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Résume

Les principes actifs ou métabolites secondaires des végétaux constituent une grande source de molécules

dotées de propriétés médicamenteuses trés recherchées dans le domaine pharmaceutique.

Dans ce travail, nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et activités biologiques des différents

extraits d’une plante médicinale Teucrium polium de la famille des Lamiaceae.

La mise en évidence des phytoconstituants par des tests chimiques de coloration et de précipitation, menée
sur la poudre végétale de la partie aérienne de Teucrium polium a montré la présence d'alcaloides, de

flavonoides, de tanins et de saponosides.

La partie aérienne de Teucrium polium a été extraite avec 1’eau distillée par décoction, et avec 1’hexane par

deux méthodes : le soxhlet et la macération.

Mots clés : Teucrium Polium, screening phytochimique, polyphenols, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.
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Abstract

The active principles or secondary metabolites of plants constitute a great source of molecules endowed with

medicinal properties which are highly sought after in the pharmaceutical field.

In this work, we are interested in the phytochemical study and biological activities of different extracts of a

medicinal plant Teucrium polium from the family Lamiaceae.

The detection of phytoconstituents by chemical coloring and precipitation tests, carried out on the vegetable
powder of the aerial part of Teucrium polium, showed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins and

saponins.

The aerial part of Teucrium polium was extracted with distilled water by decoction, and with hexane by two

methods: soxhlet and maceration.

Key words: Teucrium Polium, phytochemical screening, polyphenols, antioxidant activity, antimicrobial

activity.
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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'numanité a recours aux medecines traditionnelles, il a toujours utilisé
diverses plantes trouvées, pour traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes constituent une
source immense de molécules chimiques complexes appelées métabolites secondaires : les terpénoides, les
alcaloides et les polyphénols, elles sont connues par leurs nombreuses activités biologiques, parmi

lesquelles : 1’actions antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antimicrobienne.

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a
des complications de I'évolution (Favier, 2003). La pluparts des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec 1’age grace au vieillissement qui diminue les défenses antioxydantes et augmente la

multiplication mitochondriale de radicaux.

Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes devient complexe de fait que de nombreuses bactéries ont
développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui pose un grand probléeme de santé publique
(Benbrinis, 2018).

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne demeure une tache tres
intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue
dans la médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une nouvelle source de composeés actifs (Da Silva,
2004).

Teucrium polium, son nom commun la germandrée tomenteuse appartenant a la famille des lamiaceae. Cette
plante est utilisee depuis plus de 2000 années en medecine traditionnelle, elle est connue par ses nombreuses

propriétés thérapeutiques.

L’objectif de ce travail est 1'étude phytochimique et 1'évaluation de l'activité biologique (antimicrobienne et

antioxydante) de quelques extraits de la plante teucrium polium.
Ce mémoire s’articule autour de deux parties :
> La premiére partie est une revue de la littérature en la matiere subdivisée en trois chapitres : Le
premier chapitre décrit les principales classes des métabolites secondaires. Le deuxiéme chapitre
traite les activités biologiques étudiées (antioxydante et antimicrobienne). Le troisieme chapitre est

réservé a I’étude botanique de la plante.

> La deuxiéme partie c’est la partie expérimentale devisée en trois chapitres :

-
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Le premier chapitre illustre matériel et les méthodes utilisés. Dans le deuxiéme chapitre nous discutons les
résultats obtenus. Le troisieme chapitre est consacré aux perspectives et enfin nous terminons notre travail

par une conclusion.

]
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Chapitre | : Principales classes des métabolites secondaires

1. Définition des plantes médicinales :

Selon 1’organisation mondiale de la santé une plante médicinale contient dans un ou plusieurs de ses
organes, des substances qui peuvent étre utilisées en thérapie ou qui sont des précurseurs de medicaments
utiles. lls fournissent aux gens des médicaments pour prévenir les maladies, maintenir la santé ou guérir les

maux.
2. Substances naturels d’origine végétale:

Les plantes synthétisent une vaste gamme de composés organiques classifiées comme métabolites primaires

et métabolites secondaires.

2. 1. Les métabolites primaires: glucides, protides, lipides et acides nucléiques sont synthétisés par des
voies métaboliques primaires. Ils répondent aux besoins de base des activités vitales des plantes et sont donc

présents dans toutes les plantes (Alamgir, 2017).

2. 2. Les métabolites secondaires: sont des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en
petites quantités par les plantes autotrophes, Elles sont présentes en trés grand nombre et d’une variété
structurale extraordinaire. Ces composés constituent un groupe de produits naturels qui sont exploré pour
des propriétés tres diverses : antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses
etc...(Epifano et al., 2007).

Selon leur origine biosynthétique, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois grandes familles
(Mahmoud and Croteau, 2002), qui sont :

1- Les composés phénoliques.

2- Les alcaloides.

3- Les terpénoides.

2. 2. 1. Les composés phénoliques :

2.2.1. 1. Définition :

Les composés phenoliques forment une trés vaste classe de substances organiques cycliques, ils se
caractérisent par la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant un ou plusieurs groupement
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside (Macheix et al., 2005). En effet
les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué dans le

royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connus (Lugasi, 2003).

Ils se trouvent dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot
and Charpentier, 2006), et représentent de 2% a 3% de la matiére organique des plantes et peut aller, dans

certains cas, jusqu’a 10% ou plus (Rakipov, 1987).

g
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Leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les tissus et les stades

physiologiques (Ribéreau-Gayon, 1968).

2.2.1. 2. Biosynthese :
D’un point de vue biosynthétique, les composés phénoliques peuvent étre synthétises par deux voies

métaboliques :

La voie de shikimate : plus courante, conduit, entre autre, a la formation des acides phénoliques, des
flavonoides et des lignanes.
<+ Lavoie des polyacétates : qui est a I’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les

xanthones et les quinones (Bruneton, 2009).

2. 2. 1. 3. Classification des composés phénoliques:
Les principales classes des composés phénoliques sont : les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins

et les coumarines.

1) les acides phénoliques:
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique
(Bruneton, 1993). On distingue deux principales classes d’acides phénoliques (Budi¢-Leto and Lovric,
2002).

% Les dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3) : ont une structure générale de base de type (C6-C3).lIs
sont souvent sous forme combinée avec des molécules organiques.

Tableau 01: Quelques dérivés de I’acide hydroxycinnamique (Harborne, 1980).

Nom R R, R3 R4

L’acide cinnamique H H H H coon
L’acide p-coumarique | H H OH |H

L’acide o-coumarique |OH | H H H

L’acide m-coumarique | H OH H H

L’acide férulique H OCH; |OH | H

L’acide sinapique H OCH; | OH | OCH3 | Figure0l: Acide hydroxycinnamique (C6-C3)
L’acide caféique H OH OH | H
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+ les dérivés de I’acide benzoique (C6-C1) : ont une structure générale de base de type (C6-C1). Ces
molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les
plus abondants sont répertoriés dans le tableau (02).

Tableau 02: Quelques dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Harborne, 1980).

T F E A

L’acide benzoique .
L’acide H H OH H R4 COOH
p- hydroxybenzoique

L’acide salicylique OH H H H RS k1

OCH; [OH |H R
OH |OH |OH
OCH; | OH | OCH;
OH |OH |H

L’acide vanillique

L’acide gallique
Figure02: Acide hydroxybenzoigque (C6-C1).

L’acide syringique

I IT| T =T

L’acide protocatéchique

2) les flavonoides :
Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1‘état naturel

les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d‘hétérosides (Ghestem et al., 2001; Bruneton, 1999).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne( Skerget et al., 2005). Leur structure de base est celle
d‘un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux cycles aromatiques qui
désignent les lettres A et B, reliées par un hétérocycle oxygéné, qui désignent la lettre C (Crozier et al.,
2008).

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en cix classes principales: les flavones,

les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines.

: N °
S

o Isoflavone

Flavonol \ Flavone ) /
S
P Y
jf

Anthocyanmidine Flavanone Flavan-3-ol

Figure 03: Structures chimiques des principaux flavonoides (Crozier et al., 2006).
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« Les flavanones :
Ils sont caractérisés par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la présence d’un centre de

chiralité en C2(Afanas’eva et al., 2001;Thompsen and Mottola, 1984).

Les agrumes constituent la principale source alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont

1'ériodictyol dans le citron, la naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans 1’orange(Murota et al.,
2004).

« Les flavonols:
Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une double-liaison en
C2-C3. IlIs peuvent étre soit sous forme d’aglycones, soit sous forme d’hétérosides (Korkina and Afanas' Ev,
1996).

Les principaux flavonols sont la quercétine, la rutine. Les sources les plus riches ont les oignons, le poireau,
le the, etc..(Kang et al., 2005).

< L’anthocyanidines :
Ce sont des pigments responsables de la couleur rouge, sous forme de glycosides. Leur structure est basée
par un noyau « flavone» généralement glycolyse en position C-3, les plus répandues sont: Cyanidine,

malvidine, et péonidine (Escandar and Sala, 1991).

3) Lestannins:
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée et de haut poids moléculaire (Atefeibu,
2002). lls ont plusieurs effets connus dans la protection des plantes, dans les phénomeénes d’amertume et
d’astringence de certains fruits et dans les activités biologiques et pharmacologiques. Ces différents roles

sont, essentiellement, dus a trois propriétés principales des tanins (Haslam, 1996) :
- Leur aptitude a complexer les ions métalliques (fer, manganése, vanadium, cuivre).
- Leur capacité a piéger les radicaux libres.

- Leur habilité a complexer des molécules, comme les protéines et les polysaccharides.

On distingue deux types de tannins : les tanins condenses et les tanins hydrolysables.

% Tanins condenses:
Les tanins condensés, appelés aussi procyanidoligues, sont des oligomeéres ou des polymeéres de flavan-3-ols.
Leur structure est formée d'unités répétitives monomeriques qui varient par leur centre asymétrique et leur

degré d'oxydation.les plus connus : épicatéchine et catéchine (Ozkan et al., 2007).

]
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Figure 04:Structure chimique de tanins condensés.

% Taninhydrolysable:
Les tannins hydrolysables sont des polyesters d‘un sucre qui est généralement le glucose et d’un acide
phénol qui est soit 1‘acide gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins

classiquement dénommeés ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

OH
HO O \/O BN

OH

OH
OH

Figure 05: Structure chimique de Tanins hydrolysables (Pascal et al., 2007).

4) Lescoumarines :
Les coumarines sont des substances naturelles largement distribuées dans le réegne végétal. Il s’agit de
composés a neuf atomes de carbone possédant le noyau benzo pyrannone-2, résultant de la lactonisation de
I’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique C-2 (Harkati, 2011; Lake, 1999). Toutefois leurs structures restent
tres diverses et peuvent étre classés en deux grands groupes (Smyth et al., 2009;Floc’h et al., 2002):

Coumarines simples et Coumarines complexes.

+« Les coumarines simples : ils ont des substituants dans le cycle benzénique. Elles peuvent étre des
dérivés hydroxylés, méthoxylés, alkylés, alcoxylés et glycosylés de la molécule mére (Tableau 03).

Tableau03: Structures chimiques de quelques coumarines simples (Cohen, 1979).

Nom R1 R2 R3
Umbélliférone | H H OH R 2y
Esculétine OH OH H [ H _ l

— H"E‘. ‘_: _.-"'. -..._D'_..-' '\-\.'D
Scopolétine OCH; |H OH Il!

3

Esculine O-Glu | OH H
Fraxoside OCH; | O-Glu | OH Figure 06 : structure de base de coumarine.
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< Coumarines complexes : ils se constituent d’un noyau furane ou pyrane associé au noyau benzo-a-

pyrone (Fettah, 2019).

/ N
0 0
Figure07: Structure chimique de Furanocoumarine. Figure08: Structure chimique de Pyranocoumarine.

2.2.1. 4. Propriétés biologiques des composes phénoliques:

Les polyphénols constituent les principes actifs de plusieurs plantes médicinales; ils interviennent dans de
nombreux processus tels que : la croissance, la germination, la morphogénése des tiges et dans le processus
de lignification (Merghem, 2009). Ils jouent un rdle important dans I’interaction de la plante avec son
environnement, en particulier contre les radiations UV, les attaques microbiennes, lutte contre les prédateurs
(Moheb et al., 2011).

En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes(Goémez-
Caravaca et al., 2006), anticancéreuses, anti-inflammatoires, antiathérogénes, antithrombotiques,
analgésiques, antibactériennes, antiviraux (Ali et al., 2007), anti-allergénes et vasodilatateurs (Falleh et al.,
2008; Hodgson and Croft, 2010 ). lls participent aussi a la prévention des maladies cardio-vasculaires
(Manach et al., 2005).

Tableau04: Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Bruneton, 1999b; Hennebelle, 2006 ).

Composés phénoliques Activités biologiques

Acides Phénoliques Ac. cafeique Antibactérienne,Antifongique, antioxydante

Ac. salicylique

Tanins Tanin gallique Antioxydant, antidiarrheique , antiseptique ,

Proanthocyanidine | effet vasoconstricteur

Lutéoléine Antitumorale, anticarcinogene,

Catéchine anti-inflammatoire,antioxydante, antiallergique,
Flavonoides Hespéridine antiulcéreuse, antivirale,

Quercetine antimicrobienne, diurétique.

Naringénine
Coumarines Dicoumarol Anticoagulant, antioxydant, antioedémateuse
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2. 2. 2. Les alcaloides:

2. 2. 2. 1. Définition:

Les alcaloides sont des molécules d'origine naturelle, elles sont caractérisées par la présence d’au moins un
atome d’azote et par leur forte activité biologique. L’atome d’azote accepte souvent un proton, ce qui leur
confére un caractére légerement basique en solution. La majorité des alcaloides sont hétérocycliques, bien
que quelques composés azotés aliphatiques (non cycliques) comme la mescaline et la colchicine soient
parfois classés dans les alcaloides. 1l existe environ 10000 alcaloides (Zohra and Nassima, 2015).

Ils peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon les especes, ils s’accumulent

uniquement dans les écorces, les racines, les feuilles ou dans les fruits (Harborne et al., 1994).
2. 2. 2. 2. Classification des alcaloides:

Il existe trois grandes classes des alcaloides, selon leur précurseur biogénétique et la position de 1’azote:

< Alcaloides vrais (Aniszewski, 2007): lls dérivent d’acides aminés et possédent un atome d’azote
inclus dans I’hétérocycle. Ils se trouvent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de

sel, soit comme N-Oxyde. Ce groupe représente la majorité des alcaloides.

C__ﬂl‘- th N - ""““
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Figure 09: Structures chimiques de quelques alcaloides vrais (Fettah, 2019).

<+ Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais,

mais ne sont pas des dérivées des acides aminés.

SV FSUUN oL "T:“:.,

capsaicine noréphédrine catéine

Figure 10: Structures chimiques de quelques pseudo-alcaloides (Fettah, 2019).
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« Les proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1‘azote n‘est pas inclus dans le systéme

hétérocycle, ils ont une réaction basique et sont élaboreés in vivo a partir des acides aminés (Bruneton,

1993).
" " IML H
HyCO H HO NH,
I;/\/
Hy " HO

Colchicine Adrénaline Dopamine
Figure 11: Structures chimiques de quelques proto-alcaloides (Fettah, 2019).

2. 2. 2. 3. Propriétés biologiques des alcaloides:

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites secondaires un
intérét particulier. Au niveau du systéeme nerveux central ils agissent comme dépresseurs (morphine,
scopolamine) ou comme stimulants (caféine etc...). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux (cocaine)

(Kansole, 2009). Ce sont aussi des composés amers, utilisés comme apéritifs (Bruneton, 1999).

2. 2. 3. Les terpénoides :

2. 2. 3. 1. Définition :

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, leur structure, soit cyclique soit a chaine ouverte, leur
formule brute est (CsHx) , dont le x est variable en fonction du degré d’insaturation de la molécule et n peut
prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les polyterpénes ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La
molécule de base est I’isopréne de formule CsHg .Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances
présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.) (Malecky, 2008).

Ils existent chez toutes les plantes et représentent de loin la plus vaste catégorie de métabolites secondaires,
avec plus de 22.000 composés décrits.

Figure 12: Structure chimique de la molécule d'isopréne.

2. 2. 3. 2. Classification des terpénoides :
Selon le nombre d’unités isopréniques qui constituent les terpénoides, on distingue les monoterpenes (C10),
les sesquiterpénes en (C15), les diterpenes (C20), les triterpenes (C30), les tétraterpenes (C40) et les

polyterpénes qui comportent plus de 500 carbones.

e
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2. 2. 3. 3. Propriétés biologiques des terpenoides :
Les terpenes posseédent d'importantes propriétés thérapeutiques, notamment en cancérologie, dans le
traitement de I'inflammation ou encore des infections bactériennes (Christianson, 2008). Ils ont aussi des

effets cytostatique, antivirale, insecticide, molluscicide et analgésique (Fernandez et al., 2001).

3. Méthodes d’extraction:

L'extraction de substances actives a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale est une étape tres
importante dans I'isolement, l'identification et I'utilisation de ces composés phénoliques. Elle est influencée
par la méthode choisie en fonction des composés phytochimiques a étudier, le pH, la température, le rapport
quantité de matiére /volume du solvant, le temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent

également un réle important dans cette procédure (Muanda, 2010).

L’extraction solide-liquide est le procédé le plus utilisé. Les solvants d'extractions les plus utilisés sont les
alcools (méthanol, éthanol), l'acétone, 1'éther éthylique et 1’acétate d'éthyle. Cependant, pour les composés
tres polaires tels que les acides phénoliques ne pouvant étre extraits complétement avec les solvants
organiques purs, les mélanges d'alcool-eau ou acétone-eau sont recommandés (Nsemi, 2010). Les solvants
moins polaires (dichlorométhane, chloroforme, hexane, benzene) sont utilisés pour éliminer les composés

apolaires (cires, huiles, chlorophylle).

Plusieurs techniques sont : I’infusion, la macération, la décoction, 1’extraction au Soxhlet, I’extraction par
sonication et I’extraction assistée par microondes.

1. L’infusion :

L’infusion est une méthode utilisée pour extraire les principes actifs ou les ardmes d'une matiére végétale
par dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que I'on laisse refroidir.

Le terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes et le thé.

2. La macération :

La macération est similaire a I’infusion, elle s’effectue a température ambiante. Elle est généralement
utilisée pour extraire les composés sensibles a la chaleur.

3. La décoction : Cette méthode consiste a réaliser I’extraction a température d’ébullition du solvant.
Contrairement a la macération dans laquelle le solvant d’extraction est a température ambiante (Muanda,
2010).

4. Le soxhlet :

Le soxhlet est I’un des procédés classiques pour I’extraction solide-liquide. L’échantillon entre rapidement
en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui aide a déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant.
Les inconvenients de cette méthode sont : la longue durée d’extraction et la grande quantité de solvant

consommeée, ce qui conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi des problemes sur le

-
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plan environnemental. Etant donné la grande quantit¢ de solvant utilisée, 1’étape postérieure

d’évaporation/concentration devient limitant(Grigonis et al., 2005; Penchev, 2010).

5. L’extraction par sonication :

C’est une méthode efficace et peu colteuse. Ses avantages sont liés a I’augmentation du rendement
d’extraction et une accélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de
travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés. Comme le
Soxhlet, ’extraction par sonication permet d’utiliser une grande quantit¢ de solvant pour obtenir des

composés naturels différents (Wang and Weller, 2006 ; Penchev, 2010).

6. L’extraction assistée par microondes :

C’est également une alternative aux méthodes d’extraction conventionnelles. Elle est rapide et n’est pas
couteuse. Elle utilise de plus petites quantités de solvant, Cependant, la température opératoire de cette
technique est relativement élevée (100 — 150 °C), ce qui pose des probléemes lors de I’extraction
d’antioxydants (Penchev, 2010).

&
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1. Activité antioxydante :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques (traumatisme,
irradiation, hyper ou hypothermie), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques (exposition a des
xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou de croissance). La plupart de ces agressions débouchent
sur une expression commune appelée stress oxydant, dii a ’exagération d’un phénomene physiologique,

normalement trés controlé et la production de radicaux dérivés de 1’oxygéne (Walker et al., 1982).

1.1. Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif, c’est un déséquilibre entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de
I’organisme, ce qui provoque des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999). Cette
perturbation peut avoir diverses origines, telle que la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants
d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants, des facteurs environnementaux comme la
pollution, 1°‘exposition prolongée au soleil, la lumiére UV, un contact avec le rayonnement gamma, certains
pesticides et solvants, métaux toxiques, exercice intense ou mal géré, consommation excessive de tabac et

d’alcool et des médicaments (Poirier, 2004).

1.2. Les radicaux libres :
Les radicaux libres sont des molécules qui possédent un ou plusieurs électrons célibataires sur leurs couches
extérieures, ils sont donc tres instables (Durand et al., 2013), ce qui les rend fortement réactifs, il réagissent

avec de nombreux composés pour gagner sa stabilité.

Ils sont répartis en especes réactives de 1‘oxygene (ERO) et especes réactives de 1‘azote (ERN). Les ERO
comprennent des dérivees radicalaires : 1‘anion superoxyde (Oz¢-), le radical hydroxyle (OHe), alkoxyle
(RO¢), et hydroperoxyle (HO«;) ainsi que certains dérivés non radicalaires comme le peroxyde d‘hydrogéne

(H20,). ’'oxygene singlet 10, et le nitroperoxyde (ONOOH) (Favier, 2003).

1.3. Maladies liées au stress oxydant :
Le stress oxydant est la cause de plusieurs maladies telles que la sclérose, le syndrome de détresse
respiratoire aigu(Mcguire et al., 1982), le vieillissement accéléré des tissus (Sohal et al., 2002), les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires(Montagnier et al., 1997).

Il entraine des complications diabétiques au niveau macro ou micro-vasculaire ainsi qu’une augmentation
de la résistance a I’insuline (Sato et al., 1979). les ERO sont impliqués dans les premiéres étapes de la

progression tumorale (Roberts et al., 2010).
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1.4. Les antioxydants :

L’organisme a développé des systemes de défense tres efficaces contre la production des radicaux libres. Les

molécules contrélant cette production sont appelées «antioxydant».

Les antioxydants sont des substances qui présentes a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable, retardent ou inhibent, significativement, I’oxydation de ce substrat » (Halliwell, 1990), chaque
individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires, son mode de vie,

ses caractéristiquesgénétiques et son environnement.

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene singulier, la
désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou de peroxydes et la

chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

Les antioxydants peuvent étre divisés selon leurs origines : antioxydants synthétiques et naturels.

<+ Les antioxydants synthétiques :
Les antioxydants synthétiques tel que : I’hydroxytoluénebutylé (BHT), I’hydroxyanisolebutylé (BHA) et
I’hydroquinone de butyle tertiaire (TBHQ), ils sont trés utilisés dans 1’industrie alimentaire parce qu'ils sont
efficaces et moins chers que les antioxydants naturels, mais ils peuvent présenter certaine toxicité(Ribeiro et
al., 2001; Marongiu et al., 2004).

< Les antioxydants naturels :
Ce sont des molécules exogenes tel que : la vitamine E, ’acide ascorbique, le p-carotene, les composés

phénoliques,...etc. (Kohen and Nyska, 2002).

L’activité antioxydante d’un composé¢ phénolique peut étre issue d’une combinaison d’événements
chimiques, dont l’inhibition enzymatique, la chélation de métaux, ou bien la donation d’un atome

d’hydrogéne (Parr and Bolwell, 2000).

2. Activité antimicrobienne

Les infections microbiennes sont causées par différents microorganismes et sont la cause des maladies les
plus fatales et des épidémies les plus répandues, la thérapeutique de ces infections se base principalement
sur I’utilisation des antibiotiques.

Cependant, une mal utilisation de ces antibiotiques conduit & 1’apparition de la multirésistance bactérienne
(Hemaiswarya et al., 2008), d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles

substances actives et efficaces a partir des plantes.

La rareté des maladies chez les plantes sauvages s’explique par 1’¢laboration d’un systeme de défense

naturelle, qui leur permet de lutter, efficacement contre les pathogénes. Pour se protéger contre les bacteries,
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les champignons et les virus, les plantes synthétisent, de maniere constitutive, une multitude de molécules
antimicrobiennes (Jones and Dangl, 2006; Gibbons, 2008).

Plusieurs études ont été réalisées pour 1’évaluation des propriétés antibactériennes, antifongiques et
antivirales des polyphénols Les composés appartenant aux acides phénoliques les plus représentatifs de ces
effets sont les acides cinnamiques et caféiques et sont particulierement efficaces contre de nombreuses

souches de bactéries, de champignons et de virus(Cowan, 1999; Cheng et al., 2008).
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1. Généralité sur ’espéce étudiée:

Teucrium polium est une espéce tres variable appartenant a la famille des Lamiaceae. Son nom dérive de
’union du terme Grecs « teucrion », en I’honneur d’un ancien roi troyen qui, selon 1’historiographe romain
Pliny, fut le premier a I’utiliser a des fins médicales et « polion »signifiant gris, blanchatre ; se référant a la
couleur des fleurs (Venditti et al., 2017). Le genre Teucrium fait partie des genres les plus importants de la
famille des Lamiaceae, il comprend plus de 300 espéeces, présent dans toutes régions et plus spécialement

dans la région méditerranéenne.
1. 1. Nom de la plante: (Bonnier et al., 1990)

Nom arabe : El-Djaada
Nom francais : Pouliot de Montagne, Germandrée tomenteuse
Nom en Italien :Camedrio polio, Canitola polio.

Nom en espagnol :Poleomontano, Tomilloterrero, Zamarilla

1.2. Classification: (Capasso et al., 1984)

Régne Plantae
Embranchement Spermatophytes
Classe Angiospermes
Sous classe Asteridae
Ordre: Famille Lamiacées
Genre Teucrium
Espéce Polium

1. 3. Description botanique:

Teucrium polium est une plante vivace herbacée, de 10 a 35 cm de hauteur a tiges nombreuses et ramifiées,
révolutées sur les marges. Les feuilles sessiles, oblongues ou linéaires a bords plus ou moins enroulés,
régulierement dentés d’une couleur verte pale en dessus et blanche en dessous. Les fleurs ont une corolle
blanche ou jaunatre en grappes denses au sommet des rameaux. Leur caractéristique principales et de ne
posséder qu’une lévre la lévre inférieure regroupant les 5 lobes soudées alors que la leévre supérieur est
absente.

La plante dégage une odeur forte, aromatique, agréable (Quezel and Santa, 1963).

g
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La tige et les feuilles Les fleurs La partie végétative

Figure 13:Aspect morphologique de Teucrium polium.

1. 4. Distribution géographique :

Teucrium est originaire du Sud-Ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique du Nord. Elle est présente
principalement dans les pays méditerranéens et dans le Moyen-Orient. En Algérie, la plante est assez
commune dans I’espace méditerranéo-saharien, plus rare au Sahara septentrional et au Tassili, elle pousse

dans les rocailles et secs, les lits arides, les roches et les sables (Abdollahi et al., 2003).

1. 5. Utilisation thérapeutique:
T. polium a été employée comme plante medicinale pendant plus de 2000 années. Elle est utilisée comme
hypoglycémiant (Esmaeili and Yazdanparast, 2004), diurétique, antipyrétique, diaphorétique,

antispasmodique, tonique, anti-inflammatoire, analgésique et antibactérienne (Thoppil et al., 2001).

C’est une plante d’odeur aromatique poivrée utilisée pour relever les salades ou parfumer les fromages de
chévres. L’infusion des feuilles et des fleurs était consommée comme boisson régénératrice (Boullard,

2001).

Elle est utilisée aussi pour combattre les rhumatismes, les troubles gastriques, la fiévre et les mucosités

abondantes, et pour la cicatrisation des blessures (Iserin et al., 2007; Rajabalian, 2008).

2. Données phytochimiques et pharmacologiques:

2.1. Composition chimique :
Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium développée dans différents secteurs
géographiques. La plupart de ces études, basées sur l'analyse des extraits par les méthodes
chromatographiques en phase gazeuse, ont indiqué la présence de plusieurs composés tels que : les
flavonoides, polyphénols (Proestos et al., 2004, Djabou et al., 2012), iridoides, tannins, huiles essentielles et
alcaloides (Parsaee and Shafiee-Nick, 2006).
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Les flavonoides identifiés sont : luteoline, apigenine, diosmetine (KadifkovaPanovskaet al., 2005),
cirsimaritine, cirsilole, cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3’,4’- tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5-
galloylglucoside, apigenine-7-glucoside, vicenine, luteoline-7-glucoside (Krache et al., 2017).

Aussi En 2009, six flavones ont été isolés: aglycones: luteoline, apigenine, diosmetine, cirsiliol,
cirsimaritine et cirsilineol(Stefkov et al., 2009).

2.2. Activités biologiques :
Les études réalisées ont démontré certains effets pharmacologiques parmi lesquelles on cite ’action
antibactérienne, antiinflammatoire, anti-ulcerogene, anti-nociceptive, antispasmodique, antidiabétique,

diurétique, hypolipidémique, antifongique, cytotoxique (Abdollahi et al., 2003).

< Anti-nociceptive, antispasmodique :
L’extrait aqueux des parties aériennes de T. polium a des effets antispasmodiques et anti-nociceptifs.
D’autres études affirment des propriétés antiviscérales de son extrait éthanolique contre la douleur. La
présence des flavonoides et des stérols pourrait étre responsable de I'activité anti-inflammatoire de cette
plante (Abdollahi et al., 2003 ; Kaileh et al., 2007).

<+ Antidiabétique :
L'extrait aqueux de T. polium présente un effet hypoglycémiant chez les rats.
La propriété insulinotropique de cet extrait a été encore évaluée, in vitro, en utilisant des flots pancréatiques
de rat (Esmaeili., Yazdanparast., 2004). Les données ont montré que 1’extrait brut aqueux peut réduire le
taux du glucose sérique principalement en augmentant la sécrétion d'insuline par le pancréas par
comparaison aux Tlots témoins. Cependant, les composés responsables de l'activité hypoglycémique ne sont

pas encore élucidés (Rasekh et al., 2001).

<+ Antifongique :

L’extrait de T. polium est utilisé pour traiter les abcés fongiques (Esmaeili., Yazdanparast., 2004).
Ainsi que I’activité antifongique pour les huiles essentielles a été estimée par dilution en milieu liquide. Les
résultats ont montrés un pouvoir antifongique trés important pour I’H.E de T. polium durant la saison de
floraison (Dridi et al., 2016).

< Antipyrétique, Antimicrobien :
L’extrait éthanolique de T. polium posséde un effet antipyrétique contre la levure et le pyrexia de
carragénine. Cependant, ’extrait de T. polium a montré une activité antibactérienne contre les bactéries
Gram positive et Gram négative. D'autre part, il présente des degrés élevés de résistance a nombreux agents

antimicrobiens (Capasso et al., 1984; Aggelis et al., 1998).
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+ Cytotoxique :
Les résultats indique que I’extrait éthanolique de T. polium présente un potentiel antitumoral trés efficace
par I’inhibition, in vivo, de la génération de colonies de quelques lignées cellulaires en milieu d’agarose et la

suppression leurs croissance (Nematollahi-Mahani et al., 2007).

% Antioxydante :
L’activité antioxydante a été évaluée par trois methodes : la mesure de la capacité de piégeage du radical
libre DPPH, la mesure du pouvoir réducteur du fer et la méthode au molybdate d'ammonium et pour les trois
méthodes, I’acide ascorbique a été utilise comme standard. Les résultats ont montré une activité
antioxydante de I’extrait méthanolique largement plus importante que celle de I’huile essentielle (Dridi et
al., 2016).
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[ Matiére vegétale J

[ Tests phytochimiques J [ Extraction J

[ Macération J [ Soxhlet J

[ Extraits bruts J

Dosage composés Evaluation de activité Evaluation de ’activité
phénoliques antimicrobienne antioxydante

Figure 14: Schéma récapitulatif du protocole expérimental

1. Matiére végétale :
Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Teucrium polium, il a été acheté secs chez un
herboriste du centre-ville de Tlemcen, il a été broyé a 1‘aide d‘un mortier jusqu‘a 1‘obtention d‘une poudre

presque fine et conservé dans des flacons en verre jusqu’a son utilisation.

Figure 15: Partie aérienne de Teucrium polium broyée.
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2. Tests phytochimiques :

Le screening chimique est un ensemble de réactions physico-chimiques qui permet de déterminer différents
groupes chimiques présents dans la matiere végétale. Il est basé sur des réactions de solubilité, de coloration,

de précipitation et des observations sous lumiere ultra violette.

2.1. Flavonoides :
Macérer 3g de la maticre végétale broyée dans 45ml d’HCI a 1% pendant 24h. Apres filtration, prendre
10ml du filtrat, et ajouter NH4OH afin de rendre le milieu basique. L’apparition d’une coloration jaune

claire indique la présence de flavonoides (Dridi et al., 2016).

2.2. Tanins:
Mettre 5g de la poudre végétale dans un erlenmeyer contenant 50 ml d’eau bouillante, Fermer 1’erlenmeyer

et laisser infuser pendant 15 minutes. Apres filtration, ajuster le filtrat a 50 ml.

Verser 5ml de l'infusé dans un tube a essai, ajouter 1ml de FeCI3 a 1%. L’apparition d’une coloration
verdatre indique la présence de tanins catéchiques, une coloration bleue noiratre indique la présence de

tanins galliques (Dridi et al., 2016).

La différentiation entre les tanins galliques et catéchiques se réalise par le réactif de Stiasny.

Prendre 30ml de I’infusé, ajouter 15ml de réactif de Stiasny (3ml de formol a 30% 1ml d’HCI concentré), et
chauffer au bain-marie a 90°C pendant 30 min. L’observation d’un précipité orange indique la présence de
tanins catéchiques, I’absence de précipité combinée a une réaction positive avec le FeCl3 indique la

présence de tanins hydrolysables (Dridi et al., 2016).

2.3. Alcaloides :
Macérer 5g de la poudre végétale dans 50ml d’HCI a 1% pendant 24H a température ambiante. Filtrer le
mélange et ajouter au filtrat quelques gouttes de réactif de Draguendorff. L apparition d’un précipité orangé

indique la présence d’alcaloides (Dridi et al., 2016).

» Reactif de Draguendorff :

= il s’agit d’un mélange (V/V) de deux solutions A et B :
Solution A : 1.7g de nitrate de bismuth et 20g d’acide tartrique concentré dans 100ml d’eau distillée.
Solution B : 10g de potassium dans 100ml d’eau.

Ajouter au mélange 10g d’acide tartrique et ajuste le volume total a 100 ml d’eau.
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2.4. Saponosides :

Dans un bécher, introduire 1g de la poudre végétale avec 40ml d’cau distillée, les chauffer sur une plaque
chauffante, filtrer et refroidir la solution. Agiter le filtrat, 1’apparition de la mousse indique la présence des
saponosides (Fettah, 2019).

2.5. Coumarines :

Mettre dans un erlen 1,5g de matic¢re végétale, 4ml d’éthanol et 2ml de 1’eau distillée. Agiter pendant 2min
puis filtrer. Prendre 2ml de filtrat et ajouter 0,5ml de NaOH 10%, chauffer jusqu'a 1’ébullition, refroidir puis
ajouter 4ml d’eau distillée. Ajouter quelque goutte de HCI concentré, la présence de la couleur jaune indique

la présence des coumarines (Fettah, 2019).

3. Méthodes d’extraction :

Les méthodes d’extraction que nous avons utilisées sont : la décoction pour 1’obtention de I’extrait aqueux, la
macération et le soxhlet par trois solvants a polarité croissante il s’agit de 1’hexane, chloroforme et de

1’éthanol).

3.1. Extraction par décoction:

10 g de la matiere végétale broyée sont mise en contact avec 100ml d’eau distillée, I’ensemble est porté a
I’ébullition pendant environ 30min. L’extrait aqueux obtenu est filtré puis séché dans I’étuve (40°C). Aprés

séchage, 1’extrait sec est pesé puis stocké au réfrigérateur a 4°C avant 1’utilisation (Othman et al., 2017).
3.2. Extraction par macération :

Les extraits bruts sont obtenus par des extractions successives avec des solvants en fonction de 1’ordre

croissant de leur polarité. Dans cet ordre, nous avons utilisé trois solvants : hexane, chloroforme, éthanol.

259 de la poudre végétale sont macérées dans 250ml d’hexane pendant 24 h, sous agitation et a température
ambiante. La solution hexanique est filtrée, le filtrat est concentré sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif
a 45°C. Séchage de I’extrait obtenu dans 1’étuve puis stockage a 4°C. Le marc est séché a température
ambiante, la méme opération sera reprise sur le marc séché avec respectivement 250ml de chloroforme et
250ml d’éthanol.

|
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25¢ de la poudre végétale

Extraction par I’hexane

Filtration
Filtrat Marc

Concentration a 45° l , . . :
Séchage a température ambiante

Extrait hexanique Extraction par le chloroforme

Filtration
Filtrat Marc
Concentration a 45°\L Séchage & température ambiante
Extrait chloroformique Extraction par 1’éthanol
Filtration
[ )
Filtrat Marc

Concentration a 45° l

Extrait éthanolique
Figure 16: Extraction successive avec des solvants organiques de la partie aérienne de Teucium polium.
3.3. Extraction par soxhlet :
* Principe:
La poudre végétale est placée dans une cartouche en papier filtre insérée dans I’extracteur. Ce dernier est

positionné sur un ballon contenant le solvant, puis un réfrigérant est adapté au-dessus de l'extracteur.

Lorsque le ballon est chauffé, les vapeurs se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps dans

=
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lequel est insérée la cartouche faisant ainsi, macérer la plante dans le solvant. Le solvant condensé
s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube-siphon, qui entraine le retour du liquide

contenant les substances extraites, dans le ballon (Handa, 2008, Allal).

* Mode opératoire :
10 g de matiere végétale broyee (partie aérienne) sont extraites par 100 ml d’hexane. Aprés 5h d’extraction
par soxhlet, ’extrait obtenu est évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif, pesé¢ puis stocké au réfrigérateur

jusqu’a utilisation.

La poudre végétale sera ensuite soumise & une autre extraction dans les mémes conditions mais avec d'autres

solvants, il s'agit de chloroforme et de I'éthanol.

%

it

P =

Décoction Macération Soxhlet Evaporation

Figure 17: Procédés d’extraction.
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1. Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques réalisés sur la poudre végétale, ils nous ont permis de détecter différents
familles de composés phénoliques présentes dans la partie aérienne de Teucrium polium. Les résultats
obtenus pour ces tests sont montrés dans le tableau suivant :

Meétabolite secondaire Résultat

Flavonoides +
Alcaloides +
Tannis +
Saponosides +
Coumarines -

Tableau 05: Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne de Teucrium polium.

(-) Absence (+) Présence

D’apres les résultats mentionnés dans ce tableau, nous avons remarqué la présence de certains métabolites
secondaires dans la partie aérienne de teucrium polium tels que : les flavonoides, les alcaloides, les tanins

et les saponosides par contre I’absence totales des coumarines.

Cette étude qualitative montre que la plante teucrium polium est riche en composés phénoliques, ces
composé ont des propriétés pharmacologiques diverses; cela explique I’intérét et I’attention portée par les

chercheurs, a travers les études scientifiques sur la plante (Naghibi et al., 2005).

Les alcaloides possédent plusieurs propriétés biologiques (Okwu, 2007) A faible dose, ils sont
d'anesthésiques locaux, analgésique, antibiotique, antipaludique antiparasitaire, anti-tumoraux et
amoebicides (CHENNI, 2010). lls ont aussi des effets sur le systéme nerveux central (Bruneton, 1999).

Les tannins donne un gout amer aux plantes notamment I'écorce ou aux feuilles et les rendent ainsi

impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail (Teuscher et al., 2005). lls possédent une action
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thérapeutique liée a 1’astringence, des activités antifongique, antibactérienne, antivirale, et antiseptique. Ils

ont aussi un effet anti-oxydant (Yessoufou et al., 2013) et hémostatique (Agunu et al., 2005).

Les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoire, hépato-protectrice et diurétique (Park et al., 2008).
Les plantes médicinales contenant les flavonoides considerent comme solutions de plusieurs maladies telles
que les maladies vénériennes et infectieuses qui peuvent causer 1’infertilité féminine (Pouka et al., 2015,
Houmenou et al., 2017) .Chez les végétaux, les flavonoides protégent les plantes contre le stress hydrique et
génére une tolérance des plantes aux métaux lourds présents dans les sols, protégent les aliments d’origine
végétales de 1’oxydation(MAKHLOUFI, 2010), comme ils jouent un réle dans la coloration des végétaux
(Ribéreau-Gayon, 1968).

Les saponosides possedent des propriétés tensioactives, antivirales, antibactériennes et antifongiques; ils
présentent aussi des effets protectrices des veines et des capillaires ainsi que des activités oedémateuse et

hormonale (Macheix et al., 2005) .

Les tanins et les flavonoides, parmi les composés qui présentent de puissantes activités antioxydantes qui
agissent comme des poubelles a radicaux libres en prévenant et en arrangeant les dommages causés par

ceux-ci (Houmenou et al., 2018).

2. Extraction :

Trois extraits sont préparés, un extrait aqueux par décoction et deux extraits hexaniques par deux méthodes

différentes la macération et le soxhlet, les résultats sont mentionnés dans le tableau suivant :

Extrait couleur Aspect
Extrait agueux “brune Pateux
Extrait hexanique obtenu par vert Pateux
maceration

Extrait hexanique obtenu par vert Pateux
soxhlet

Tableau 06: Couleurs, aspects des extraits obtenus de Teucrium polium.
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Notre étude a été limitée par de nombreux facteurs dont la durée de 1’étude et la situation sanitaire actuelle
qui a engendre un retard significatif dans la réalisation des travaux de recherche. En vue d’améliorer la

qualité de notre travail, nous avons établis des objectifs a atteindre :

1. Calcul du rendement :
Le rendement est le rapport entre la masse de I’extrait obtenu apres évaporation de solvant et la masse de la
matiére premiére végétale traitée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante (Bachiri et
al., 2016).

R(%) = (Mgx/ Mmy) x 100

Mgy : masse de I'extrait obtenu aprés évaporation en (g).

My : masse de la matiére premiére végétale en (Q).

2. Analyse quantitative des composés phéenoliques:

2.1. Dosage des polyphénols totaux :

* Principe:
Le taux des composes phénoliques sera déterminé par la méthode de Folin-Cioclateu, Ce dernier est un
réactif de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3zPW31,040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1,04). Lors de I’oxydation des polyphénols ce réactif est réduit en un mélange
d’oxydes de tungsteéne et de molybdéne de couleur bleue. L’intensité de cette couleur est proportionnelle au
taux des polyphénols oxydés, présents dans les extraits végétaux dont 1’absorption maximum est comprise
entre 725 et 760 nm (Boizot and Charpentier, 2006).

= Mode opératoire :
Mélanger 125ul d'extrait avec 125ul de réactif de Folin- Ciocalteu (10 fois dilué) Apres 3 minutes
d’incubation, ajouter 1250ul de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75g/l). Ajuster le mélange
avec 1ml d’eau distillée et laisser incuber pendant 90 min dans 1'obscurité a température ambiante. Mesurer

La lecture de L'absorbance a 760 nm (Michel, 2011, Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les concentrations des polyphénols totaux seront calculées a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique effectuée parallelement dans les mémes conditions opératoires et seront exprimées en milligramme

(mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiére séche (mg EAG/g MS).
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3.2. Dosage des flavonoides :

*  Principe:
Le taux des flavonoides sera déterminé par la méthode de trichlorure d’aluminium et la soude décrite par

(Dewanto et al., 2002) et (Kim et al., 2003)

Le trichlorure d‘aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe

de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510nm.

* Mode opératoire :
Me¢élanger 250ul d’extrait dilué avec 75ul d’une solution de NaNO2 a 5%, laisser le incuber Pendant 6min a
température ambiante puis ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (AICI13, 10%). Apres 5 min d’incubation,
additionner 500ul de soude (NaOH, IM). Ajuster le mélange a 2500ul avec de 1’eau distillée. Lire

L’absorbance a 510 nm.

La concentration des flavonoides, sera déterminée a partir de la gamme d’étalonnage de la catéchine et

exprimée en mg d’équivalents catéchine par gramme de matiére végétale séche (mg CE/g MS).

2.3. Dosage des tanins

* Principe:
Le dosage des tanins condensés sera réalisé en utilisant la méthode a la vanilline En milieu acide, les tanins
condensés se dépolymérisent et, par réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur

rouge, mesuré a 500 nm (Sun et al., 1998).

* Mode Opératoire :
Meélanger500 pl d’extrait avec 3 ml de vanilline a 4% et 1,5 ml d’acide Chlorhydrique, laisser incuber

pendant 15-20min a température ambiante. Mesurer 1’absorbance a 500 nm.

Les concentrations des tanins condensés seront déterminées a partir d’une courbe d’étalonnage de la
catéchine et seront exprimées en milligramme d’équivalent catéchine par gramme de matiére végétale séche

(mg CE/g MS).

3. Activités biologiques:

3.1 Evaluation de I’activité antioxydante :

3.1.1. Test de piegeage du radical libre DPPH:
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=  Principe:
Le DPPH est un radical libre stable, sa présence donne lieu & une coloration violette intense de la solution,
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le DPPH est réduit en diphényle picryl
hydrazine, ce qui entraine une décoloration ainsi qu’une diminution de 1’absorbance. L’intensité¢ de la
couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(S&nchez-Moreno, 2002)

- O
. H
O;N N—N + A-H - O,N N—N + K"
<= o
VIOLET JAUNE

Figurel8 : Réaction de réduction du DPPH en DPPH-H en présence d’un antioxydant (Dridi et al., 2016).

*= Mode opératoire :

Le test sera effectué avec la méthode au DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998)
Melanger 50 pL de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations (de 1 a 10
mg/mL) avec 1,95 mL de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/L). En Paralléle, préparer un contréle
négatif mélanger 50 pL de méthanol avec 1,95 mL de la solution méthanolique de DPPH (sans extrait).
Apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante, 1’absorbance sera lue contre un blanc

qui est représenté par le méthanol pour chaque concentration a 517 nm.

Le controle positif sera représenté par 1’acide ascorbique dont I’absorbance sera mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons.
Le test sera répéteé 3 fois pour chaque concentration.

Les résultats seront exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

|
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Calcul des pourcentages d'inhibition :

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs contréle] x 100

% I: Pourcentage d’inhibition
AC : Absorbance du contrble ;
AT : Absorbance du test effectué.

Calcul des I1C50

L‘IC50 ou la concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de 1'échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% de radical DPPH-. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions logarithmiques
des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de chacun des extraits testés (Scherer
and Godoy, 2009, Fabri et al., 2009).

3.2. Evaluation de P’activité antimicrobienne:
3.2.1. Activité antibactérienne :

Les activités antibactériennes des extraits seront évaluées par la technique de diffusion sur gélose (méthode
de disques) ;

La méthode de disques permet de déterminer la susceptibilité des bactéries aux agents antibactériens.
L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur milieu gélosé non sélectif. 3 a 5 colonies
bien distinctes sont suspendues dans 1’eau physiologique 0.85 %, ensuite, la suspension est ajustée au
standard 0.5 McFarland avec un spectrophotometre a 625 nm qui correspond a une densité optique de 0.08 —
0.1. Donc, la suspension bactérienne contient approximativement 1 & 2 x 10° UFC/ml.

Des disques en papier filtre Wattman n° 4 de 6 mm de diamétre sont stérilisés par autoclavage, puis
imprégnés par une solution d’extrait étudié. Un antibiotique de référence est utilisé pour la comparaison. Le

milieu de culture recommandé est la gélose Mueller Hinton a pH 7.2 2 7.4.

L’ensemencement se fait par écouvillonnage de 1’inoculum sur la gélose grace a des stries serrées tout en
tournant la boite a 60° a trois reprises. Ensuite, les disques sont déposés dans les boites sur la gélose
préalablement ensemencé. Apres 15 min de D’application des disques, les boites Pétri sont incubées a
35+2°C pendant 18 & 24 h. La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition

uniformément circulaire (mm). Ce test a été répété trois fois.

-
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3.2.2. Activité antifongique:
Dans cette méthode, le milieu de culture utilisé est la gélose Sabouraud a un pH de 7.2 a 7.4, ce qui permet

de produire des zones d’inhibition visibles.

L’inoculum est préparé par suspension de 5 colonies distinctes d’une culture jeune de 24 h dans 5 ml d’cau
physiologique stérile (0.85%). L’inoculum est ajusté au standard 0.5 McFarland par un spectrophotometre a
530 nm soit une densité optique de 0.12 & 0.15 pour avoir de 1x 10° & 5 x 10° cellules/ml. Aprés 15 minutes
de la préparation de la suspension de levures, la surface de la gélose Sabouraud est ensemencé par
écouvillonnage 3 fois avec une rotation de la boite de Pétri de 60° pour assurer une bonne distribution de

I’inoculum.

Des disques stériles en papier filtre (6 mm) sont imprégneés par une solution d’extrait et sont déposés sur la

gélose.

Un antifongique de référence est utilisé. Apres 15 min de I’application des disques, les boites sont incubées

a 35 + 2°C pendant 20 a 24 h. La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition (mm).
La sensibilité des souches testées envers est classée selon les diamétres des halos d’inhibition :

e Diamétre < 8mm: non sensible (-) ou résistante
e Diameétre compris entre 9 a 14 mm: sensible (+)

e Diametre compris entre 15 a 19 mm: tres sensible (++)

e Diamétre > 20 mm: extrémement sensible (+++)
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche
biomédicale et devient 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’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce
sans effets secondaires. Selon I’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore de la

médecine traditionnelle pour prendre soin de leur santé.

La région mediterranéenne, en dépit de sa localisation dans une zone tempérée, posséde des zones
biogéographiques parmi les plus rares au monde et une biodiversité de premiére importance avec beaucoup
de plantes d’intérét thérapeutique. Pres de 25.000 especes sont présentes, ce qui correspond a 9.2% des
espéces identifiées sur un territoire représentant seulement 1.5% de la surface terrestre et un pourcentage trés
élevé de ces derniéres sont endémiques. En Algérie les gens faisaient toujours appel a la phytothérapie, ce
qui a permis le maintien d’une tradition thérapeutique vivante en dépit du développement spectaculaire de la

médecine moderne.

Teucrium polium est une plante de la famille des lamiaceae elle est connue pour sa richesse en métabolites
secondaire et ses propriétés thérapeutiques. La partie aérienne de cette plante a fait 1’objet d’un criblage
phytochimique et des différentes extractions.

Le criblage phytochimique réalisé sur la partie aérienne de Teucrium polium nous a permis de mettre en
évidence la présence des composés phénoliques, notamment, les flavonoides, les alcaloides, les tanins et les
saponosides dotés de diverses propriétés pharmacologiques.
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