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Introduction

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualit¢ malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmeétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines,
les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et les flavonoides (Bahorun et
al., 1996).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
role tres important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et les maladies liées au stress oxydatif ; expliquant de ce fait leur grande
utilisation dans la fabrication des médicaments. lls interviennent aussi dans la protection des
plantes contre les différentes attaques microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la
perte d’une grande quantité de végétation (Bruneton, 1999).

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, anti-oxydante et
antimicrobienne demeure une tache trés 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 composés actifs (Teixeira da Silva, 2004).

Le genre Teucrium (Lamiaceae) inclut des especes végétales médicinales bien connue
possedants diverses propriétés biologiques (EI Oualidi et al., 1999 ; Coll et Tandrén, 2005 ;
Menichini et al., 2009). Les propriétés thérapeutiques de 1’espéce Teucrium fruticans L. ont été
mises en évidence in vitro, elles sont dues a des composes actifs telles que les huiles essentielles,
et dans une moindre mesure en polyphénols (Piozzi et al., 2005).

Quoique certains auteurs de pays méditerranéens ont entrepris des études limitées sur
cette plante, surtout sur la composition des polyphénols et de ses huiles essentielles (Ulubelen
et al., 2000 ; Menichini et al., 2009), en Algérie, du moins a notre connaissance cette espece
végétale n’a pas fait I’objet d’études antérieures.

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur de cette espece végétale en ces
composés actifs, notamment les polyphénols contenus dans la partie aérienne de 1’extrait

aqueux et méthanolique de la plante et d’en évaluer leur pouvoir biologique.
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1. Propriétés botaniques

1.1. Généralités

La famille des Labiées (Lamiaceae) du latin Labia (lévre), ont des fleurs a forme
caractéristique a deux lévres. C’est une famille cosmopolite d’arbre, arbustes et herbacées qui
contient environ 6970 espéces, réparties en 240 genres. En Algérie, 140 espéces végeétales
appartenant a 29 genres sont répertoriées dans diverses régions et classées selon leurs
caractéristiques morphologiques (Quezel et Santa, 1963).

Le genre de Teucrium fait partie des genres les plus importants de la famille des
Lamiacées, et est réparti en 340 especes et variétés environs. D’un point de vue taxonomique,
elles sont identifiables grace a la forme du calice et de leur inflorescence. Un grand nombre de
travaux ont été publiés récemment sur la taxonomie de ce genre basée sur des études
morphologiques (inflorescences et calice), micro morphologiques (trichomes) (EI Oualidi et
al., 1999), mais les relations au sein du groupe restent confuses. Nous pouvons citer parmi les
especes qui appartennent a ce genre, Teucrium fruticans L.

Les plantes de la famille des Lamiacées bien que répandues dans diverses régions du
monde, sont essentiellement localisées dans le bassin méditerranéen (Piozzi et al., 1998). La
richesse et la diversité des T. fruticans sont largement méconnues, ces plantes se remarquent
par leur odeur pénétrante d’ou le nom de plantes aromatiques qui leur est attribué. Elles sont

utilisées en médecine traditionnelle et en préparation culinaire (Menichini et al., 2009).
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1.2. Classification

La classification de Teucrium fruticans L., est la suivante (Tab. 1).
Tableau 1 : Classification scientifique de T. fruticans L., (Muinby, 1847).

Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement (Division) Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Teucrium
Espéce Teucrium fruticans L.

1.3. Caractéristiques Morphologiques

La famille des Labiées est I’'une des premiéres a étre distinguées par les botanistes, et
ceci par la particularité de ses caractéres : Ce sont des plantes herbacées odorantes, a tiges
quadrangulaires, et feuilles en général opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites,
leurs fleurs pentameres, sont généralement réunies en cymes axillaires plus ou moins
contractées simulant souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et
simulant des épis fruits constitués par 4 akenes plus ou moins soudés par leur face interne
(Késtner, 1989).

Le genre Teucrium, ou Germandrées, ne différe des autres genres que par ses corolles
formées d’une seule lévre (Beni Maleci et Servettaz, 1991).

T. fruticans L. est une plante herbacée tapissante (sous arbrisseau bas), vivace, ligneuse,
a odeur poivrée par frottement, toujours vers de la zone cotiére. Cette végétation naturellement
ramifiée et compacte a feuilles persistantes et pétiolées, peut atteindre jusqu’a 120 cm de haut.
Elle posséde des branches quadrangulaires, de couleur blanc feutré, et des jeunes rameaux sont
étalés. Les feuilles grandes presque aussi longues que larges, opposées sessiles, vertes et
luisantes en dessus, velues-tomenteuses en dessous, et a tomentum blanc ou brunatre (Debeaux,
1894). Les feuilles ovales, entierement cotonneuses en dessous, de courts pétioles sont
linéaires-lancéolées a ovoides. Elles présentent des bractées sur les tiges. Les tiges sont de 10-

30 cm de hauteur, carrées et portent des feuilles allongées et des fleurs bleu violacées. Leur
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calice, d’environ de 8 mm de long, est cotonneux et de couleur blanc feutré a 1’extérieur, et nu
et de couleur bleu a lilas a I’intérieur (Beni Maleci et Servettaz, 1991). La fleur en tube et corolle
sans anneau de poils, posséde 4 étamines tres saillantes. De croissance rapide, la plante peut
mesurer jusqu’a 2 m de hauteur sur autant de large. Sa floraison se fait en mars-avril-mai (Fig.

1) (Boullard, 2003).

Figure 1 : Schémas de la morphologie des différents organes de T. fruticans L., (Lakusi¢ et al., 2010).
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1.4. Nomenclature

1.4.1. Nom latin

Le nom générique des Germandrees (Labiées), ou Teucrion en latin qui dérive du grec
(tevkpion), en référence a Teukris azureum prince troyen qui aurait découvert les propriétes
médicinales de la plante.

Teucrium fruticans L, posséde divers synonymes : Teucrium latifolium, Teucrium
rotundifolium (Muinby, 1847 ; Kisiel et al., 2001).

1.4.2. Nom commun

Le nom vernaculaire de T. fruticans différe selon les régions et les pays. En Arabe :
Bayyada. En Kabyle : Rihane dhe larde. (Debeaux, 1894). En Anglais : Germander ligneous,
arbuste Germander. En Francais : Germandrée ligneuse, Germandrée en arbre, Germandrée
d’Espagne, Germandrée arbrisseau. En Allemand : Gamander holzigen. En Espagnol : cuquera
Lefiosa. En Italien : Tomillo legnoso (Beni Maleci et Servettaz, 1991).

1.5. Ecologie et répartition geographique

Ce genre des plantes se développant aussi bien dans les zones méditerranéennes que
sahariennes, la T. fruticans est largement distribuée dans 1I’Europe, 1’Asie, I’Amérique et
I’Australie. Elles sont largement réparties dans le bassin méditerranéen, dans la région du Nord-
Ouest de I’ Afrique du nord (I'Algérie et le Maroc), et la Serbie et a Monténégro (Lakusi¢, 2000).

2. Usage traditionnel

Dans la pharmacopée traditionnelle, les Labiées (Lamiaceae) sont utilisées dans le
traitement de nombreuses affections telles que les problemes intestinaux, le météorisme
(ballonnement du ventre, di a des gaz). On note également 1’utilisation comme diurétique ou
antisyphilitique, Anti-diarrhéique, antiseptique. Plusieurs études scientifiques ont confirmé
I’intérét pharmacologique d’un grand nombre d’espéces de la famille des Lamiacées (Menichini
et al., 2009).

Le genre Teucrium est la plupart du temps tres utilisé en pharmacopee traditionnelle
depuis plus de 2000 ans. Dans de nombreuses régions particulierement dans les pays en voie
de développement, les propriétés pharmacologiques de certaines especes utilisées en médecine
traditionnel ont été démontrées par des études scientifiques, portant sur différents types

d’extraits (méthanolique, éthanolique) de divers organes de la plante.
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Ce genre est I'une des principales sources de culinaire, 1égumes et de plantes
médicinales du monde entier (Maccioni et al., 2007), L’utilisation de ces plantes en médecine
traditionnelle revient surtout a leur composés phénoliques et particulierement les flavonoides
communs a de nombreuse espéces de ce genre. Les maladies pour lesquelles ces especes sont
utilisées sont trés diverses, beaucoup d’entre elles sont utilisées dans la médecine populaire
comme inotropique, chronotropique, antipyrétique, cholagogue (Khleifat et al., 2002),
anthelminthique, anorexiques, antibactériens (Camarda, 1990), diaphorétique, tonifiant et des
effets analgésiques. Elle est utilisée comme cicatrisant, anti-inflammatoire (Menichini et al.,
2009) et dans le traitement du cancer. L’activité antioxydante a €té également démontrée
(Ozkan et al., 2007), ainsi que antidiabétique et carminative (Gharaibeh et al., 1988).

T. fruticans en particulier a démontré son efficacité dans de nombreuses affections. on
peut citer a titre d’exemples son utilisation en tant que antispasmodique, hypolipidémique
(Ulubelen et al., 2000), et cas de désordres stomacaux et gastro-intestinaux tels que la colite.
La plante peut étre utilisée soit sous forme de poudre, soit sous forme sirop herbacée ou de
décoction (fleurs et feuilles) pour entre autres stimuler 1’appétit des enfants et comme une
boisson rafraichissant ou épices (Bosisio et al., 2004). L’utilisation de la plante a aussi été
signalée dans le traitement symptomatique de trouble digestifs et dans celui des états
neurotoniques des adultes et des enfants notamment en cas de trouble mineurs de sommeil, a
été signalé (Bruneton, 1993).

Elle est utilisée dans les périodes de stress, car elle permet de se relaxer, de se détendre,
d’étre serein et plein d’énergie, par la diminution de I’anxiété et la lutte contre la fatigue et
’agressivité. De plus, elle favorise le sommeil et permet également de stimuler la mémoire,
d’augmenter sa concentration et sa lucidité. Elle posséde également une action bénéfique sur la
digestion, ses propriétés anti-stress et antioxydantes permettent de lutter contre le vieillissement
de la peau, elle est aussi bien conseillée pour les personnes stressées, que les personnes de plus
de 50 ans et les sportifs (Lagnika, 2005).
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3. Propriétés biochimiques et pharmacologiques

3.1. Données phytochimiques

Le genre Teucrium a fait I’objet de plusieurs enquétes dans les dernieres annees, il a été
démontré la présence de différentes classes de composés tels que les esters d’acides gras,
diterpénes, divers groupes de composés sont étudiés du point de vue chimique ce qui permet
d’isoler un grand nombre de substances connues pour leur diverses activités biologiques, a titre
d’exemple : les alcaloides, les terpenoides, les iridiodes, les monoterpenes, sesquiterpénes
hydrocarboneés, triterpenes et stéroides et les composés phénoliques et flavonoides (De
Vincenzi et al., 2003).

La plupart des plantes contiennent les composeés polyphénoliques, qui sont les meilleurs
antioxydants (Fig. 2) (Rice-Evans et al., 1997). Les flavonoides et les tannins se trouvent en
grande quantité dans T. fruticans (Kisiel et al., 2001), qui contient aussi des huiles essentielles,
des acides phénoliques et d’autres substances, en particulier les diterpénes  (Fig. 3) (Sosa et
Tonn, 2006). Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. fruticans issues de
différents secteurs géographiques. La plupart de ces études basées sur I’analyse des extraits par
les méthodes chromatographiques en phase gazeuse ont indiqué la présence de plusieurs
composés incluant principalement les flavonoides, polyphénols (Sosa et Tonn, 2006),
Diterpénes (Menichini et al., 2009), les huiles essentielles (Wile et Chichester, 2001), iridoides,
tannins et alcaloides. Une recherche sur les fractions chromatographiques plus polaires d'un
extrait acétonique de la partie aérienne de cette plante a permis 1’isolement des acides esters -
D-glucopyranoside (24S)-24-ethylcholesta-5,25-dien-3b-yl et steryl glucoside esters (Fontana
etal., 1999).

Les flavonoides qui ont été isolées de T. fruticans comprennent flavonoides aglycones,
flavone aglycone, cirsiliol. La présence (cirsimaritin et steryl glucoside esters), antioxydants
potentiels, a été signalée (Harborne et al., 1986). Une étude menée sur I’extrait acétonique de
I’espeéce T. fruticans a permis d’obtenir 4 composés de la famille des flavonoides qui ont été
isolés et identifiés a savoir : le 5-hydroxy-6, 7, 3°, 4’-tetramethoxyflavone, 5, 4’-dihydroxy-6,
7, 3’-trimethoxyflavone (cirsilineol), 5, 4’-dihydroxy-6, 7-dime-thoxyflavone (cirsimaritin), 5,
3’, 4’-trihydroxy -6, 7-dime-thoxyflavone (cirsiliol) (Fig. 4) (Kisiel et al., 2001).

T. fruticans L. constitue une source riche en néoclerodane diterpénoides, (Piozzi et al.,
2005). Particuliérement les furano néoclérodanes (Piozzi, 1998), 1'un de ces composants
majeurs est la Teucrinée A, le carbure, I’acide spanosidique et la choline. Certains terpénoides

de courte chaine et les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur et du godt de ces plantes
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(Harborne et al., 1986). La Fruticulin A et Demethyl fruticulin A sont deux diterpénes quinone
isolés de I’espéce T. fruticans ces structures ont été déterminées par RMN (Fig. 5) (Valant-
vetschera et al., 2003).

Dans les racines de T. fruticans deux nouveaux diterpénoides réarrangés d’abiétane
(Savonaet al., 1978), les teuvincenones F et G ce sont des dérivés de la teuvincenone E, ont été
isolés (Bruno et al., 1990) ; et aussi les trois composes précédemment connus (ferruginol et
teuvincenones A et B) (Fig. 6) (Coll et Tandron, 2005). Quatre néoclerodanes ont été retrouves
dans les extraits de T. fruticans, fruticolone, isofruticolone (Bruno et al., 1999), fruticolide, 8b-
hydroxyfruticolone (Fig. 7) (Piozzi et al., 1998). Plusieurs travaux, réalisés in vitro et in vivo,
rapportent des résultats intéressants pour certaines molécules antioxydantes d’origine végétale
telle que les dicatéchols, la curcumine, les triterpénes pentacycliques et les flavonoides (Coll et
Tandrén, 2004).

banzo-7-pvron Flavonoida Chalconas

Figure 2: Structure générale des composés polyphénoliques (Yao et al., 1995).
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Figure 3: Dérivatives de fruticolone de T. fruticans L., (Bruno et al., 1999 ; Coll et Tandrén, 2004).
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Figure 4 : Structures chimiques de guelques flavonoides T. fruticans L., (Kisiel et al., 2001).
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Figure 5 : Structure générale des néoclérodanes diterpénoides isolés de T. fruticans L., (Bruno et al.,
2003).
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teuvincenone E | teuvincenone | teuvincenone | teuvincenone teuvincenone teuvincenone | ortho-

F G A H - | benzoquinone

Figure 6 : Structure des abiétanes diterpénoides dans les racines de T. fruticans L., (Bruno et al.,

1990).
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Figure 7 : Composés de T. fruticans L., (Coll et Tandron, 2005).
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3.2. Données pharmacologiques

Plusieurs recherches ont démontré certains effets pharmacologiques attachés a
I’utilisation du genre Teucrium, parmi lesquelles 1’action antipyrétique, antispasmodique,
diurétique, diaphorétique (Ulubelen et al., 2000), anti-inflammatoire, hypolipidémique et
cytotoxique (Ricci et al., 2005). La germandrée est largement utilisée en médecine gréace a ses
propriétés ameres et astringentes, analgesiques, desinfectantes, toniques, bactéricides et
fongicides (Teixeira da Silva, 2004). Des études ont montré que certains monoterpénes
contenus dans la plante exercent une activité anti-insecte, I’activité antipaludique a été signalée
d’apres les années 80 (Menichini et al., 2009).

Les effets antioxydants des extraits bruts de T. fruticans ont été rapportés, mais d’autres
investigations sont nécessaires pour élucider le mécanisme de I’action pharmacologique et
identifier les composants bioactifs responsables de telles actions afin d’expliquer leur efficacité
thérapeutique (Ozkan et al., 2007). Des extraits éthanoliques de T. polium ont démontré un effet
antifongique a I’¢gard de culture Saccharomyces cerevisiae, in vitro, par dégradation des acides
gras membranaires. L’utilisation de la plante sur une culture d’érythrocytes humaines conduit
au blocage de leur peroxydation, ces effets sont des signes de I’hépatotoxicité de cette plante
(Shahraki et al., 2007).

Actuellement, cette plante est utilisée comme plante alimentaire, dans la préparation des
vins aromatisés, tisanes, amers et liqueurs, ainsi que la feuille et infusions de fleurs sont utilisées
pour aromatiser la biére dans certains pays (Bosisio et al., 2004 ; Maccioni et al., 2007). Le
feuillage de la plante était couramment utilisé pour parfumer les fromages de chévres, Une
infusion des feuilles et des fleurs était aussi consommée comme boisson régéenératrice
(Boullard, 2003). Ses feuilles sont utilisées en cuisine et a des fins médicinales, en particulier
pour le traitement des troubles intestinaux et gastriques, et ont montré une certaine promesse
dans le traitement de la douleur viscérale. Bien qu’elle soit souvent utilisée pour traiter les
troubles de sucre dans le sang (comme le diabéte), les études n’ont pas réussi a prouver

I’avantage de I’utilisation de T. fruticans pour les diabétiques (Ashnagar et al., 2007).
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1. Principales substances actives végétales

Chaque espece végétale contient un certain nombre de substances, lesquelles procédent
du métabolisme et s’élaborent comme produit secondaire.

Les metabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe,
on recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractérisées), et sont
classés selon leur appartenance chimique. Parmi ces substances on trouve les composés
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les saponosides, les huiles essentielles et les alcaloides
qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.
L’activité de ces substances dépend principalement de leur nature chimique et de leur

concentration (Bodas et al., 2008).

2. Les composés phénoliques

2.1. Geénéralités

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. ls peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux
métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont
essentiels dans I'interaction de la plante avec son environnement. lls sont fort répandus dans le
régne végétal, on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et
I’ar6me, ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des
phénols. Leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon les espéces, les tissus et les
stades physiologiques (Urquiaga et Leighton, 2000).

C’est une vaste classe de substances organiques cycliques tres variées, qui dérivent du
phénol C4Hs OH qui est un monohydroxybenzene. Ils se caractérisent par la présence d'un noyau
benzénique, portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres ou engagées dans une fonction
sous forme d’esters, éthers ou plus généralement d’hétérosides. lls existent également sous
forme de polyméres naturels (tanins). La structure des composés phénoliques naturels varie
depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymérisées (tanins condensés). Avec plus de 8000 structures phénoliques
identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000). Leur répartition qualitative et quantitative est inégale
selon les espéces, les tissus et les stades physiologiques, ils correspondent a une trés large
gamme de structures chimiques et constituent un bon témoin de I’extraordinaire capacité de
biosynthese des plantes, capacité qui permet a I”’homme de les utiliser dans des domaines variés
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d'année un intérét croissant de la part des
nutritionnistes, des épidémiologistes, des industriels, de [I’agro-alimentaire et des
consommateurs. Une des raisons principales est la reconnaissance de leurs propriétes et leurs
activités biologiques tres diversifiées. Les composés phénoliques peuvent constituer des
signaux de reconnaissance entre les plantes, ou bien leur permettant de resister aux diverses
agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. Ils participent de maniére trés efficace a la
tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle essentiel dans
1'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel, les bénéficiaires effets
dérivés de composés phénoliques a été attribué a leur activité anti-oxydante. En plus de leur
activité antioxydante, ces composés sont douées également de propriétés antivirales et
antibactériennes. D'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des

principes actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

2.2. Biosynthese des composés phenoliques

Les noyaux aromatiques des polyphénols peuvent étre synthétisés soit par la voie du
Shikimate, soit par celle de l'acétate qui conduit par cyclisation d’un polyacétate aux
chromones, orcinols et autres quinones, ce qui permet de différencier deux classes de composés
phénoliques. La grande majorité de composés phénoliques dérivent de 1’acide cinnamique
formé par la voie du shikimate, la voie de biosynthése de composés aromatiques a partir de
cinnamate est spécifique des végétaux. Par ailleurs, la voie des polyacétates intervient chez les
végétaux supérieurs pour des composés possédant déja un noyau aromatique obtenu par la voie
des Shikimates. Les composés obtenus sont dits mixtes (flavonoides) (Boulanger et Polonvski,
1969).
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2.2.1. Lavoie de Shikimate
C’est souvent la voie de biosynthese des composés aromatiques, elle joue un rdle
essentiel pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide. La voie de I’acide
shikimique conduit aux acides cinamiques et a leurs dérivés : acides benzoiques,
phénylpropanoiques, acétophenones, coumarines, lignanes et lignines (Fig. 8) (Yao et al.,
1995).

OH

HO,C
O 2
X con g

OH

a b

Figure 8 : Structure de I’acide shikimique (a) et acides cinamique (b) (Yao et al., 1995).

2.2.2. Lavoie des phénylpropanoides

La voie des phénylpropanoides commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus
des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, elle est devienne quantitativement le second

biopolymere le plus important aprés la cellulose (Grotewold, 2006).

2.2.3. Lavoie des flavonoides
Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune et, de ce fait, possedent
le méme élément structural de base. L’étape clé de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysée par la chalcone synthase, d’une unité phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA, cette chalcone est I’intermédiaire caracteristique de la synthese des divers
flavonoides (Grotewold, 2006).
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2.3. Principales classes des polyphénols
Le terme de composés phénoliques couvre un groupe tres vaste et diversifié de produits
chimiques. Ils peuvent étre classes dans un certain nombre de facons dans les groupes en

fonction du nombre d'atomes de carbone dans la molécule (Tab. 2) (Bruneton, 1999).

Tableau 2 : Classification des composés phénoliques (Bruneton, 1999).

Structure Classe
Ce phénols simples
Ce —C, Acides phénoliques et composés derives
Ce —C, Acétophénones et acides phénylacétiques
Ce —C3 Acides cinnamiques, coumarines, isocoumarines, chromones
Cys Flavanols, flavanones, flavonols, flavonones, anthocyanines et

anthocyanidines

C3o Biflavonyles
Ce—C1—Cq ,Co—Cy—Cq Benzophénones, xanthones et stilbéne
Co .Cr0+ Cia Quinones
Cig Bétacyanines
Lignanes, neolignanes Diméres ou oligomeres
Lignine Polyméres
Tanins Condensé et hydrolysable

2.3.1. Les acides phénoliques simples

2.3.1.1.  Acides hydroxy-cinnamiques
Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (Ce-Cs).
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules (Fig. 9) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

2.3.1.2.  Acides hydroxy-benzoiques
Sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (Ce-
C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides hydroxy-
benzoiques les plus abondants sont répertoriés dans la figure (10) (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).
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2.3.1.3.  Coumarines
Les coumarines dérivent des acides hydroxy-cinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. Les coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique (Fig. 11)
(Macheix et al., 2005).

R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R1 OOH
H OH H Acide p coumarigque
OH OH H Acide caféique
R2 OCH; | OH H Acide férulique
R3 OCHjs OH OCHj; Acide sinapique

Figure 9 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p h_ydroxy
benzoique
R2 R1 H | OH | oH | H Acide
protocatechique
H OCH; | OH H Acide vanillique
R3 COOH . .
H OH OH OH Acide gallique
H OCH; | OH | OCHs Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 10 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R6 R7 R8 Acides phénoliques
R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=0 OCHgs OH H Scopolétol
R7 -
OCHs OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 11 : Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).
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2.3.2. Les flavonoides
2.3.2.1.  Généralités

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides. Le terme
"flavonoide", est utilisé pour la premiere fois par Geissman et Hinreiner. Le nom flavonoide
proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces d'orange, cependant
d'autres auteurs supposaient que le terme générique de flavonoide a été plutot prété du flavus ;
(flavus, « jaune » en latin) (Male-Eev et Kunti, 2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E. Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de vitamine
P, en raison de leur efficacité & normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette
dénomination fut abandonnée lorsgqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient
pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux
flavonoides. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux, presque toujours
hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
Tel est le cas des flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonol jaunes), des antyocyanosides
rouges, bleus ou violets. Quand ils ne sont pas directement visibles, on les trouve dans les fruits,
Iégumes, graines, tiges et fleurs. Occupant une place prépondérante dans le groupe de produits
naturels phénoliques, les flavonoides sont une classe de composés ubiquitaires dans les plantes
vasculaires. A ce jour, plus de 4000 structures des flavonoides naturels ont été déecrits. On
estime que 2% environ du carbone organique photosynthétisé par les plantes, soit
quelques 10° tonnes par an, sont convertis en flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre
"french paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise

importante de graisses saturées (Ghedira, 2005).
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2.3.2.2.  Structure chimique et classification

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15
atomes de carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B., qui & son niveau le plus simple,
consiste en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones
(structure en Cg-C3-Cs). Le pont en Cs entre les cycles A et B est communément cyclisé pour
former le cycle C (Grotewold, 2006).

La structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-pyrane)
mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en plusieurs
catégories. Cette division dépend de I’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi bien que du
sucre lié. Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce fait, possedent
le méme élément structural de base, a savoir 1’enchainement phenyl-2-chromane. (Bruneton,
1999), Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de noyau

pyranique central (Fig. 12) (Krishna et al., 2001).

1
O
C

Figure 12 : Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

Leur biosynthese se fait & partir d’un précurseur commun, la 4, 2°, 4, 6’-
tétrahydroxychalcone. A 1’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de
glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du
flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone (Bruneton, 1999).

Les diverses classes de flavonoides différent en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une classe
different par la substitution des cycles A et B. Selon la structure du cycle intermédiaire (cycle
C), les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes
sont les flavones, flavonols, flavanones, isoflavones, proanthocyanidols, les dihydroflavonols,

les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols (Balasundram, 2006).
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Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5°. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont frequemment méthylés, acétylés, prenylés ou sulfatés.
Dans les plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les
formes libres, sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus
fréquents, portent leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour
les C-glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8.
En effet, la formation de la (ou des) liaison (s) hétérosidique (s) est sous la dépendance de
transférases tres spécifiques quant au substrat et a la position d’osylation (Fig. 13) (Aleman,
2000).

NS

L LI L
! ! !
flavanone flavonol flavone
| ] o
1) D 1
0
chalcone flavane iIsoflavone

Figure 13 : Les diverses classes des flavonoides (Bruneton, 1999).

2.3.2.3.  Localisation et distribution des flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal. On signale environ 2%
de la proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthése flavonique,
ils sont cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation au sein de la
plante est caractéristique. En effet, les flavonoides sont omniprésents dans tous les organes
aériens jeunes ou ils sont localisés dans les tissus superficiels, ils ont une teneur maximale dans
les organes jeunes (feuilles et boutons floraux). Sur le plan tissulaire, les flavonoides sont
rencontrés plus précisément dans les vacuoles des cellules ainsi que dans les chloroplastes
(Bruneton, 1987).
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Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
vegetaux. Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque
toujours de génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale des
groupes hydroxyles (Bruneton, 1993).

En définitive, les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal. Ils
sont largement abondants dans les Iégumes feuillés (salade, choux, épinards, etc...), ainsi que
dans les téguments externes des fruits. On les trouve principalement dans les agrumes : citrons,
orange, pamplemousses et dans une moindre mesure : abricots, cerises, madres, raisins, papayes,
tomates et sarrasin. On en trouve également en quantité importante dans nombreuses plantes
médicinales et tres spécifiquement dans les herbes aromatiques comme le thym, le persil, le
romarin et le céleri. Des nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés

riches en flavonols, flavones et flavanones (Crozier et al., 1997).

2.3.2.4.  Biodisponibilité des flavonoides

Les effets des flavonoides sur la santé ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de
consommation mais aussi de leur biodisponibilité. Peu d’études systématiques ont été menées
sur la pharmacocinétique des flavonoides chez ’homme. Toutefois, d’aprés des expériences
menées sur des flavonoides provenant de 1’alimentation, il apparait que seuls les flavonoides
sous forme de génines (ou aglycones) sont susceptibles d’étre absorbés. L hydrolyse des
liaisons hétérosidiques (reliant la génine a la chaine sucrée) n’intervient que dans le colon ou
les micro-organismes dégradent simultanément les flavonoides d’origine alimentaire. Le foie
est largement impliqué dans le métabolisme des flavonoides absorbés, Une meilleure
connaissance de la biodisponibilité des flavonoides est indispensable pour expliquer leurs effets

protecteurs sur la santé (Walle, 2004).

2.3.2.5.  Propriétés biologiques et pharmacologiques des
flavonoides

Les flavonoides peuvent étre intéressants puisque quelques-uns d’entre eux sont utilisés
en pharmacie pour leurs effets anti-inflammatoires et antispasmodiques ou en cosmétologie
comme c’est le cas de certains composés dérivés essentiellement de la lutéoline pour réduire
I’hyperpigmentation de la peau. L’industrie alimentaire utilise elle aussi ce genre de produits
comme antioxydants et inhibiteurs d’enzymes (Havsteen, 2002).

En plus de ce qui a été décrit ces dernieres années, plusieurs travaux de recherche ont

porté sur les flavonoides pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antiallergique, et leurs effets
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hépato-protecteurs, antiviraux et anti-tumoraux. Une étude de relation structure-activité a été
effectuée ainsi qu’un éventuel mécanisme d’action (Iniesta-Sanmartin et al., 1990).

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV, ils sont également
impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et virales.
Ils agissent comme des pigments ou des co-pigments, peuvent moduler la distribution d’auxine,
comme ils fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire. Les
flavonoides agissent aussi sur la régulation de 1’élongation des tiges et interviennent dans la
maturité des fruits. Ils sont a I’origine des gotts amers et astringents des feuilles afin de
repousser les animaux herbivores (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

D’un point de vue pharmacologique, les flavonoides semblent intervenir dans la
prévention de cancers, démences, athérosclérose, hypertension et Certains peuvent entraver
I’athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des maladies cardiovasculaires. Les
flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant 1’enzyme
aldose réductase (Chaudhry et al., 1983).

2.3.3. Les tannins

2.3.3.1.  Généralités

Le terme tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux
d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des
liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes. Le poids moléculaire des tannins
varie entre 500 et 2000 KDa (3000 pour les structures les plus complexes).

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins hydrolysables). Ces composés
ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une
protéine a une autre selon les degrés d’affinités (Harborne, 1997).

Dans notre alimentation, ’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins, elle a un réle important dans le choix des aliments (corrélation inverse

entre les espéces végétales choisies et leur teneur en tannins) (Larwence et al., 1984).

2.3.3.2.  Types et structures chimique
Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins
condenseés, dits aussi : proanthocyanidines.
On distingue les tanins hydrolysables ou tannoides qui sont des polyméres de I’acide
gallique (Fig. 14) (Seigler, 1998), et les tannins vrais non hydrolysables (condensés), qui sont
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des polymeres de certains flavanols, les catéchines ou catéchols et de proanthocyanidols (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).
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Figure 14 : Exemples de Tannoides (Seigler, 1998).

2.3.3.2.1. Les tannins hydrolysables
Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement

le glucose). On parle de gallotannins. Aussi des unités galloyles peuvent étre ajoutées par
liaisons esters, généralement en position C; de I’acide gallique ; et les unités d’acide gallique
voisines s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins.
Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.
Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments simples (acides
phénols et sucres).

L’acide gallique provient de la B-oxydation des composes Cy, — C3, comme 1’acide
coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais, 1’acide shikimique est considéré

comme le meilleur précurseur (Seigler, 1998).

2.3.3.2.2.  Les tannins condensés

Ce sont des proanthocyanidines, composés phénoliques hétérogénes : dimeres,
oligoméres ou polymeéres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-
3,4-diols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les
prodelphinidines. Les monomeéres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et
I’épicatéchine qui peuvent étre substituées par I’acide gallique ou des sucres, généralement en
position 3 ou plus rarement en position 7. Ces monomeéres de prodelphinidines sont la
gallocatéchine et 1’épigallocatéchine, mais on distingue également des monoméres de
quercétine et de myricétine (Andersen et Markham, 2006).

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme
le glucose ou les acides phénols comme c’est le cas pour les tannins hydrolysables, mais

plutdt des anthocyanidines (Andersen et Markham, 2006).

23



Etude Bibliographique Chapitre 1l : Les polyphénols

2.3.3.3.  Propriétés biologiques et pharmacologiques des tannins

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux de laboratoires
suggérent que les tannins exhibent un large spectre de propriétés pharmaceutiques,
thérapeutiques et chimio-protectrices dues a leur propriété anti-radicalaire (Tohge et al., 2005).

En effet, les tannins protegent contre les toxicités induites par différents agents
(hydrogéne peroxyde, acétaminophéne, extraits contenus dans la fumés du tabac...), contre
I’hypercholestérolémie et les changements de la formule sanguine (ALT, BUN et CK). Ils
jouent aussi un réle dans la prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues,
apoptose et nécrose, diminuant ainsi les dommages causés dans I’ADN lors de ces deux
dernieres. L action cyto-protectrice des proanthocyanidines est supérieure a celle des vitamines
C, B et p-caroténe (Ray et al., 2000).

Les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de blessure superficielle ou de
brilure. Quelle que soit la voie d’administration, 1’effet antiseptique (antibactérien et
antifongique) clairement démontré de ces molécules est intéressant (diarrhées infectieuses,
dermatose,...). D’autres tanins sont aussi connus pour leurs propriétés antimicrobiennes par la
présentation de nombreuses activités a I’encontre de souches pathogenes de I’homme, comme

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans (Mazza et al., 1993).
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3. Les Activités Biologiques

3.1. Activité antioxydante

De nos jours, il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées
au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la

dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

3.1.1. Oxydation et radicaux libres

L’oxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant de la matiére organique, mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres organiques
(Lesgards, 2000).

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules, les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce
qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Il existe plusieurs types de radicaux libres, mais tous sont constitués de molécules
comprenant un électron impair dans leur orbite extréme. Chacune de ces molécules dotées d'une
charge négative cherche une autre molécule avec laquelle elle peut se combiner.
Particuliérement instables et actives, ces molécules sont en collision constante avec d'autres
particules et les tissus. Les radicaux libres ne sont pas toujours néfastes ; en fait, ils permettent
au corps de contrdler la tonicité des muscles lisses, de combattre les inflammations et de lutter
contre les bactéries. Cependant, I'opération bénéfique des radicaux libres dépend d'un équilibre
délicat qui peut étre détruit par de nombreux facteurs, notamment les polluants présents dans
I'air que nous respirons et I'eau et les aliments que nous consommons. Les rayons ultraviolets
du soleil, d'autres radiations, la fumée de tabac, I'exercice excessif et le stress sont également
des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans notre

systeme (Favier, 2003).
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3.1.2. Les radicaux libres dans les systemes biologiques

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de 1’oxygéne. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROO*, radical alkoxyle R0O*), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule.

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de
I’oxygene” (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive, elle inclut les radicaux libres de
I’oxygeéne proprement dit : radical superoxyde O,, radical hydroxyle OH*®, monoxyde
d’azote NO°®, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante  : [’oxygéne singulet 0,, peroxyde d’hydrogéne H,0,, peroxynitrite
ONOO~ (Favier, 2003).

3.1.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances endogenes ou exogenes capables de neutraliser ou
de réduire les dommages causes par les radicaux libres dans I'organisme. Le corps produit des
antioxydants, et on en trouve également dans plusieurs aliments. Les principaux antioxydants
sont les vitamines C et E, les caroténoides et le sélénium. Les antioxydants permettent,
également de faire en sorte que les produits alimentaires conservent leur godt et leur couleur et
demeurent longtemps comestibles. Leur utilisation est particuliérement importante si I’on veut
éviter ’oxydation des lipides et des produits contenant des lipides, et aussi permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ERO. Notre organisme
réagit donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue
au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule
(Favier, 2003).

3.1.3.1.  Les antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes anti-oxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006), ce sont des enzymes ou protéines anti-
oxydantes élaborées par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux, elles sont présentes
en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec ’age. Ces enzymes

permettent 1’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :
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superoxyde dismutase

20, +2H* - H,0,+0,

catalase

2 H,0, - 2H,0+0,

olutathione peroxydase

H,0,+2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation
lipidique (Dacosta, 2003).

3.1.3.2.  Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes, contrairement aux enzymes anti-oxydantes, Plusieurs
substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposees. lls sont présents
dans I’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les polyphénols en particuliers les
flavonoides (Kohen et Nyska, 2002), ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les
systémes antioxydants endogénes comme le sélénium, le zinc et le manganése. Une molécule
d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau. Ces antioxydants
nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu’a ce qu’ils soient régénéres

par d’autres systémes (Fig. 15) (Dacosta, 2003).
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Figure 15 : les systemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska, 2002).
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3.1.4. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les ERO ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles
concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres
voies de signalisation (Favier, 2003).

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses anti-oxydantes sont capables de faire
face et détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants
est en equilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac,
alcool, pollution,...) ou d’une diminution des capacités anti-oxydantes (insuffisance d’apports
des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un deséquilibre entre la
production des radicaux libres et le systetme de défense est a I’origine d’un état redox altéré de
la cellule appelé stress oxydatif.

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et ’organisme par 1’apport

d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska, 2002).

3.1.5. Mécanismes d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

3.2. Activité antimicrobienne

3.2.1. Généralités

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéomuqueux, pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer
3 groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquise (Kaufmann, 1997). L’activité antimicrobienne des extraits a base des plantes
médicinales se trouve a la base des médecines dites alternatives, de nombreux procédés utilisés
dans la conservation des produits alimentaires crus ou cuits, de substances actives exploitées
dans les produits pharmaceutiques.

De ce fait, la découverte de nouvelles molécules possedant une activité anti-infectieuse,
sans toutefois, &tre compétitives avec les antibiotiques déja existants, serait plus appréciable.
Une des stratégies possibles adoptees pour la découverte d’un nouveau reméde antiinfectieux,
consiste en la recherche a partir des plantes supérieures, des composés ayant une activité chimio
thérapeutique supplémentaire, et avec une structure largement différente de ceux en cours

d’utilisation. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage
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des antibiotiques. La prescription a grande echelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
3.2.2. Les principales substances antimicrobiennes

3.2.2.1.  Les composes phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antimicrobiennes des polyphénols. A 1’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la
croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composes flavoniques (apigenine,
kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes a
Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al.,
2007).

Des flavonoides, une flavone et une flavanone, respectivement isolés des fruits de
Terminalia bellerica et de l'arbuste Eysenhardtia texana ont été montrés comme possédant
I'activité contre le microbe pathogéne opportuniste Candida albicans (Wéchter et al., 1999).

Deux autres flavones isolés de la plante Artemisia giraldi ont exhibé une activité contre
I’espece Aspergillus flavus une espéce de mycete qui cause la maladie envahissante chez les

patients immunosuppressifs (Valsaraj et al., 1997).
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1. Matériels

1.1. Matériel végétal

Le matériel végeétal est constitué du la partie arienne de la plante Teucrium fruticans L.,
(Fig. 16, 17) qui a été collectée dans ses habitats naturels au mois d’Avril 2014 dans la région
de Béjaia, I’identification botanique de I’espece a été réalisée au niveau du département de

biologie et physiologie végétale par Mr Bouadam, Université Abderrahmane Mira, Béjaia.

Figure 16 : Photographie de Teucrium fruticans L., dans son site de récolte.
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Figure 17 : Photographie des différents organes de T. fruticans (tiges, feuilles, fleurs, fruits).

1.2. Préparation des échantillons

Les échantillons de la partie aérienne (tiges et feuilles) de la plante T. fruticans sont
nettoyés et séché a I'ombre de la lumiére et de I’humidité, a température ambiante. Apres
séchage, la plante a été broyée et tamisée pour obtenir une poudre d’une granulométrie de 250
pm puis stockée soigneusement le Broyat dans un endroit sec en vue des analyses ultérieures
(Fig. 18).

Figure 18 : Différentes étapes de la préparation de la poudre de T. fruticans L.
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1.3.  Appareils et produits chimiques

1.3.1. Réactifs et Appareillages

Les différents réactifs et appareillages utilisés dans cette étude sont cités dans 1’annexe

1.4. Les souches bactériennes utilisées
Elles sont responsables de nombreuses maladies qui affectent actuellement I’homme,
les animaux et les plantes qui, dans certaines conditions, se comportent en contaminants,

provoquant ainsi d’importantes mycoses, des allergies et des intoxications.
1.4.1. Les bactéries

Les souches utilisées sont des souches de référence de I’ American type culture collection
(ATCC), gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie des centres hospitalo-
universitaires (CHU) de Sétif et Tlemcen puis conservees a 4 °C dans des tubes a essais

contenant de la gélose inclinée.

1.4.1.1.  Les bactéries a Gram —
Acinetobacter baumanii ATCC 19606, Citrobacter freundii ATCC 8090, Salmonella
typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Proteus mirabilis ATCC 35659.

1.4.1.2. Les Bactéries a Gram +
Lysteria monocytogenes ATCC 15313, Enterococcus faecalis ATCC 49452, Bacillus
cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

1.4.2. Les champignons

La levure Candida albicans et les moisissures Aspergillus flavus et Asperagillus niger
sont respectivement obtenues du laboratoire de microbiologie CHU Sétif et du laboratoire de
microbiologie appliquée université Ferhat Abbas Sétif.

2.1.1. Quelques micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens

2.1.1.1.  Escherichia coli
C’est une bactérie a Gram negatif, commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal, de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux
flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E. coli

représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle
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provoque ¢€galement les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires

(Percival, 2004).

2.1.1.2.  Staphylococcus aureus
Ce sont des cocci Gram positif avec un diameétre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée,
qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulée, ou
possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus
représente 1’agent commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue,

intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow, 2006).

2.1.1.3. Pseudomonas aeruginosa
Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles
grace a la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types principaux de
pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine : jaune vert, il s’agit de bactéries résistantes
a plusieurs antibiotiques. Pseudomonas aeruginosa est responsable de 16% des cas de
pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8% des infections suites aux blessures

chirurgicales (Percival, 2004).

2.1.1.4. Candida albicans

Actuellement, le genre Candida comprend 81 especes de champignons levuriformes.
Candida albicans est la plus souvent a I’origine de la plupart des manifestations pathologiques
chez ’homme. On la rencontre habituellement, a 1’état saprophytique, dans le tube digestif de
I’homme et, par contiguité, elle peut étre retrouvée au niveau de la muqueuse vulvo-vaginal,
(ou de la bouche). Mais on ne retrouve qu’exceptionnellement Candida albicans au niveau de
la peau. Cette espece est responsable de plus de 80% des infections connues sous le terme de
candidose, comme les infections superficielles cutanées, infections superficielles muco-

cutanées (Delorme et Robert, 1997).

2.1.1.5.  Aspergillus sp

Aspergillus sp. Sont les especes fongiques les plus communes qui sont capables de
produire des mycotoxines dans les produits alimentaires. Les mycotoxines sont connues pour
étre une cause puissante capable de produire un cancer hépatique chez les animaux et les
humains. La présence et la croissance des champignons peuvent entrainer la détérioration et la
réduction de la qualité et la quantité des aliments (Rasooli et Abyaneh, 2004).

Dans différentes parties du monde, il y a une inquiétude croissante au sujet de la
contamination des aliments, I'exposition environnementale et professionnelle aux spores

fongiques de differentes especes, en particulier a I'aflatoxine produit par ces espéces fongiques
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comme le cas d’A. flavus et A. niger ; qui sont des ascomycete filamenteux qui ont une
distribution ubiquitaire dans I'environnement. Ils sont connus par ses implications dans les
infections opportunistes humaines. Le mode de la transmission principal aux humains est par
I'inhalation des conidies.

En plus de l'inhalation, une voie secondaire de transmission a été rapportée soit par

contact avec la peau ou a travers une blessure (Krishnan et al., 2009).
2. Méthodes d’analyses

Comme il a été décrit dans le 2™ chapitre les principaux métabolites secondaires du
genre Teucrium sp sont, les polyphénols, les flavonoides et les huiles essentielles. Dans ce qui
suit nous nous intéressons a I’espéce, T. fruticans dont nous allons déterminer les principaux
métabolites secondaires en adoptant un protocole d’extraction basé sur la solubilisation de nos

extraits dans 1’eau et le méthanol.

2.1. Préparation des extraits

2.1.1. Extrait aqueux

L'extrait aqueux de T. fruticans a été obtenu par décoction de 10 g de broyat de la partie
aérienne de la plante (tiges et feuilles) dans 100 ml d'eau distillée pendant 10 minutes sous
agitation magnétique. La solution est laissée reposer sur la plaque chauffante pendant 20
minutes pour faire bouillir, aprés la centrifugation le mélange est d’abord filtré sur une gaze et
ensuit sur papier Whatman (n°3) (Fig. 19). Des aliquotes du filtrat sont placées dans une étuve
a40.2°C pour sécher. L’extrait sec est conservé au réfrigérateur (Ben Ammar et al., 2007). Le

résidu obtenu est déterminé en poids pour calculer le rendement.

2.1.2. Extrait méthanolique

Nous avons suivi la méthode de Markham (1982) ; L'extrait méthanolique de la partie
aérienne de T. fruticans, a été préparé a partir de 100 g de broyat des tiges et des feuilles, qui
ont été mis a macérer dans 1L d’un mélange hydro-alcoolique (méthanol / eau distillée) (85/15
% : v/v) a la température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 24 heures, avec un maximum
d’agitation, puis laissés reposer quelques heures. Le mélange est ensuite filtré sur la gaze et une
deuxieme fois sur papier Whatman (n°3). La fraction flottante a été par la suite filtrée (N°03)
pour obtenir le filtrat 1 et conservée. L’extraction a été répétée une fois et le précipité a été
complété a 1 litre par le méthanol 50% pour obtenir le filtrat 2 qui a été mélangé avec le filtrat

1 (Fig. 20). Les filtrats obtenus sont additionnés et évaporés a sec dans une étuve a 40.2°C pour
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sécher et pour obtenir 1’extrait brut (EBr). L’extrait sec est conservé au réfrigérateur ( Ben

Ammar et al., 2008).

10 g de matériel végétal sec

+

100 ml de I’eau déstilée

Décoction pendant 10 minutes
avec

Agitation magnétique

|

Repos 20 min sur la plaque chauffante

il

Filtration sur la gaze

|

Filtration sur papier Wattman (3 mm)

|

Etuve

(40°C)

|

Extrait aqueux sec

Figure 19 : Protocole de préparation de I'extrait aqueux (Ben Ammar et al., 2007).
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100 g de matériel végétal sec

(Broyat de T. fruticans L.)

Addition de 1L du méthanol 85%

A

(Extraction avec le méthanol 85%)

U

Macération (agitation) une nuit 24 h

Température ambiante L’opération
est répétée
A D’abri de la lumiére une fois
Extraction
iL avec le
o méthanol
Filtration sur la gaze 50%
Agitation 4h
Filtration

Filtration sur papier Wattman (n°3) 4

Filtrat 1 Marc 1 (Précipité 1)

{

Filtration | Filtrat 2 Marc 2 (Précipité 2)
Evaporation

Evaporation a 40°C jusqu’a élimination des solvants

J

Extrait méthanolique brut

Figure 20 : Protocole de préparation de I'extrait méthanolique de la partie aérienne T. fruticans L., par
macération par les méthodes de Markham (1982) ( Ben Ammar et al., 2008).
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2.2. Evaluation des dosages en polyphénols

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
1I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de Singleton
et Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Ozkan et al., 2007), tandis que les
flavonoides ont été quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium 2 % d’apres
une méthode adaptée de Lamaiosn et Carnat (Hung et al., 2009), et la méthode utilisée pour
I’estimation de taux des flavones et flavonols par le trichlorure d’aluminium 10 % est celle

décrite par Kosalec et al. (2004).

2.2.1. Calcul du rendement
Le pourcentage en extrait bruts sec méthanolique et aqueux a été calculé par la formule
suivante (Carré, 1953) :

(R(%) = M / Mox 100)
R (%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de ’extrait sec résultant.

Mo : Masse en gramme du mateériel végétal a traiter.

2.2.2. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (Ozkan et al., 2007).

2.2.2.1.  Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué de
polyheterocycles acides contenant un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
phosphomolybdique (Hz3PMo012040), il est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus
de tungstene (WsO23) et de molybdéne (MogO23) (Ribéreau-Gayon et al., 1972). Cette
coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents
dans le milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm. Le phénol standard utilisé dans cette

méthode est I'acide caféique.

2.2.2.2.  Mode opératoire
Mettre 20 pl de chaque extrait de T. fruticans dans des tubes a essais ; ajouter 1.58 mi
d’eau distillée et 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans H>O distillée (V/V) dans
chaque tube ; agiter vigoureusement puis laisser agir 6 min avant d’ajouter 300 pl de carbonate

de sodium a 7.5%.
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Apres 2 heures d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumicre, lire les
absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible (Spectronic 20 Genysis TM) a 760 nm.

Effectuer la méme opération pour 1’acide caféique a différentes concentrations en
introduisant 20 pl de ces derniéres dans une serie de tubes et ajout des autres réactifs.

Le blanc est représenté par I’éthanol additionné du Folin-Ciocalteu, de I’eau distillée et
de carbonate de sodium.

Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de T. fruticans sont
calculées en se référant a la droite d’étalonnage (y= ax+b) obtenue en utilisant 1’acide caféique
comme standard a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide caféique/ g de matiere seche.

En appliquant la formule suivante :
(C=(cxV)/m)

C : Lateneur en phénols totaux (mg d’acide caféique / g de matiere séche).
c : La concentration de 1’acide caféique établie a partir de la droite d’étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait méthanolique ou aqueux

m : Le poids de la matiére séche (g).

2.2.3. Dosage des flavonoides totaux
L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits bruts

méthanolique et aqueux de T. fruticans est réalisée par la méthode de Bahorun et al. (1996).

2.2.3.1.  Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribéreau-
Gayon et al., 1972).

Les phénols sont estimés par une spectroscopie UV, dont la quercetine est utilisé comme

un standard a une longueur d’onde A =430 nm.

2.2.3.2.  Mode opératoire
Mettre 1 ml d’extrait de T. fruticans dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution
méthanolique de chlorure d’aluminium a 2% ; laisser incuber a I'obscurité pendant 15 minutes

a température ambiante.
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Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible (Spectronic 20 Genysis
TM) a 430 nm.

Effectuer la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AlClz a 2%.

Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné a 1’ AlCls, toutes les opérations sont
réalisées en triplicata.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de T. fruticans sont
calculées en se référant a la droite d’étalonnage (y= ax+b) obtenue en utilisant la quercétine
comme standard a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ g de matiére seche.

2.2.4. Dosage des flavones et flavonols

La méthode utilisée pour 1’estimation de taux de flavonols est celle décrite par Kosalec

et al. (2004).

2.2.4.1.  Principe
Le dosage des flavones et flavonols est basé sur le méme principe que celui des

flavonoides totaux (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

2.2.4.2.  Mode opératoire

Mettre 0.50 ml d’extrait de T. fruticans dans un tube a essai ; ajouter 1.5 ml d’éthanol,
0.1 ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % puis 0.1 ml d’acétate de
sodium et 2.8 ml d’eau, laisser incuber 30 min a température ambiante.

Lire les absorbances a partir du spectrophotomeétre UV-visible (Spectronic 20 Genysis
TM) a 415 nm.

Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

La concentration des flavones et flavonols contenus dans les extraits de T. fruticans est
calculée en se référant & la droite d’étalonnage (y= ax+b) obtenue en utilisant la quercétine
comme standard a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/g de matiére séche.
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2.3. Activité antioxydante
2.3.1. Test qualitatif au p-caroténe
2.3.1.1.  Principe
Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir antioxydant des extraits de T.
fruticans. En effet, ’acide linoléique oxydé en radical peroxyl agit sur le B-caroténe de couleur
orange qui devient incolore. La présence d’antioxydant, extrait de plante par exemple inhibe

cette décoloration dans le milieu gélosé (Belhattab, 2007).

2.3.1.2.  Mode opératoire

Préparer le milieu gélosé, dans un bécher, en dissolvant 0,75 % (m/v) d’agar dans I’eau
distillée ; chauffer en agitant sur une plaque chauffante. Laisser refroidir jusqu’a environ 50°C,
y transvaser 7,5ml de solution acétonique de B-carotene (Img/ml) et 1,5 ml de solution
éthanolique d’acide linoléique (5ul/ml d’éthanol) ; couler dans des boites Pétri ; laisser
solidifier puis creuser des puits et y verser 30 ul de chaque extrait (Img/ml) T. fruticans. Laisser
incuber 3 & 4 h a 45°C (Belhattab, 2007).

Dans des boites témoins les extraits sont remplaces par la quercétine et le BHT (témoins
positifs), I’éthanol (témoins négatifs).

Une zone de rétention de la couleur orange autour des puits indique 1’activité

antioxydante des extraits.

2.3.2. Test de blanchissement du B-caroténe
2.3.2.1.  Principe

L’activité antioxydante des deux extraits de T. fruticans est mesurée selon la méthode
de Tepe et al. (2006), L’oxydation de I’acide linolé¢ique géneére des radicaux peroxydes, ces
radicaux libres vont par la suite oxyder le B-carotene entrainant ainsi la disparition de sa couleur
rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation
et le blanchissement du p-caroténe. Dans ce test la capacité antioxydante est déterminée en
mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative de B-caroténe (décoloration) par les produits
d’oxydation de I’acide linoléique (Tepe et al., 2006).
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LOO: + B-caroténe > Blanchissement
+e” +H*

LOO > LOO > LOOH

LOO + AH > A+ LOOH

2.3.2.2.  Mode opératoire

Dissoudre 2 mg de B-caroténe dans 1 ml de chloroforme. La solution obtenue est
introduite dans un ballon contenant 2 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres
évaporation du chloroforme, 100 ml d’eau distillée saturée en oxygéne sont ajoutés avec
agitation vigoureuse. De cette nouvelle solution 2.5 ml sont transférés dans des tubes auxquels
sont additionnés 350 pl de chaque extrait ou de BHT (2 mg/l).

Un tube contenant 2.5 ml d’émulsion et 350 ul d’éthanol servira de témoin négatif.

L’absorbance est immédiatement mesurée a 470 nm, D’autres lectures sont faites a
différents intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h, et 48h) (Tepe et al., 2006), Toutes les mesures
sont realisées en triplicata.

L’activité anti-oxydante relative aprées 48 heures est calculée selon la relation

suivante :

(AAR = (Abs gchantillon/ Abs gHT) X 100)
Ou:

- AAR : activité anti-oxydante relative.
- ADS Echantillon : absorbance de 1’échantillon apres 48 heures.

- Abs sHT : absorbance du BHT aprés 48 heures.

2.3.3. Testau DPPH
2.3.3.1.  Principe

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH") est réalisé par la méthode décrite

par (Ammar et al., 2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la ICso des
substances antioxydantes contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de couleur
violette qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H* (Fig. 21) (Molyneux,
2004).

DPPH + AH > DPPH-H + A
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e .

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 21 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

Ou AH est un composé capable de céder un H* au radical DPPH.

Le DPPH, dont I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. En présence des piégeurs de radicaux
libres, Cette décoloration est représentative de la capacité des composes phénoliques a piéger

ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

2.3.3.2. Mode opératoire

Une solution éthanolique de 0,06 mM de DPPH" est mélangée avec différentes

concentrations des extraits de T. fruticans (1, 3, 10, 30, 100 pg/ml). Mettre 1ml de chaque
dilution de ces extraits dans un tube a essai, ajouter 1ml de solution éthanolique de DPPH, puis
laisser incuber 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante. Lire 1’absorbance a 517
nm contre un blanc qui contient de 1’éthanol pur.

Répéter les mémes opérations, en remplagant 1’extrait de T. fruticans par le BHT
(control positif) et 1I’éthanol pur (control négatif).

Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

L’¢évaluation de I’activité anti-oxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en
pourcentage selon la relation suivante :

(Abs control — Abs extrait)

%Inhibition =
(%Inhibition Abs control

x 100)

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la 1Cso, sachant que

I’ICso est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme réduite du

radical DPPH" (Samarth et al., 2008).

44



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

2.4. Activité antimicrobienne

L’évaluation de ’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de
disque en milieu gélosé ou les disques sont imbibés de 10 ul de chaque extrait (Celiktas et al.,
2007).

2.4.1. Activité Antibactérienne

Les tests antibactériens ont pour but de rechercher I’activité biologique de chaque extrait
des parties aériennes de T. fruticans vis-a-vis des différents microorganismes : bactéries. Les
extraits actifs pourraient ainsi justifier I’usage en médecine traditionnelle des plantes dont ils
sont extraits et permettraient, a partir du présent travail, d’ouvrir d’autres pistes a la recherche.

Afin de mettre en évidence ’effet antibactérien in vitro des différents extraits, nous
avons choisi la méthode de diffusion des disques sur milieu de Mueller-Hinton gélosé. Les
extraits bruts méthanoliques et aqueux ont été solubilisés dans du DMSO pour obtenir des
concentrations de 40 mg/ml et 100 mg/ml respectivement.

2.4.1.1.  Principe

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de
disque ou les disques sont imbibés de 10 ul de chaque extrait (Sokmen et al., 2004).

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme), repose sur la
diffusion du composé antimicrobien en milieu solide. Dans la technique de diffusion il y a
compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester (Broadasky
etal., 1976).

L’effet du produit antimicrobien sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée

de sensible, d’intermédiaire ou de résistante.

2.4.1.2.  Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton en surfusion
préparé comme suit :
Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton (Annexe I1) dans un litre d’eau distillée.
Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes

a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.
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2.4.1.3.  Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans du

papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

2.4.1.4. Préparation des dilutions d’extraits de T. fruticans L.
Les extraits de T. fruticans ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSQO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la

concentration de la solution mére de chaque extrait est de 200 mg/ml.

2.4.15.  Préparation de ’'inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, Aprés 18 heures d’incubation a 37°C, nous avons
effectué des dilutions de la suspension afin de standardiser 1’inoculum. La suspension
bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une
DO de 0.08 4 0.1 a 625 nm soit environ 108 UFC/ml. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant,
soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort pour

obtenir successivement 107 UFC/ml et 10® UFC/ml.

2.4.1.6. Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement est réalisé par ecouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne
du tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec laméme
souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a I’aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les
résultats des extraits testés et les disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

46



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

2.4.1.7.  Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos

d’inhibitions au tour des disques.

2.5. Activité antifongique

Les mémes opérations sont effectuées avec les souches des champignons, mais dans ce
cas le milieu de culture utilisé est le milieu Sabouraud (Annexe II). Les champignons sont
activés pendant 7 jours dans des boites de Pétrie a une température de 28°C avant le test, aprés
incubation I’inoculum des champignons est préparé et I’ensemencement est réalis€ par
écouvillonnage sur boites Pétri coulés qui contient du Sabouraud.

Pour la préparation de I’'inoculum des souches fongique, L’inoculum est préparé a partir
d’une culture pure de 18 h/ 37°C sur milieu contenant 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identique sont prélevées a I’aide d’une anse de platine, puis mise en suspension dans 9 ml d’eau
physiologique stérile & 0.9%.

La lecture des antibiogrammes est faite apres 72 heures d’incubation a 28°C.
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1. Résultats et discussion

1.1. Rendements des extractions
1.1.1. Ladécoction
Le rendement de I’extrait respectif de la partie aérienne EATF (tiges et feuilles) apres

décoction a été estimé a 9 % (m/m).

1.1.2. La macération

L’opération de I’extraction par macération de la partie aérienne EMTF (tiges et feuilles)
de T. fruticans dans le méthanol a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut avec un
rendement de 11 % (m/m).

Le rendement de I’extrait méthanolique (11%) est supérieur par rapport a 1’extrait
aqueux (9%), La différence de rendement entre les extraits est due aux techniques d'extraction
utilisées, qui sont totalement différentes et a la composition chimique qui différe d'un extrait a
l'autre (Fig. 22).

Dans une étude réalisée par Coll et Tandrén (2005) sur la méme espece originaire de

I’Espagne, des résultats similaires ont été trouvés.

1.2.  Composition chimique
1.2.1. Teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été réalisée
selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La droite montre une linéarité de
I’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes de
chaque extrait ont été rapportées en équivalent gramme d’acide caféique et déterminé par
1’équation de type : y = 0,0024 x - 0,0165 sachant que R? = 0,9657 (Annexe II1).

Les teneurs en polyphénols totaux de I’extrais méthanolique EMTF est 7 mg EAC/g de
matiere séche, relativement faibles par rapport a I’extrait aqueux 36 mg EAC/g de matiere séche
pour EATF. Il parait clairement que I’eau chaude est le solvant qui permet d’avoir un rendement
en polyphénols totaux plus élevé par rapport au méthanol, ce qui peut étre expliqué par la lyse
des cellules dans 1’eau chaude et la libération d’un maximum de molécules poly-phénoliques
(Fig. 23).

Bruno et al. (1999) ont trouvé une valeur assez proche de notre résultat avec une teneur
en polyphénols de 6 mg EAG/g de matiére séche pour un extrait éthanolique de la partie

aérienne de la méme variété en Sicile dans I’Ttalie.
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Nos résultats sont partis de ceux trouvés par Djabou et al. (2012) sur la méme espece
végétale, en effet ils ont déterminé 7 mg EAG/ g de matiere seche pour un extrait méthanolique
suivi par une extraction dans le butanol saturé en eau des écorces des racines, mais inférieure a
une teneur de 13 mg EAG/ g d’un extrait méthanolique suivi aussi par une extraction dans le
butanol saturé en eau des feuilles.

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du dosage
colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains
sucres et de protéines etc... (G__mez-Caravaca et al., 2006).

Le solvant d'extraction élue des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique (Bruno et
al., 1999). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés

peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Ricci et al., 2005).

12 +

[
(o] o
1 1

Rendement d'extraction en %
(o))

EATF EMTF
Les extraits

Figure 22 : Comparaison des rendements des deux extraits de T. fruticans L.
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Figure 23: Teneurs en polyphénols des deux extraits de T. fruticans L.

1.2.2. Teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon utilisé est la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en
milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g de MS). Les
taux des flavonoides des deux extraits ont été obtenu a partir de la droite d’étalonnage qui suit
une équation de type : y = 0,0344 x + 0,0181 sachant que Rz = 0,9992 (Annexe III).

Les concentrations des flavonoides sont relativement importantes dans les extraits dans
leur majorité, les teneurs en flavonoides sont de 18 mg EQ /g de matiére seche dans 1’extrait
EATF suivie de celle de I’extrait EMTF avec 6 mg EQ /g de matiére séche (Fig. 24).

Ces résultats obtenus sont nettement supérieurs au résultat trouvé par Bruno et al. (1999)
qui est de 1 mg EQ/g de MS pour un extrait éthanolique de la méme variété en Sicile, Italie. De
méme, ils sont nettement supérieurs aux résultats trouvés par Djabou et al. (2012) qui sont
respectivement de 28 et 21 mg EQ/100g de matiere seche pour les extraits méthanolique et
aqueux des feuilles de la méme espéce de la région de Corse et ’ouest Algérien, mais
Iégerement inférieurs aux résultats trouvés par Djabou et al. (2012) soit un teneur de 20 mg
EQ/g de matiere seche pour I’extrait méthanolique des feuilles.
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1.2.3. Teneurs en flavones et flavonols

La quercétine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations, La teneur en
flavones et flavonols est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme
d'extrait (mg EQ/g d’extrait). Le taux des flavones et flavonols des deux extraits ont été obtenus
a partir d’une droite d’étalonnage qui suit une équation de type : y =0,0066
X - 0,004 sachant que Rz =10,9991 (Annexe Il1I).

Les teneurs en flavones et flavonols de I’extrait aqueux EATF est supérieur comparé a
I’extraits méthanolique EMTF 7 mg EQ/g contre 2 mg EQ/g de matiere séche (Fig. 25).

A notre connaissance, Aucun résultat sur le dosage des flavones et flavonols n’a été

rapporté par d’autres auteurs sur T. fruticans, pour pouvoir comparer nos reésultats.
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Figure 24 : Teneurs en flavonoides totaux des deux extraits de T. fruticans L.
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Figure 25 : Teneurs en flavones et flavonols des deux extraits de T. fruticans L.

1.3. L’activité antioxydante et antiradicalaire

1.3.1. Mise en évidence de I’activité antioxydante par la méthode du f-

caroténe

Le test de décoloration du B-carotene, nous a permis de percevoir des halos de couleur
orange autour des puits contenant les extraits de T. fruticans et les comparer au BHT et la
quercétine comme témoin positif, Sachant que la concentration de chaque extrait et témoins
positifs est de 1 mg/ml (Tab. 3). Dans chaque boite cing puits ont été réalisés a différentes
concentrations d’extraits et témoins (10 pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl et 50 pl).

Le diametre des halos de rétention de la couleur orange est proportionnel au volume
déposé. Cependant, il différe d’un extrait a un autre. Pour un volume d’extrait de 50 pl déposé,
I’extrait aqueux (EATF) montre le plus petit diamétre (27 mm) soit le plus faible pouvoir
antioxydant alors que 1’extrait méthanolique de tiges et feuilles (EMTF) a manifesté le plus fort
effet avec un diametre de (32mm) (Fig. 26), les valeurs trouvées restent Iégérement inférieures
a celles obtenus avec des antioxydants standard tels que la quercétine (38 mm) et le BHT (37

mm) en I’occurrence.
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Sharififar et al. (2009) ont étudié I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de
Teucrium polium, et ont trouvé un diamétre d’halos de rétention de couleur de 26 mm, Nos
valeurs trouvés pour les extraits méthanoliques sont supérieurs a cette valeur.

Ces résultats montrent que les extraits méthanoliques et aqueux de T. fruticans
possedent un potentiel antioxydant important di aux polyphénols notamment les flavonoides
qui stabilisent le radical peroxyde par donation d’hydrogene.

Tableau 3 : Résultats du test visuel de B-carotene des deux extraits plus les controles + et —.

EATF EMTF

étine 30 pl

Quercétine et BHT
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Figure 26 : Comparaison des diametres des halos de rétention de couleur dans le cas du dép6t de 50 pl
des extraits de T. fruticans L., et des témoins positifs (Quercétine et BHT).

1.3.2. Test de blanchissement du f-caroténe (the bleaching test)

La technique de décoloration du p-carotene/acide linoléique permet d’évaluer I’activité
antioxydante des deux extraits par inhibition de la peroxydation des lipides en suivant
I’absorbance dans le temps, Les absorbances des milieux réactionnels en absence des extraits
diminuent rapidement dans le temps, alors que 1’ajout des extraits ou du BHT ralentit ce déclin.

Dans ce test, l'oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogene a partir de groupements méthylénes de I’acide linoléique.
Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-carotene hautement insaturé entrainant ainsi la
disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a 470 nm. Cependant,
la présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de L’acide
linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du - carotene. La cinétique de
blanchissement du B-carotene en absence et en présence des extraits de T. fruticans et
d’antioxydant standards (BHT) a été suivie (Fig. 27).

Le BHT a une concentration de 2 mg/ml montre une courbe sous forme d’un plateau ce
qui signifie que le pouvoir antioxydant est trés efficace. Il est suivi de fagcon moins importante
par Pextrait EMTF, EATF dans I’ordre. En absence d’antioxydant (BHT ou extrait) le déclin
est trés remarqué. Nos résultats montrent que les extraits les plus riches en polyphénols, par
consequent les plus polaires (I’extrait aqueux EATF) montre 1’activité antioxydante la plus
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faible par rapport a I’extrait relativement pauvre en polyphénols, qui présent une faible polarité
(I’extrait méthanolique EMTF) (Fig. 28).

Nos résultats sont similaires aux résultats d’une étude réalisée par Yang et al. (2007) sur
des extraits du rhizome du lotus ou I’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols, 20.1
mg équivalent en catechine/100 g de matiére séche mais ne montre qu’une faible activité
antioxydante comparé aux extraits éther de pétrole et dichloromethane dont les compositions
chimiques sont moins riches en composés phénoliques (2.2 et 2.4 mg équivalent en
catechine/100g de matiére seche respectivement).

Ceci peut étre expliqué par un phénomene énoncé comme le " paradoxe polaire " comme
il est décrit par Frankel et al. (1994). Etant donne que le test de blanchissement du p-carotene
est similaire a un systéeme d’émulsion des lipides dans 1’eau, Frankel et Meyer (2000) ont
proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés antioxydantes plus importantes
car ils sont concentreés au sein de l'interface lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la formation
de radicaux lipidiques et I’oxydation du f-caroténe. Alors que les antioxydants polaires restent
dilués dans la phase agqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

Selon Haddadi (2005) plusieurs facteurs semblent moduler les résultats d’inhibition de
I’oxydation de 1’acide linoléique a savoir la nature liposoluble ou hydrosoluble des antioxydants

et leur concentration.
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Figure 27 : Cinétique de blanchissement du -caroténe a 470 nm en absence et en présence des
extraits de T. fruticans L., et du BHT.
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Figure 28 : Activité anti-oxydante relative des extraits de T. fruticans L., (EATF, EMTF), BHT et le
contr6le négatif C (-) aprés 48 h.

1.3.3. Test anti-radicalaire (test DPPH)

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée (Bortolomeazzi et al., 2007). L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en
fonction de la concentration des différents extraits utilisés et du témoin BHT (antioxydant de
référence) (1, 3, 10, 30, 100 pg/ml).

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICsp, Ce parametre a été employé
par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005;
Ahmad et al., 2012), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
de I’activité du radical DPPH: (Couleur). Ces 1Cso sont déterminées a partir des graphes (Fig.
29, 30 et 31) dont I’abscisse représente la concentration de 1’extrait brut et I’ordonnée ’activité
antioxydante en pourcentage. Elle est de 71 pour I’extrait EMTF et 66 pg/ml pour I’extrait
aqueux EATF, alors que la valeur du BHT qui est de 37 pg/ml.

Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire envers le DPPH: (Fig. 32), plus la valeur
de I’ICsp est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

Une étude menée par Djabou et al. (2012) sur la méme espéce de plante de la région de

Corse et I’ouest Algérien a montré des ICso de 19 pg/ml des feuilles, lorsque I’extraction a été
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menée par le méthanol suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau. Cette valeur est

nettement inférieure a celle trouvée avec nos extraits.
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Figure 29 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du BHT.
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Figure 30 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait EATF.
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Figure 31 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de I’extrait EMTF.
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Figure 32 : Activité anti-radicalaire des extraits de T. fruticans L., et le BHT.
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1.4. L’activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de T. fruticans
par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les
bactéries et Sabouraud pour les champignons.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatorze (14) germes
pathogénes d'origine hospitaliere dont onze (11) bactéries Gram + et Gram - et trois (3)

champignons a savoir deux moisissures et une levure.

1.4.1. Reésultats du test préliminaire

Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critiqgue car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant
et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire
des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou l'isomérisation de ces
composés (Yrjoen, 2004).

Pour cela le DMSO a été testé comme solvant, les résultats montrent que le solvant est
approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes
(Annexe IV, V).

1.4.2. Les antibiogrammes

Les souches de bactéries a Gram + et a Gram - (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques
standards testés : amoxilline + Ac. clavulanique (AMC), norfloxacine (NO), imipéneme (IPM),
céfotaxime (CTX), céfoxitine (FOX), acide nalidixique (NA), ciprofloxacine (CIP),
fosfomycine (FOS), gentamicine (G), colistine (CS), ticarcilline (TIC), aztréonam (ATM),
pipéracilline (PIP), erythromycine (E), chloramphénicol (C), rifampicine (RA), vancomycine
(VA), pristinamycine (PT), acide fusidique (FA), kanamycine (K), benzylpénicilline (P),
oxacilline (OX). En plus des bactéries suscitées, la gentamicine a été testée contre le reste des
bactéries (Tab. 4).

La bactérie E. coli est sensible a ciprofloxacine, imipénéme et céfoxitine avec des
diametres de zones d’inhibition de 42, 36 et 32 mm respectivement, alors qu’elle est plus ou

moins resistante a la gentamicine, fosfomycine et colistine avec un diamétre de 24 mm.
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram -, elle est relativement résistante a

certains antibiotiques tels que G, NA et CS (diamétres des zones d’inhibition de 14, 14 et 12

mm respectivement) alors qu’elle a montré une certain sensibilité vis-a-vis de IPM, CIP et FOS

(diameétres des zones d’inhibition de 29, 30 et 34 mm respectivement).

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram +, elle est plus ou moins sensible aux
différents antibiotiques la CIP (38 mm), FOX, NA (34 mm) et la G (26 mm).

Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Citrobacter freundii,

Acinetobacter baumanir et Lysteria monocytogenes et Klebsiella pneumoniae ont montrés une

sensibilité décroissante a 1’antibiotique gentamicine 30, 18, 15, 13, 11 et 9 mm, alors que la

gentamicine n’a donné aucun effet sur Proteus mirabilis (Tab. 5).

Tableau 4 : Diamétre de zone d’inhibition en mm en présence de quelques antibiotiques.

lotiques | - IPM FOX NA CIP FOS cs
Souc
Escherichia
coli ATCC 24 36 32 24 42 24 24
25922
Pseudomonas
aeruginosa 14 29 ND 14 30 34 12
ATCC 27853
Staphylococcus
aureus ATCC 26 ND 34 34 38 ND ND
25923
Souches Acinetobacter Bacillus cereus Citrobacter Enterococcus
NN baumanir ATCC freundii ATCC faecalis ATCC
Antibiotigues 19606 ATCC 10876 8090 49452
G 11 18 13 30
uches Klebsiella Lysteria N Salmonella
pneumoniae monocytogenes Proteus mirabilis typhimurium
Antibiotioues | ATcc700603 | ATCC15313 | ATCC3969 1 Atccisan
G 9 11 0 15
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Tableau 5 : Effet des antibiotiques sur les bactéries étudiées.

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Bacillus cereus ATCC 10876

2, .“V—.

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Lysteria monocytogenes ATCC 15313
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GM
GM

G

Salmonella typhimurium ATCC 13311 Proteus mirabilis ATCC 35659

1.4.3. Pouvoir antimicrobien des extraits de T. fruticans

Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits, les tests ont été
effectués sur plusieurs cibles, car chacune d’elles posséde des structures cellulaires et
un métabolisme particulier. Le choix des souches bactériennes et fongiques testées dans
la présente étude était basé sur le caractere de multi-résistance envers les antibiotiques
classiques. Les résultats présentés dans les tableaux ci-dessous (Tab. 6, 7, 8, 9) montrent
que les deux extraits (EATF, EMTF) ne possedent aucun effet antibactérien ou
antifongique vis-a-vis des onze souches bactérienne et des trois champignons, ¢’est-a-
dire qu’aucune zone d’inhibition de croissance n’a été observée, ce qui pourrait étre
expliqué soit par La méthode d’extraction, soit par la structure de la paroi externe des
Gram positif et négatif qui s’oppose a la pénétration des molécules bioactives. La
méthode utilisée pour 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne influe aussi sur les
résultats (Fazeli et al., 2007).

On peut expliquer ces résultats par la différence de composition entre les deux
extraits. L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutét a 1’action combinée (synergie, ou addition) de différents
composés. La variation de la composition chimique des extraits explique donc les
résultats observés dans 1’activité antimicrobienne. Pour cela nous pouvons conclure que
I’activité antimicrobienne des extraits dépend non seulement des composés phénoliques
mais, aussi de la présence de différents métabolites secondaires (Essawi et Srour, 2000).

Une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait
est plus que nécessaire pour comprendre 1’évaluation de composés présentant 1’activité

antimicrobienne. De nombreuses études ont montré une relation contradictoire entre la
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structure chimique des composés phénoliques et leur pouvoir antimicrobien. Les
polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides comme 1’épigallocatéchine, la
catéchine, la myricétine, la quercétine, et lutéoline sont des substances antibactériennes
importantes. Des travaux portant sur la composition chimique d'extraits de Germandrée
par HPLC (Turkmen et al., 2007) et ont révélé I’absence, dans tous les extraits, de la
quercétine et de la catéchine deux flavonoides doués d’activité antibactérienne ; ce qui
peut expliquer ’inefficacité des extraits de cette plante.

Hatano et al. (2005) ont trouvé dans leur étude deux types de composes
phénoliques efficaces contre les bactéries qui se sont révélés étre soit des composés
phénoliques a faible poids moléculaire (les anthraquinones et prenylate des
flavonoides) soit d’autre de poids moléculaires élevés (proanthocyanidins et tanins
hydrolysable).

Bouzid et al. (2011) ont trouvé que I’extrait méthanolique de Crataegus
monogyna renferme une quantité appréciable de polyphénols (notamment les
flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les terpenes et les pectines) mais il n’a
montré qu’une faible activité antibactérienne.

Chabot et al. (1992) rapporte que les composés les moins polaires comme les
flavonoides manquant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-
vis des microorganismes que ceux portant le groupe OH.

Pour cela nous pouvons conclure que I’activité antimicrobienne des extraits
dépend non seulement des composes phénoliques mais, aussi de la présence de
différents métabolites secondaires.

Selon Candan et al. (2003), les substances hydrosolubles exercent un effet plus
faible comparé a celui des substances non hydrosolubles. Cela est dii probablement a la
capacité des molécules liposolubles de s’intercaler dans les membranes des cellules
bactériennes et les endommager.

Plusieurs études ont rapporté aussi que les extraits aqueux de différentes plantes
de la famille des Lamiacées ne présentent aucune activité antibactérienne, alors que les
extraits organiques et les huiles essentielles de ces plantes inhibent trés
significativement la croissance des souches testées (Candan et al., 2003 ; Sokmen et
al., 2004).

Il a été rapporté que les composés responsables de l'action antibactérienne
semblent vraisemblablement étre les diterpénoides, qui sont les composés principaux

de la fraction apolaire des extraits des plantes. Ces composés sont de nature hautement
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lipophile est par conséquent sont extraits par des solvants de faible polarité tel que le
chloroforme (Albano et Miguel, 2010). Ceci pourrait expliquer 1’absence de 1’activité
antibactérienne dans 1’extrait aqueux et méthanolique de T. fruticans dans le cas de
notre étude.

Les conditions de séchage et de broyage de la plante peuvent étre aussi a
I’origine de I’absence de I’activité antibactérienne. Il est rapporté par Seidel (2005) que
si la plante est connue par son contenu en composes volatiles ou thermolabiles, il est
conseillé de congeler le matériel végétal le plutbt possible aprés sa collection. 1l est
aussi recommandé de le broyer subséquemment dans un mortier avec le nitrogéne
liquide car le broyage est aussi a 1’origine de la génération de chaleur responsable de la
perte des molécules volatiles ainsi que la décomposition et I’oxydation des molécules
thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005). Donc, I’activité de 1’extrait aqueux et
méthanolique pourraient €tre due a la faible fraction d’huiles essentielles qui s’est
solubilisée dans le méthanol, la grande proportion étant perdue a cause des conditions
de séchage et d’extraction.

L’activité d’un extrait est probablement due a la présence de synergie entre un
nombre de composants, qui, lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs
individuellement (Sarker et al., 2005). Cela est interprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites molécules antibiotiques ayant un large spectre
de structures telles que les térpénoides, les glycostéroides, les flavonoides et les
polyphénols. Cependant, la plupart de ces petites molécules ont une faible activité
antibiotique par rapport aux antibiotiqgues communs produits par les bactéries et les
champignons.

IIhami et al. (2003) ont par contre obtenu une activite vis-a-vis de onze bactéries
et quatre champignons avec I’espece de T. polium, plantes appartenant a la famille
Lamiacées, par l’extrait d’acétone et chloroforme (30ug/disque). Ceci pourrait
s’expliquer par une différence dans la composition de ces plantes par rapport aux
extraits de T. fruticans et surtout par le solvant utiliseé.

L’activité antimicrobienne des extraits de plante est due aux différents agents
chimiques présents dans ces extraits, y compris les huiles essentielles, les triterpénoides
ainsi que d’autres composes de nature phénolique, qui sont classifiés comme composeés
antimicrobiens trés actifs (Marjorie, 1999).

Les résultats de I’activité antifongique ont révélé I’inefficacité de tous les

extraits contre 1’ensemble des souches testées. Par conséquent, les résultats de Coll et
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Tandron (2005), ont enregistre des zones d’inhibition de 5 a 12 mm de I’extrait chlorure
de méthylene du T. fruticans respectivement vis-a-vis Rhizoctonia solani, indiquent que
I’activité antifongique dépend du solvant utilisé pour 1’extraction.

Les travaux de Sosa et Tonn (2006) sur le pouvoir antibactérien des huiles
essentielles de T. fruticans sur différentes souches bactériennes de gram positif et
négatif ont par contre démontré un effet significatif. Cette efficacité est due a la
présence des huiles essentielles qui sont des métabolites secondaires réputés pour leurs
effets antibactériens. En fait, Il a été rapporté que les huiles essentielles des plantes, et
non leurs extraits, ont la plus grande efficacité dans le traitement des pathologies
infectieuses. En fait, les huiles essentielles ont I’avantage de ne pas engendrer une
résistance bactérienne du a leur contenu en un large spectre de composés bioactifs
(Maggi et al., 2009).

Les activités biologiques des huiles essentielles les plus couramment observées
sont les activités antibactériennes. La composition de I’huile essentielle de T. fruticans
est marquée par la présence surtout d’un trés grand nombre de composés a 1’état de
traces. Notons que les principaux composants observés dans cette essence sont des
sesquiterpenes. Des résultats similaires ont été obtenus par différents auteurs (Sosa et
Tonn, 2006 ; Djabou et al., 2012). Dans tous les cas, les sesquiterpénes sont majoritaires
et semblent étre a 1’origine de 1’activité antibactérienne.

Les résultats d’Ulubelen et al. (2000) révélent que I’extrait éthanolique des
racines de T. fruticans est actif contre Escherichia coli ATCC, Pseudomonas
aeruginosa ATCC, par rapport a I’extrait brut hydro-méthanolique (EBr).

Nos résultats sont similaires aux résultats d’une étude réalisée par Essawi et
Srour (2000) sur des extraits organique et aqueux de T. fruticans sur la partie aérienne ;
les extraits ne montrent aucun effet vis-a-vis de huit souches bactériennes testées par la

méthode diffusion sur disque.
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Tableau 6 : Effet de ’extrait aqueux (EATF) de T. fruticans sur les bactéries étudiées.

EATF EATF

Acinetobacter baumanir ATCC 19606 Bacillus cereus ATCC 10876

EATF EATF

547 //

Citrobacter freundii ATCC 8090 Enterococcus faecalis ATCC 49452

EATF EATF
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Escherichia coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

EATF EATF

Lysteria monocytogenes ATCC 15313 Proteus mirabilis ATCC 35659

EATF EATF

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | Salmonella typhimurium ATCC 13311

EATF

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Tableau 7 : Effet de I’extrait méthanolique (EMTF) de T. fruticans sur les bactéries étudiées.

EMTF

EMTF

Acinetobacter baumanir ATCC 19606

Bacillus cereus ATCC 10876

EMTF

EMTF

Citrobacter freundii ATCC 8090

Enterococcus faecalis ATCC 49452

EMTF

EMTF
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Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

EMTF

EMTF

Lysteria monocytogenes ATCC 15313

Proteus mirabilis ATCC 35659

EMTF

EMTF

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Salmonella typhimurium ATCC 13311

 EMTF

G

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Tableau 8 : Effet de I'extrait aqueux (EATF) de T. fruticans sur les champignons étudiés.

EATF

EATF
¥ - : 3
" 3
Al T
o i
. '3200.
“\ L‘-“ \';: S
S

Aspergillus flavus apres 2 jours

Aspergillus flavus apres 4 jours

Asperagillus niger aprés 2 jours

Asperagillus niger aprés 4 jours

P AR OE
BT e Ny

oy

Candida albicans aprés 24 heures
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Tableau 9 : Effet de I'extrait méthanolique (EMTF) de T. fruticans sur les champignons

étudiés.

Aspergillus flavus aprés 2 jours Aspergillus flavus aprés 4 jours

Asperagillus niger apreés 2 jours Asperagillus niger apres 4 jours

Candida albicans aprés 24 heures
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés antioxydante et
antimicrobienne a concerné une plante qui appartient a la famille des Lamiacées, T.
fruticans employée en Algérie gras a ses propriétés thérapeutiques.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence des quantités moyennement importantes
en polyphénols. De méme nous avons doseé les flavonoides par la méthode d’AlCls qui
nous meéne a conclure que cette plante contient une quantité considérable de
flavonoides. Il ressort de ces analyses que T. fruticans L., est riche en flavonoides de
types flavones et flavonols.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH
dont les résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité, donc cette
plante contient des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de
premiére classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant
que les antioxydants contribuent de maniére tres efficace a la prévention des maladies
telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires. Au cours de cette étude nous
avons réalisé également un test antimicrobienne vis-a-vis 11 bactéries et 3 champignons
pathogenes, les résultats microbiologiques ont montré que toutes les souches
bactériennes testées sont résistantes. On peut déduire que nos extraits ne sont pas actifs
sur les souches bactériennes testées. Ce qui est expliqué par la nature des composés
présents dans cette plante.

T. fruticans est riche en métabolites secondaires, une exploitation de leurs
propriétés antioxydante et antimicrobienne implique une recherche plus poussée de ses
principes actifs. Dans cette étude nous avons utilise des extraits bruts, ce qui ne nous
renseigne nullement sur les composés actifs responsables des activités
antimicrobiennes et antioxydants.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante
se caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de:
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Faire une étude biochimique sur les fruits, fleurs et les racines de T. fruticans.
La confirmation de la capacité antioxydante par des tests in vivo ainsi que
I’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de cette plante
et des extraits vis-a-vis d’autres souches bactériennes sont nécessaires.
Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé¢ et d’étre un alternatif des médicaments
synthétiques.

Développer des médicaments anti-radicalaires a base de plantes, doués d’une

activité anti-oxydante.
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Annexes

Annexe |

Appareillage

Bain-marie (MEMMERT).

Autoclave.

Balance de précision (RADWAG).

Etuve BINDR WTB.

Plaque chauffante agitatrice VELP.

Spectrophotometre UV-visible UNICO 1200 et (Spectronic 20 Genysis TM).
Tamiseur RETCH.

Haute.

Vortex.

Solvants

Méthanol, Chloroforme, Ethanol.
Eau distillée.

Eau physiologique : (1g NaCl dans un litre d’eau distillée).

Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont :

Acide caféique (Sigma).

Réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich).
Acide linoleique (Merck).

Chlorure d’aluminium AICI3.

Carbonate de sodium Na>CO (7,5 %).

BHT (Sigma).

[3-carotene (Sigma).

DPPH (Sigma).

Quercetine (Sigma).

Tween 40 (Sigma).

Acétate de sodium.



Annexe Il

Composition du milieu Mueller-Hinton
Extrait de viande de beeuf : 2.0g.
Peptone de caseine : 17.5g.

Amidon de mais : 1.5¢.

Agar : 17.0g.

pH:7.4.

Composition du milieu Sabouraud
Peptone : 10.0g.

Glucose massé : 20.0g.

Agar : 15.0g.

pH : 6.0.



Annexe I11: Courbes d’étalonnages

y =0,0024x - 0,0165
R?=0,9657

0,45 -
04 -
£0,35 -

0,25 -

o
N
1

Absorbance a 760

o

[

(6]
1

o
[EEY
1

0,05 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
\_ Concentration d'acide caféique en pg/ml Y,

Figure 1 : Droite d'étalonnage d’acide caféique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 2 : Droite d’étalonnage de la Quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 3 : Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonoles.



Annexe |V: Effet du DMSO sur les bactéries étudiées.

DMSO

» r,/g‘/

Acinetobacter baumanir ATCC 19606 Bacillus cereus ATCC 10876

Citrobacter freundii ATCC 8090

Escherichia coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603




Lysteria monocytogenes ATCC 15313

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Proteus mirabilis ATCC 35659




Annexe V : Effet du DMSO sur les champignons étudiés.

Aspergillus flavus Asperagillus niger

Candida albicans
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Abstract

Teucrium fruticans L. a shrub which belongs to the Lamiaceae family. It’s a medicinal plant largely
used in Algerian traditional medicine. The aerial parts of the plant (leaves and stems) were subjected to
maceration in methanol (EMTF), the decoction has been conducted both on the aerial parts (EATF) using
distilled water. The yields were 11 % and 9 % (w/w) for EMTF and EATF respectively. Total phenolic
contents were determined using Folin-Ciocalteu reagent and found to be 36 (EATF) and 7 (EMTF) mg
cafeic acid equivalent/ g of dried weight. Flavonoids were evaluated by AICI; method and shown to be
18 (EATF) and 6 (EMTF) mg quercetin equivalent/ g of dried weight. The flavones and flavonols were
estimated to be 7 (EATF) and 2 (EMTF) mg quercetin equivalent/ g of dried weight. Antioxidant activity
was evaluated using B-carotene/linoleic acid system, it ranged between 72 and 82 % for all extracts and
seems to be closed to that of BHT 95 % when used at 2 mg/ml. Free radical scavenging effects were
evaluated using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH-), The 50 percent inhibitory concentration for
DPPH- (ICs0) were 37 (BHT), 66 (EATF) and 71 pg/ml (EMTF). The antimicrobial sensitivity of the
extracts towards eleven bacterial strains (Gram+ and Gram-) and three fungi strains was assessed using
to the disc diffusion agar test; the results was negative against all bacterial and fungi strains.

Key word: phenolic content, Teucrium fruticans L., antimicrobial activity, antioxidant activity.
Résumé

Teucrium fruticans L. est un arbuste qui appartient a la famille des Lamiaceae. C’est une plante
médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. La partie aérienne de la plante (tiges
et feuilles) a été soumise a une macération dans le méthanol (EMTF), la décoction est réalisée sur la
partie aérienne (EATF) dans I’eau distillée. Les rendements étaient de 11% et 9% (m/m) pour EMTF et
EATF. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle
est de 36 (EATF) et 7 (EMTF) mg équivalent d’acide caféique/ g de matiére séche. Les flavonoides ont
été évalués par la méthode utilisant les chlorures d’aluminium AlICls, la teneur est estimée a 18 (EATF)
et 6 (EMTF) mg équivalent quercétine/ g de matiére seche. Le dosage des flavones et flavonols a révélé
des teneurs de 7 (EATF) et 2 (EMTF) mg équivalent quercétine/ g de matiére séche. L’activité
antioxydante a été réalisée par la méthode de décoloration du B-carotene / acide linoléique en utilisant
des concentrations de 2 mg/ml pour les deux extraits et varie entre 72 et 82 % alors que celle du témoin
positif BHT est de 95 %. Quant au test anti radicalaire évalué en utilisant le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyle (DPPH:), les concentrations inhibitrices & 50 % (ICso) sont estimées a 37 (BHT), 66
(EATF) et 71 pg/ml (EMTF). L’activité antimicrobienne a été déterminée sur onze souches bactériennes
(Gram+ et Gram-) et trois champignons selon la méthode de diffusion de disque, les résultats ont
démontrés un effet négatif sur toutes les souches microbiennes.

Mots clés : Polyphénols, Teucrium fruticans L., activité antimicrobiennes, activité antioxydante.



