une puissance de
550 W pendant 30 minutes.

- Extraction par hydro-distillation

75 gr de matériel végétal séché a l'air ont été pesés dans un flacon rond. , 750 ml d'eau
distillée (1:10, p/v) ont été ajoutés. L'extraction a été realisée pendant trois heures. Ensuite,
I'nuile essentielle a été recueillie et placée dans un flacon avec du sulfate de sodium anhydre

pour éliminer I'eau.
Les flacons ont été conservés a 4°C pour une analyse ultérieure.

Les huiles obtenues aprés extraction (par micro-ondes ou hydrodistillation) ont été analysées
par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse (CG-SM).en resume selon le

plant suivant :

Matériels et méthodes

) Préparations des extraits
(Koksal et al,, 2017)

(Gedikoglu etal., 2019)

Analyse par chromatographie

(Kacaniova et al., 2012)

» Analyse par chromatographie

e Extraction des fractions polaires de Thymus vulgaris (Gedikoglu et al., 2019)
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Deux solvants ont été utilisés pour extraire les fractions polaires du Thymus vulgaris.

-10g d'échantillon ont été mis en contact avec le solvant (100 ml de méthanol oul00 ml
d'éthanol).

-La solution est agitée (30 min) puis portée a sonication (30 min).

-La suspension a ¢été filtrée a l'aide d'un entonnoir Buchner, mise a 1’obscurité sous
réfrigération.

-La procédure de sonication a été répétée deux fois de plus.

-Les filtrats recueillis ont été combinés, le solvant est évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif
a50°C.

-Les extraits ont été congelés a -80°C et lyophilisés, conservés dans I'obscurité pour une

analyse ultérieure.

2.2.Détermination du contenu phénolique total(TPC)

La teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes est déterminée par la méthode de
Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu. Le Folin-Ciocalteu est un
acide jaune constitué d’un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMO12040). Le principe de cette méthode repose sur 1’oxydation des
composés phénoliques par le réactif (Vermerris et Nicholson, 2006). Lorsque les
polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe bleu
composé d'oxyde de tungstene et de molybdéne. L'intensité de la couleur est directement
proportionnelle a la teneur en composés phénoliques oxydés. (Boizot et Charpentier, 2006).

e Mode opératoire
L’extrait a été mélangé avec de réactif de FolinCiocalteu. Ensuite le Na2COz a été ajouté au

mélange, et il a été incubé dans I'obscurité. L'absorbance de la solution complexe a ensuite été

déterminée. (Tableau 1).
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Les concentrations des polyphénols sont réalisées a partir des gammes d’étalonnage ¢établies
avec I’acide gallique et sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de matiere séche (ug EA/g MS).

Tableau 1: détermination du contenu phénolique total (TPC)

Extrait (ml) 0,5 0,5
Réactif de Folin-ciocalteu (ml) 0,5 2

Carbonate de sodium (Na.CQOz) (ml) 1,5 2,5
Incubation (min) 120 90
Longueur d’onde (nm) 725 760

2.3.Détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFC)

Les teneurs totales en flavonoides ont été estimées par un test colorimétrique. La quercétine a
été choisie comme standard, et une courbe d’étalonnage a été préparée. Le TFC a été exprimé
en mg d'équivalents de quercétine/g de poids sec (Gedikoglu et al., 2019) et en pg
d'équivalents de quercétine (QE) par mg d'extrait (Kdksal et al., 2017).(Tableau 2).

Tableau 2: détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFC)

Extrait 1mg 1ml

Acétate de potassium (CHzCOOK) (ml) 0,1

Chlorure d’aluminium (AlCl3) (ml) 1

Nitrate d’aluminium AI(NO3z)3 (ml) 0,1

Incubation (min) 40 15

Longueur d’onde (nm) 415 430

Références Gllgin etal., Djeridane et al., 2006
(2011) Riahi et al., 2013
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3. Evaluation de I’activité antioxydante

L’évaluation des capacités antioxydantes des différents extraits préparés dans les trois études
[(Kacaniova et al., 2012) ; (Koksal et al., 2017 );(Gedikoglu et al., 2019)]a été effectuée par
le test du piégeage du radical libre (DPPH).

e Principe

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), I'un des rares radicaux azotés organiques
stables, est utilisé pour analyser l'activité antioxydante (Zaghdoudi et al., 2016). Le DPPH
possede une couleur violette profonde et un maximum d'absorption UV-Vis a 515 nm (Prior,
et al., 2005). Il fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation
structureactivitéantioxydante des composes phénoliques [(Osman, 2011) ; (Floegel et al.,

2011)]. 11 posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Popovici et al.,
2009).

.we

Hi
0,N NO,

NO,
Figure 5:StructurechimiqueduradicallibreDPPH (2,2-diphényl-picrylhydrazyle)(Osman,2011).

Les composes testés (antioxydants) réduisent le radical DPPH de couleur violette intense (a
température ambiante) en DPPH-H. Son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation
de ses couches €lectroniques s’accompagne d’une disparition de la coloration violette (Had]
Salem, 2009). Le pouvoir réducteur peut étre évalué en mesurant la diminution de son

absorbance. Au final, les résultats sont indiqués par la CI50 (Antolovich et al., 2002).

DPPH" + AH » DPPH-H+A’

(violet)
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Avec AH : un antioxydant
o Mode opératoire

Cette activité a été mesurée en suivant la méthodologie décrite par Blois (1958) avec quelques
modifications (Tableau3). Les extraits préparés dans le méthanol a différentes concentrations
sont ajoutes a une solution méthanolique de DPPH°®. Pour chaque concentration un blanc est
préparé. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier est préparé, en parallele, en
mélangeant du méthanol avec une solution méthanolique de DPPH® a la méme concentration
utilisée. Apres incubation a 1’obscurité a la température ambiante, la réduction du DPPH®
s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La lecture

des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule

[ P|=(D.Otémoin—D.Oextrait/ D.Otémoin)xloo J

Pl: pourcentaged’inhibition, D.O témoin : absorbancedutémoin négatif, D.O extrait:

absorbancedel extrait.

Tableau 3: Test de DPPH (Blois ,1958)

Extrait (ml) 2 1 0,5
DPPH (ml) 2 1 5
Incubation (min) 30-60 30 30
Longueur d’onde 517 517 517
(nm)
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1. Extraction des huiles essentielles
Gedikoglu et al., (2019), ont réalisé I’extraction des huiles essentielles des feuilles de thymus
vulgaris par deux méthodes : I’hydrodistillation (HD) et le micro-onde (MAE). Les résultats
de calcul de rendement sont mentionnés dans le Tableau 4.
La méthode de distillation n'a pas affecté le rendement en huile (%) du thym. Golmakani et
Rezaei. (2008) ont rapporté des résultats similaires pour I'huile essentielle de Thymus vulgaris
(2,52 %) pour I'extraction assistée par micro-ondes, a lI'exception d'une durée d'extraction plus
longue (2 h) avec une puissance plus élevée (990 W) et 2,39 % pour I'nydrodistillation (4 h).
L'extraction par micro-ondes fournit des rendements comparables aux autres méthodes et
utilise moins de temps, d'énergie et seulement une petite quantité d'eau pour hydrater les
plantes seches
Dans une autre étude, le chauffage ohmique assisté par ultrasons a fourni un rendement en
huile (%) beaucoup plus élevé pour Thymus daenensis en comparaison a I'hydrodistillation
(Tavakolpour et al., 2017).
Plusieurs rapports ont montré que le rendement d'extraction dépend de facteurs
environnementaux, tels que les conditions climatiques (Saag et al., 1975) , de la procédure
d’extraction (La durée de la distillation ;...) et de la variété de la matiere premiére [(Fedeniuk
et Biliaderis, 1994); (Lucchesi, 2005)].

Tableau 4: rendement des extractions des huiles essentielles de Thymus vulgaris

Méthode d’extraction Hydrodistillation Micro-onde
Rendement (%) 1,8 £0.14 1,77 £0.05

2. Composition chimique des huiles essentielles
L'analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse a permis
d'identifier 25 composés pour Thymus vulgaris dont les principaux composés sont mentionné
dans le tableau 5. Nous constatons qu’il n'y a aucune différence significative entre les
procédures d'extraction pour ces quatre composés majeurs.Une étude similaire menée avec
I'lranien T. vulgaris (Golmakani et Rezaei, 2008) a rapporté des teneurs plus faibles en

thymol et en carvacrol.
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Par contre, Razzaghi-Abyaneh et al., (2009) ont identifié sept composes du thym et ont
rapporté une teneur élevée en thymol (70,99%). En outre, Boruga et al., (2014)ont signalé
que l'huile essentielle de thym de Roumanie avait des niveaux plus faibles de thymol
(47,59%) et de p-cyméne(8,41%) mais une teneur en y-terpinéne beaucoup plus élevée
(30,9%).

Tableau 5 : composition chimique des huiles essentielles de Thymus vulgaris

Composé (%) Hydrodistillation Micro-onde
Thymol 55,3 50,53
p-cymene 11,2 11,79
Carvacrol 8,7 6.65
p-caryophyllene 4,2 4,88
y-terpinene 3.4 1.37

3. Dosage des composés phénoliques (TPC)
Le dosage des polyphénols totaux dans les travaux de Kdksal et al., (2017) et Gedikoglu et
al., (2019) a été réalisé par la méthode spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu.
Les résultats sont représentés dans la figure 6.
Nous constatons que 1’extrait aqueux de Kdksal et al., (2017) est le plus riche en composés
phénoliques en comparaison avec les autres extraits (éthanolique 1 ; Koksal et al., (2017) et
(éthanolique 2, méthanolique ; Gedikoglu et al., (2019).
Le TPC de I’extrait méthanolique est plus élevé que celui de I’extrait éthanolique 2, dans
I’article Gedikoglu et al., (2019). Ce résultat obtenus est en accord avec la littérature.
Sokmen et al., (2004) ont rapporté un TPC trés élevé de I’extrait méthanolique de Thymus
spathulifolius (141 mg GAE/g). Cependant, Skendi et al., (2017) ont rapporté entre 34,3 et
70,4 mg GAE/g de TPC pour des extraits méthaniques de plantes de la famille des Lamiaceae.
En revanche, Fatma et al., (2014) ont rapporté 7,05-8,81 mg GAE/g pour T. hirtussp.
algeriensis provenant de divers endroits en Tunisie. Roby et al., (2013) ont rapporté des
niveaux de TPC allant de 4,75 a 8,10 mg GAE/g pour T. vulgaris.
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Figure 6: Contenu total en composés phénolique

4. Dosage des flavonoides (TFC)
Les résultats de dosages de flavonoides des différents extraits sont représentés dans la figure
7.Nous remarquons que D’extrait aqueux deKoksal et al., (2017) est le plus riche en
flavonoides en comparaison avec les autres extraits (éthanolique 1 ; Koksal et al.,(2017) et
(éthanolique 2, méthanolique ; Gedikoglu et al.,(2019).
Cependant le TFC le plus faible a été obtenu avec I’extrait éthanolique 2, dans I’article
Gedikoglu et al., (2019).
Tohidi et al. (2017) ont rapporté entre 1.89 et 8,55 mg QUE/g parmi les 14 especes de Thymus
de I'lran et ont trouvé le TFC le plus éleve chez T. vulgaris, avec 8,55 mg QUE/g. Cependant,
dans
certaines autres études, le TFC a été détermine sur la base de I'équivalent en rutine
[(Venskutonis et van BeekMiliauskas, 2004) ; (Fatma et al., 2014)]
Le TPC et le TFC fournissent tous deux des informations sur la capacité antioxydante, car un

contenu phénolique plus élevé est associé a activité antioxydante plus élevée.
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Figure 7: Contenu total en flavonoides

5. Analyse des extraits par chromatographie

Les résultats de I’analyse des différents extraits (aqueux, méthanolique, et éthanolique 1 et 2)
sont mentionnés dans le tableau 6. Nous constatons que la composition des extraits préparés
a partir des feuilles de Thymus vulgaris est différente entre les deux travaux. Ceci peut étre
attribué a la génétique des plantes mais aussi aux méthodes d’extraction qui se different dans
les deux articles.

L'acide gallique était le composé phénolique le plus abondant dans 1’extrait aqueux et
éthanolique suivi de pyrogallol et I’acide férulique (Koksal et al., 2017).Dans 1’étude de
(Gedikoglu et al.,(2019), I'acide rosmarinique, I'acide benzoique, la rutine, I'acide gallique et

I'acide cinnamique étaient les plus importants.
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Tableau 6 : quelques composants des extraits de Thymus vulgaris

Koksal et al.,2017). Gedikoglu et al.,(2019),
E. Aqueux E.éthanolique E.méthanolique E.éthanolique2
1

Composé (mg/Kg) (%)
Acide gallique 5150,2 1801,2 0,251 0,167
Acide rosmarinique 13,66 8,696
Acide hydroxy- 20,4 18,7 0,159 0,085
benzoique
Acide cinnamique 0,037 0,021
Acide férulique 232,3 232,3
acide syringique 0,062 0,043
Acide coumarique 151,5 164 ,6 0,051 0,051
Rutine 0,353 0,325
Pyrogallol 262,4 260,2
Quercetine 121,4 111,7

6. Activité antioxydante de Thymus vulgaris

Dans les trois articles étudiés, les auteurs ont utilisé le test de piégeage des radicaux du DPPH
pour évaluer l'activité antioxydante des extraits des feuilles de thymus vulgaris.

La figure 8 montre la capacité de piégeage des radicaux DPPH des extraits aqueux et
éthanolique (1, 2) et méthanolique. Koksal et al., (2017) et Gedikoglu et al., (2019).Les

valeurs inférieures de la 1C50 refletent un effet élevé de piégeage des radicaux DPPH.
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Figure 8: Test de piegeage des radicaux DPPH des extraits de Thymus vulgaris
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Selon les résultats obtenu, tous les extraits ont une activité antioxydante, 1’extraits éthanolique
2 (Koksal et al., 2017) (IC50 de 12,1 pg/ml) a montré un meilleur effet de piégeage des
radicaux DPPH, suivi de I’extrait aqueux (IC50 de 13,6 mu/ml) (Koksal et al., 2017) et
I’extrait méthanolique (IC50 de 29,22 pg/ml) (Gedikoglu et al.,(2019). La capacité de
piégage la plus basse a été observée dans le cas de 1’extrait éthanolique 2 (IC50 de 36,77
pg/ml). (Gedikoglu et al., 2019).

La différence dans l'activité de piégeage des radicaux DPPH peut résulter de la méthode
d'extraction, du solvant d'extraction, de I'emplacement géographique ou de la différence entre

les plantes de la méme famille. . Ces variations ont été rapportées dans des études précédentes

[(Roby et al., 2013) ; (Fatma et al., 2014) ; (Martins et al., 2015) ; (Skendi et al., 2017)].

La figure 9 montre la capacité de piégeage des radicaux DPPH des huiles essentielles de
thymus vulgaris dans I’article de (Kac¢aniova et al., 2012) et (Gedikoglu et al., 2019).Les

valeurs inférieures de 1C50 reflétent un effet élevé de piégeage des radicaux DPPH.

La meilleure activité de piégeage a été obtenue avec 1’huile commercialisée ( IC50 de 5,84
ug/ml aprés 30 min d’icubation), cependant cette huile a perdu son activité apres 60 min

d’incubation

L'activité de piégeage des radicaux libres de I'huile essentielle de thym obtenue avec micro-
onde (MAE) (IC50 de 93,77 + 13,0 pug/ml) était significativement (p < 0,05) plus élevée que
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celle obtenue avec I’hydrodistillation (IC50 de 159,59 + 12,79 pg/ml).Cela pourrait étre di a

la présence d'une forte teneur en thymol.

Des études antérieures ont montré que composeés tels que le carvacrol et le thymol existent en
grande quantité dans les plantes de la famille des Lamiaceae. Lee et al., (2005) ont découvert
que les composants volatils tels que le carvacrol et le thymol avaient des propriétés
antioxydantes.

Les huiles essentielles de thym obtenues par HD et MAE avaient une plus grande capacité de
piégeage de radicaux libres que celle de Thymus spathu-lifolius (IC50 de 0,243 + 7,20
mg/ml) (Sokmen et al., 2004), Thymus mastichina (IC50 de 3,11 + 0,11 mg/ml), Thymus
zygis (IC50 de 0,9 = 0,03 mg/ml), Thymus vulgaris (4,05 £ 0,09 mg/ml), Thymus capitatus
(0,6 £ 0,02 mg/ml) (Costa et al., 2017).

250
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200
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E 150
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3
g 93.77
o 100
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30 min d'incubation)
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1
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Figure 9 : Test de piégeage des radicaux DPPH des huiles de thymus vulgaris
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Conclusion

Le but de la présente étude était d'évaluer les activités antioxydantes des extraits des

feuilles de Thymus vulgaris a travers une synthése de trois articles.

L’extrait aqueux est le plus riche en composés phénoliques et en flavonoides en comparaison
avec les autres extraits (éthanolique 1, éthanolique 2, méthanolique). Le choix de la méthode
d’extraction ((hydrodistillation, micro-onde) des huiles n’a pas affecté la composition
d’huiles, et les composés majoritaires ¢étaient le thymol, p-cymene, Carvacrol, et le B-

caryophylléne.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits par le test de DPPH a montré
que tous les extraits ont une activité antioxydante. L’extrait éthanolique 1 (Koksal et al.,
2017). (IC50 de 12,1 pg/ml) a montré un meilleur effet de piégeage des radicaux DPPH, suivi
de I’extrait aqueux (IC50 de 13,6 mu/ml).Koksal et al., 2017) et I’extrait méthanolique (IC50
de 29,22 pg/ml) (Gedikoglu et al., 2019). La capacité de piégage la plus basse a été observée
dans le cas de I’extrait éthanolique 2 (IC50 de 36,77 pg/ml). (Gedikoglu et al., 2019).

En ce qui concerne les huiles essentielles de thymus vulgaris ,La meilleure activité de
piégeage a été obtenue avec I’huile commercialisée (IC50 de 5,84 pg/ml aprés 30 min
d’icubation) suivi de celle obtenue avec micro-onde (MAE) (IC50 de 93,77 = 13,0 pg/ml) La
capacité de piégage la plus basse est obtenu avec les huiles récupérées par hydrodistillation
(HD) ( 1C50 de 159,59 + 12,79 pg/ml).

Les résultats de ces études nous encouragent a évaluer I’activité antioxydante des plantes

utilisées localement dans la région de Tlemcen.
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