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Introduction générale

Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvees dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies.
Actuellement, ’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des
habitants de la terre ont recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que
soins de santé primaire
(Huillier, L.2007).

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept, celui
du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contrdle plus la présence
excessive des radicaux oxygeénes toxiques. Actuellement, il est bien admis que méme si un
stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il est potentiellement impliqué dans de
nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a des complications, lors de leur
évolution comme dans le cas du diabéte, le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives. Ces dommages sont réalisés par I’attaque des radicaux libres sur divers
biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et ’ADN, ayant finalement comme

conséquence la dégradation et la mort de cellules (Moon & Shibamoto. 2009).

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause,
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végeétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des composes naturels
largement répandus dans le regne végétal, qui ont une importance croissante notamment grace
a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leurs roles d’antioxydants naturels suscitent de plus en
plus d’intéréts, pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires; ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Bougandoura & Bendimerad. 2012).

L’Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation tres riche et diversifiée. Un
grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément .L’intérét porté a
ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres années. Leur propriétés, dues
notamment a la fraction « huile essentielle », peuvent étre mises a profit pour traiter les

infections mycosiques. A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on
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s’est intéressé aux especes de la famille des lamiacées, qui est 'une des familles les plus

utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien.

La plante, sur laquelle est porté notre choix, fait partie d’une espéce de thym (Thymus
Vulgaris L. officinalis). Ce choix est fondé sur les critéres suivants : le thym est parmi les
plus populaires des plantes aromatiques utilisées dans le monde entier, son utilisation
fréquente par nos populations dans le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle,
a été valorisé du fait que leurs huiles essentielles sont trés recherchés pour les industries
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques .Leurs efficacités dans le traitement
symptomatique de troubles de I’appareil digestif supérieur sont des plus reconnues
traditionnellement. Actuellement, elles font I’objet d’études impliquées dans des sujets et

travaux de recherche scientifique les plus avancés et d’intéréts nouveaux.

Le but de notre étude est consacre a la realisation du suivi de 1’extraction des principes
actifs (le thymol, les flavonoides et les polyphénols), par différents solvant d’extraction et
d’analyse. Elle sera approfondie par 1’évaluation de I’activité anti-oxydante au DPPH et
antifongique, par la méthode de diffusion en milieu gélosé des extraits de thymus dans

différents solvants.

Dans la premiére partie, composée de deux chapitres (I et Il), nous aborderons les
différentes connaissances bibliographiques et travaux antérieurs réalisés sur la plante, les

poly phénols, les flavonoides et le stress oxydant.

Dans la partie expérimentale (chapitre Il1), nous exposerons d’abord le matériel et les
méthodes utilisées pour I’extraction, le dosage colorimétrique des polyphénols et des
flavonoides, les analyses physicochimiques (CCM, HPLC et IR), et les analyses biologiques

(activité anti-oxydante, et I’activité antifongique).

Les résultats obtenus dans notre étude seront discutés dans le quatrieme chapitre.

-
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Partie théorique Chapitre | : Etude bibliographique sur la plante thymus vulgaris L officinalis

Chapitre I :

Etude bibliographique sur la plante thymus vulgaris L officinalis

Introduction

Dans ce chapitre, nous présenterons un apercu bibliographique sur le genre thymus. Ce genre fait
partie des lamiacées qui est I'une des familles les plus répondues dans le bassin méditerranéen et
specialement en Algérie .Aprés une description botanique et géographique de la famille des
lamiacées et du genre thymus, a savoir les acides phénolique et les flavonoides. Nous terminerons ce
chapitre avec les différentes activités biologiques de ce genre .Le thymus fait partie des plantes

aromatiques est trés riches en huiles essentielles.

I.1.Présentation sur la plante thymus vulgaris L officinalis

Les plantes aromatiques et médicinales peuvent étre utilisees dans différents domaines
(pharmacie, parfumerie, cosmetique et agroalimentaire) pour leurs propriéteés thérapeutiques,
organoleptiques et odorantes.

Ces plantes aromatiques sont, donc, a I’origine des produits a forte valeur ajoutée (huiles
essentielles, extraits, résines...etc) qui se présentent presque toujours comme des mélanges
complexes, dont il convient d’analyser la composition avant leur éventuelle valorisation.

Parmi ces plantes a valeurs ajoutées, Thymus vulgaris L officinalis (thym) possédant une activité
pharmacologique, pouvant conduire a des applications thérapeutiques, et cela grace a la présence

d’un certain nombre de substances actives, qui pour plus part agissent sur I’organisme humain (Fadi,
Z.2011).

1.2. Généralités sur les plantes médicinales

La définition d’une plante médicinale est trés simple. En fait il s’agit d’une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végeétales,
dont au moins une partie possede des propriété curatives (Fransworth et al.1986) .

Environ 35000 plantes sont employées par le monde a des fins médicinales. Ce qui constitue le
plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales continuent a
répondre & un besoin important, malgré I’influence croissante du systéme thérapeutique moderne
(Elgaj et al. 2007).

<
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1.2.1. Cas de la famille des lamiacées

La famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées, en raison de la corolle en deux lévres
de ses petites fleurs (Couplan.2000), est I’'une des familles les plus larges dans le régne végétal. Elle
comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces (Harley et al .2010),qui sont plus ou
moins fréquentes, mais particuliérement répandus depuis le bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale (Judd et al., 2002).Elle est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae,
Nepetoideae, Prostantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et Viticoideae(Harley et al .
2004).

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie alimentaire
et en parfumerie qu’en pharmaceutique. Elle est 1'une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti- inflammatoire et

antioxydant (Ghermanet . 2006).

1.2.1.1.Historique

Le genre Thymus est 1’un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées avec comme
forte diversité dans la partie occidentale du bassin meéditerrané en (Morales. 2002).Le nom «
Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie « parfumer » a cause de I’odeur agréable que la
plante dégage (Pariente.2001). L’espéce Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de tres nombreuses

propriétés médicinales (Iserin. 2001).

1.2.1.2.0rigine et distribution de la plante

Thymus vulgaris L officinalis est indigéne de I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié
orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la fagade
méditerranéenne frangaise (Ozcan et Chalchat. 2004 ; Amiot. 2005). Il est maintenant cultivé
partout dans le monde comme thé, épice et plante médicinale (Kitajima et al .2004).

Le Thymus vulgaris L présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines, comme la
lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages (Kaloustian et al. 2003). Cette
plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et ensoleillés des bords de la

mer a la montagne (Poletti, 1988).

<
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1.2.1.3.Place dans la systématique
Ce classement se référe a la classification botanique antérieure (Morales. 2002) présentée dans le
tableau I.1.
Tableau 1.1 : Classification botanique de Thymus vulgaris L

Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espece Thymus vulgaris L.

1.2.1.4.Description botanique de la plante
Le Thymus vulgaris L est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant atteindre 40 cm de

hauteur (voir la figure 1.1).

Fleur

Plante enti¢re

Figure 1.1 : Aspects morphologiques de Thymus vulgarisL.officinalis:A) photo et B) schéma

botanique de la plante (Iserin. 2001).
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Il posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert fonce, et qui sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent ’huile essentielle
majoritairement composée de mono terpenes. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en
glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par le rose. Thymus vulgaris L est
d’ailleurs caractérisé par un polymorphisme floral, qui a été aussi étudié que son polymorphisme
chimique (Bruneton. 1999 ; Morales. 2002).

1.2.1.5.Nom vernaculaire
Les noms vernaculaires de 1’espéce Thymus vulgaris sont les suivants :
e Arabe : saatar, zaatar (en arabe sixaou 5= )
e Francais : thym vulgaire, thym de jardins, farigoule, farigoule et barigoule.
e Allemande: Thymian, EchterThymian, Gartenthymian, ROmischerthymian,
romischerquendel, welscherthymiankutteelkraut.

e Anglais : common thym, garden thym (Teuscher et al. 2005).

1.2.1.6.Habitat

Le thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol légers et calcaires mais il prospere tout
aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. Il nécessite des endroits bien secs. C’est
d’ailleurs sur sols pauvres que se développe le mieux son arome. Dans des endroits de fortes gelées,
une protection est recommandés, en particulier durant I’hiver sa multiplication se fait par semis
superficiels (germination a la lumiére), réalisée a la mi-avril ou plus rarement en aodt, en rangées

encarrées environ 20 a 30 cm; de préférence sur sol léger et sablonneux (Eberhard et al . 2005) .

1.2.1.7. Répartition géographique de la plante
1. Dans le monde

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie de I’ouest et la méditerranée (Mabberley.1997).11 est
tres répandu dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), les montagnes d’Ethiopie
et d’Arabie du sud-ouest, en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (figure 1.2). Il se trouve
également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madere et les Acores) et en Himalaya. 1l peut
méme atteindre les limites de la région tropicale et dans le nord du Japon, il pousse en Sibérie, en
Europe nordique jusqu’aux bords du Groenland (Morales. 1997).
La région de I’ouest mediterranéen, est considérée comme étant le centre de 1’origine du genre

Thymus ; ’espéce T. vulgaris provient particulierement du sud de I’Europe, de I’Espagne a I’Italie

v
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(Morales. 1997; Peter. 2004). Le thym est maintenant tres cultivé au Portugal, France, Allemagne,
Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie, Chine, Russie, Angleterre et les Etats-
Unis d’ Amérique (Wilson. 2002; Raghavan. 2006).

Figure 1.2. Répartition géographique des especes de thym dans le monde (Morales. 1997).

Nous remarquons que la plante de thymus vulgaris L est répondue en Eurasie et dans une partie de

I’ Afrique du nord ce qui est explicable par le climat doux et modérée que possedent ces régions.

2. En Algérie
Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont localisées en
Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Quezel et Santa. 1962). Ces espéces sont réparties le

long du territoire national, du Nord algérois a I’Atlas saharien, et du constantinois a 1’oranais

(Kabouche et al. 2005).

1.2.1.8.Propriétés du thym

Le thym est souvent utilis¢ dans 1’assaisonnement des aliments et des boissons, et il sert aussi
comme un antiseptique, désinfectant dermique et c’est un spasmolytique bronchique, indiqué pour
traiter les infections des voies respiratoires supérieures. Les principaux constituants du thym
montrent également des propriétés vermifuges et vermicides (Bazylko et Strzelecka. 2007).11
posseéde entre autres des propriétés antivirale, antifongique, anti-inflammatoire, et antibactérienne.
Une étude récente a montré que les extraits méthanoiques et hexaniques des parties aériennes de

Thymus vulgaris inhibent la croissance de mycobactérium tuberculosis(Jiminer et al .2006), et aussi
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des propriétés anthelminthiques (Al-Bayati. 2008). D’autres travaux on montré également que ces
mémes extraits sont doués de propriétés anti-oxydantes, qui lui permettent d’étre utilisé comme un
conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons durant leur stockage (Selmi et
Sadok. 2008).

1.3.Les métabolites secondaires des plantes
Les métabolites secondaires sont produits en tres faibles quantités. Il existe plus de 200 000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence, les terpenes, les
alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques (Vermerris. 2006).
On distingue trois classes principales :
1- Les composes phénoliques
2- Les isoprénoides (Stéroides et Terpénoides)

3- Les composés azotés derivés des acides amines (Alcaloides)

1.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et dans tous les
organes de la plante. lls possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (Naczk et Shahidi. 2003 ; Barboni.2006 ; Sun et al. 2011).

Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la structure et la protection des plantes
(Naczk et Shahidi. 2003 ; Stalikas. 2007). lls offrent également, pour la santé humaine, une
protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme les cancers et les maladies
cardiovasculaires et neurodégeneératives (Sun et al.2011).

Le terme "composés phénoliques végétaux» englobe les phénols simples, les acides phénoliques,

les coumarines, les flavonoides, les stilbenes, les tannins, les lignines et les lignanes (Stalikas.2007).

1.3.1.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux, qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils constituent un groupe de
plus de 6000 composés naturels du régne végétal (Ghedira. 2005), qui sont caractérises par la
présence d'une structure phénolique dans leur molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les

distingue des autres polyphénols.

v
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Actuellement, plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers d'autres a
découvrir, puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents groupements comme
des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl (Beecher. 2003).

a. Structure

Les flavonoides ont un poids moléculaire faible se présentant en 15 atomes de carbone arrangés
comme suit : C6-C3-C6 (Figure 1.3). Elles sont composées de deux noyaux aromatiques A et B, liés
par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle.

Les substitutions variées au sein de la molécule donnent les différentes sous-classes de
flavonoides. Les flavones et les flavonols sont les plus connus et les plus divers sur le plan structural.
Les substitutions touchant les noyaux A ou B qui peuvent survenir dans chaque classe des

flavonoides sont : une oxydation, hydroxylation, alkylation, glycosylation, acylation, et sulfonation.

5 4

Figure 1.3:Structure de base des flavonoides (Boudjouref M. 2008)

b. Classification

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent le méme
élément structural de base (Bouakaz. 2006).
Les flavonoides peuvent étre subdiviseés en plusieurs classes dont les plus importantes sont:

Flavone, flavonol, flavanone, chalcone, flavandiol, flavanol, antocyanidin, isoflavone. (Figure 1.4).
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Figure. 1.4: Les structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga & Oteiza.
2011).

c. Roles des flavonoides dans les plantes

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Par
leur godt désagréable, les flavonoides peuvent jouer un réle de protection des plantes en repoussant
certains insectes (Madjour. 2014). Certains flavonoides jouent un r6le de lutte contre une infection
causée par des champignons ou par des bactéries (Madjour .2014).Ces composés phénoliques jouent
un role trés important dans la croissance des plantes, la floraison, la fructification et la défense contre
les maladies et les micro-organismes. lls ont également un réle tres important pour la santé humaine.
A titre d’exemple, ils sont efficaces contre l'inflammation chronique, les maladies allergiques, les

maladies coronariennes et le cancer (Ebadi. 2001 ;Ghedira. 2005 ).

1.3.2 .Les Terpénoides

Ils constituent sans doute le plus vaste ensemble connu des métabolites secondaires des végétaux.
Ce sont des molécules polyéniques qu'on retrouve également dans le regne animal. Les terpénes sont
subdivisés, selon le nombre d'entités isoprene qui sont incorporés dans leurs structures, en
monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30)
(Kabouche .2005).
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1.3.3. Les composés azotés dérivés des acides aminés (Alcaloides)

Les alcaloides forment un groupe hétérogene, du point de vue structure, propriétés chimiques et
effets biologiques qu'ils manifestent. Ce sont des composés azotés, basiques qui précipitent avec des
réactifs iodométalliques tels que les réactifs de Mayer, Dragendorff. Ils peuvent étre présents dans
tous les organes de la plante (Sahraoui. 2011). Dans les plantes, les alcaloides en tant que composés
du métabolisme secondaire jouent un r6le écologique de défense contre les herbivores.

Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes, parmi lesquels nous pouvons citer:

Les phénylalanines ; les Alcaloides isoquinoléiques ; les Alcaloides quinoléiques ; les Alcaloides
pyridiques et pipéridiques ; les Alcaloides dérivés du tropane et les Alcaloides stéroides (Macheix J-
J .2005). IIs trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez I’lhomme, comme Anti

tumoraux ; Antalgiques ; Spasmolytiques et Antitussifs (Macheix J-J . 2005).

I.4.Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont secrétées par
les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés, dont I’entrainement a la vapeur d’eau et
I’hydro-distillation (Iserin et al .2007). Une huile essentielle peut étre un ensemble de molécules
pour un chimiste, un ardme pour un parfumeur ou encore la quintessence ou I’esprit d’un végétal
pour un alchimiste (Moro Buronza. 2008).

En réalité, une huile essentielle est ’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premicre végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un
procédé mecanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la
phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif a sa composition
(Clarke. 2008).

Une huile essentielle contient souvent de 50 a 100 molécules différentes et peut a I’extréme en
comprendre jusqu’a 300 en synergie, pour donner a I’huile essentielle ses propriétés (Lahlou. 2004).
Sa composition biochimique n’est par ailleurs jamais rigoureusement identique. Il est impossible de
reproduire en laboratoire cette complexité présente a 1’état naturel. C’est ce qui explique notamment
la grande efficacité des huiles essentielles, dans le cadre de la lutte contre les bactéries, les
champignons ou les virus (Chassaing. 2006).

Elles peuvent étre stockées, dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, écorces, racines,
graines. Elles peuvent étre présentes a la fois dans différents organes, la composition pouvant varier

d’un organe a I’autre (Bakkalia et al. 2008).

<
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1.4.1. L’huile essentielle du thym

L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus
actives (Rasooliet al.2006 ; Naghdiet al. 2004). Les huiles essentielles de thym sont composées par
des molécules aromatiques d’origine végétale présentant une trés grande diversité de structure.

La variabilité chimique des huiles essentielles de thym dépend de plusieurs facteurs, qui sont
généralement d’ordres climatiques et environnementaux mais, qui peuvent &tre aussi d’ordre
génétique et saisonnier (stade végétale) (Lozieneet al.2007). Ainsi, une étude menée par Dob et al
.(2006) sur les Thymus d’Afrique du Nord a montré que le composé majoritaire est le thymol chez les

espéces d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les especes de Tunisie.

1.4.1.1. Thymol

Le thymol est I’un des principaux phénols reconnus dans I’huile essentielle de quelques lamiacées
comme le thym, I’origan et la sarriette, dont le contenu peut atteindre jusqu’a 84% (Kaloustian et
al.2008). Le thymol a été decouvert par Caspar Neumann en 1719 et épuré en 1853 par M.
Lallemand qui lui a donné le nom « thymol» et lui a attribué la formule chimique (C10H140). Le
thymol est un phénol (2-isopropyl-5-méthyl-phénol) et est isomeérique avec le carvacrol (figure 1.5).
Le thymol existe dans I’huile de thym et est li¢ a d’autres hydrocarbures d’une plus grande volatilité

comme le p-cymene (CioH14) et le thyméne (C1o0H16) (Pauli et Knobloch. 1987).

OH

Figure L1.5: structure chimique du thymol (Touhami. 2017)

Plusieurs études ont montré que le thymol possede de nombreuses activités biologiques, telles
que I’activité antispasmodique, antimicrobienne, fongicide, insecticide, antioxydant, anti-cancérigéne

et anti-inflammatoire (Ipeket al. 2005 ; Szentandrassyet al. 2003).

X
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1.4.1.2.Carvacrol

Le carvacrol (5-isopropyl-2-méthylphénol ; poids moléculaire 150,21) est également un phénol
monoterpénoide présent dans I'huile essentielle de Thymus vulgaris et de nombreuses autres herbes
aromatiques et épices. Pour le carvacrol, de nombreux effets biologiques sont rapportés, notamment
des propriétés antithrombotiques (Enomoto et al. 2001), anti-inflammatoires (Sosa et al. 2005),
antimicrobiennes (Ben Arfa et al. 2006) et inhibitrices de I'acétylcholinestérase (Jukic et al. 2007).

CH,
,J _OH
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—

.
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Figure 1.6 : Structure chimique du Carvacrol (De Vincenzi et al. 2004).

I.5.Propriéetés pharmacologiques
Les propriétés pharmacologiques de la plante Thymus vulgaris et de ses différents extraits, en
particulier I’huile essentielle et I’extrait aqueux, ont était bien étudié. En plus de leurs nombreuses
utilisations traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouvé de nombreuses applications
industrielles (principalement comme additifs alimentaires) et médicinales (Hudaib et al. 2002).
Les recherches actuelles réalisées sur les effets des extraits de cette plante sur différents systémes
in vitro et in vivo ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine, la pharmacie et

I’industrie moderne, parmi lesquelles on cite les plus importants :

1.5.1 Activité antioxydante

Thymus vulgaris L situait parmi les fines herbes séchées contenant les plus grandes capacités
antioxydantes. Différents composants du thym lui permettent de posséder un tel statut, comme les
phénols (thymol et carvacrol), les flavonoides, I’acide caféique et la vitamine E (Guillén et
Manzanos. 1998 ; Kulisicet al.2006).Ces constituants inhibent la peroxydation lipidique induite in
vitro au niveau des mitochondries et des microsomes. lls inhibent également partiellement la
production de I’anion superoxyde (Bruneton.1999).L’huile essentielle de Thymus vulgaris a été
testée pour son activité antioxydante, par deux méthodes distinctes : la technique de décoloration de

la B caroténe et le test du DPPH (Diphenylpicryl-hydrazyl). Les résultats obtenus montrent que

<
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I’huile de Thymus vulgaris témoigne d’une grande activité antioxydante in vitro (Bouhdid et
al.2006).

A coté de ’huile, qui a été largement étudiée pour ses propriétés antioxydantes, 1’extrait aqueux
des feuilles de Thymus vulgaris a présenté une activité antioxydante importante. Les caractéristiques
antioxydantes observées n’étaient pas seulement entierement liée a la teneur en phénols de I’huile
essentielle dans n’importe quelle méthode analytique, mais vraisemblablement aussi elles sont
fortement dépendantes de I’acide rosmarinique CigH160s, composé phénolique principal dans

I’extrait aqueux de Thymus vulgaris (Thuille et al.2003).

1.5.2.Activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur ’'usage des antibiotiques.
La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entraine 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 medicaments a base de
plantes, sous forme de métabolites secondaires, dont les composeés phénoliques, sont toujours utilisés
dans I’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine
traditionnelle.

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

andésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan.1999).

1.5.3.Activité antifongique

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leur extension est
largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légere des antibiotiques. Ici les groupes
moléculaires cités en priorité pour leurs actions antibactériennes se révelent également actifs sur les
champignons. Néanmoins, la durée d'un tel traitement sera plus longue que pour celle d'un traitement
antibactérien (Pierron. 2014).

L’activité fongistatique des composés aromatiques est liée a la présence de phénols qui sont les
plus actifs, suivi des alcools, des aldéhydes (cinnamique et hydrocinnamique), des lactones

sesquiterpéniques, des cétones, des éthers et des hydrocarbsures. (Ultee et al.2002).

<
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Chapitre 11 :
Radicaux libres et stress oxydatif

Introduction

Les especes oxygénées activees (EOA), les radicaux libres, le stress oxydatif et les
antioxydants sont devenus des termes familiers a la fois dans le monde médical et dans le
grand public. Au début des années 2000, ces notions n'étaient généralement discutées que lors
des conférences scientifiques (Defraigne, J.O.et al. 2008).

I1.1. Les radicaux libres
I1.1.1. Histoire des radicaux libres

Gerschman et al. Indiquaient au milieu des années 50 que 1’oxygéne est indispensable a la
vie, il est aussi toxique pour I’organisme (Gerschman, R.et al. 1954). S'inspirant de ses
travaux, Harman propose la «théorie radicale du vieillissement» (Harman, D. 1956) via la
production de radicaux libres (entités chimiques tres instables et réactives suite a la présence
d'un électron libre dans leur structure). L’oxygéne est a l'origine du processus du
vieillissement cellulaire.

Pour I’histoire du stress oxydant, les américains McCord et Fridovich séparaient, en1969,
a partir des globules rouges humaines, un systéme enzymatique antioxydant : le superoxyde
dismutase (SOD), qui elimine le radical libre anion superoxyde produit par réduction
univalente de 'oxygeéne. Cette découverte fondamentale montre indirectement que les
radicaux libres sont produits dans notre corps. Ceci est donc le point de départ de recherches
sur les sources de production de I’anion superoxyde et sur ses rdles pathologique et
physiologique (McCord,J.M.et al. 1969).

Vers la fin des années 1980, d'autres méthodes plus nécessaires pour I'évaluation des
dommages oxydatifs sont apparues au niveau des lipides, de I’ADN ou des protéines. En
utilisant toutes ces méthodes, l'efficacité scientifique des molécules antioxydantes peut
ensuite étre testée in vivo dans divers modeéles de stress oxydatif, chez l'animal et chez
I'hnomme (Haleng,J.et al.2007).

11.1.2. Définition des radicaux libres
L'oxygéne est une molécule essentielle a la vie. En tant que source d'énergie, les

organismes dits aérobies utilisent des réactions redox (chimiotrophes), impliquant des

0



Partie théorique Chapitre 11 : Radicaux libres et stress oxydatif

interactions entre donneurs d'électrons (agents réducteurs) et accepteurs d'électrons (oxydants)
(Koppenol,W.H. 2001).

En chimie, un radical libre est un atome ou une molécule contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n'est que transitoire, car il est comblé soit par l'acceptation d'un autre
électron, soit par le transfert de cet électron libre vers une autre molécule (figure 11.1). Ce
déséquilibre dépend principalement de I’instabilité du radical libre considéré. Si cette
instabilité est modérée, la probabilité d'accepter un deuxiéme électron est élevée et dans ce
cas, le radical libre ne représente qu'une étape transitoire dans une réaction d'oxydo-réduction
classique. Si, au contraire, cette instabilité est élevée, I'électron libre est rapidement transféré
vers une autre molécule. Plus I’instabilité est importante, moins la réaction est spécifique.En
d'autres termes, I'électron passe sur une molécule non destinée a cet effet (Oldham, K.M.et
al.1998 ; Goode, H.F.et al. 1993).

Electrons appariés

Electron

‘ non-appariczé/\
»

Electron

Antioxydant Radical libre

Figure 11.1:Neutralisation d’un radical libre par
un antioxydant (Gilgun-Sherki, Y.et al.2001).

11.1.3. Les différentes espéces radicalaires

La chaine respiratoire mitochondriale, dans la quelle les étres aérobies puisent leur énergie,
joue un role capital dans la cellule en couplant ’oxydation de coenzymes, transporteurs
d’hydrogéne ou d’électrons avec la phosphorylation de I’ADP (Adenosine DiPhosphate) en
ATP (Adenosine TriPhosphate). Les conséquences de cette activité mitochondriale sont

doubles et paradoxales :

&
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e En premier lieu, 36 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a fort potentiel
énergétique seront générées lors de la réduction de 'oxygene. C’est la mitochondrie
qui donne a la cellule une source considérable d’énergie.

e En revanche, approximativement 0,4 a 4% de I’oxygeéne ne sera pas correctement
transféré en eau, en raison de fuites électroniques aboutissant a des imperfections de la
chaine respiratoire mitochondriale. L’oxygéne donne naissance a des espéces

oxygénées activées (EOA) par réduction monoélectronique (Knight, J.A. 2001).

Le radical anion superoxyde se forme (Tableau I1.1), ce qui conduit ensuite a la
production d'autres EOA tels que le peroxyde d'hydrogéne, l'oxygene singulet, le radical
hydroxyle, l'acide hypochloreux et le monoxyde d’azote (NO), (Coyle,P. et al. 2002),mais
aussi certains dérivés oxygéneés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante comme
le peroxyde I'hydrogene (H20.) et le peroxynitrite (ONOO™) (Novelli, G.P.1997 ; Oldham,
K.M et al.1998).

Tableau I1.1:Principales ERO radicalaires et non radicalaires (halliwell, B. 2007)

Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)
Radicalaire Non Radicalaire
o Radical superoxyde O2- o Peroxyde dihydrogéne : H2O>
o Radical hydroxyle:OH o hypochlorite d’hydrogéne: HOCI
o Peroxyle: RO2: o Ozone: O3
o Alkoxyle: RO o Oxygeéne singulet: O1
o Hydroperoxyle: HO,- o Peroxynitrite: ONOO-

Plusieurs mécanismes biochimiques peuvent s’activer dans 1’organisme, mais aussi sous
I’action d’¢léments environnementaux, en produisant des quantités excessives d’EOA, qui

vont donc tres vite submerger toutes nos défenses antioxydantes (Hayflick, L.1985).

11.1.4. Production et origine des radicaux libres
Lors du transfert d’électron dans la chaine respiratoire, le radical superoxyde (-O2’) est

produit par réaction de I’oxygéne avec un radical semi-ubiquinone dans les mitochondries.
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Ce pendant, il est probable qu'au cours d'une agression cellulaire, les mitochondries seront
secondairement endommagées et produiront ensuite des quantités considérables de
superoxyde. Les cellules phagocytaires comportent une enzyme membranaire appelée
NADPH oxydase qui est responsable dans la production du radical superoxyde (-O>), elle est
activée quand la cellule phagocytaire est stimulée. Cette production de superoxyde est a
I’origine de la production de molécules, telles que le peroxyde d’hydrogéne (H-02) ou
I’hypochlorite (ClO) indispensables a la destruction du matériel phagocyte.

Une enzyme ubiquitaire appelée la xanthine-deshydrogénase est impliquée dans le
catabolisme de I’ATP. Cette enzyme sera modifiée en xanthine-oxydase au cours des
phénoménes d’ischémie-reperfusion (Tableau 11.2), qui produit du superoxyde en présence

d’oxygene et de xanthine ou d’hypoxanthine.

Tableau 11.2: Principaux systémes de production des EOA (Hayflick, L. 1985).

Dans ’organisme Extérieurs a I’organisme
e Altération du transport des électrons e Exposition au soleil (UV).
dans la  chaine respiratoire e Exposition aux irradiations (rayon
mitochondirale (ischémie- 7).
reperfusion). e Amiante.
e Biosynthése des prostaglandines e Pollution.
e (prostanoides et leucotriénes e Ozone.
inflammatoires). e Alimentation.

e Oxydation de I’hémoglobine.

e Oxydation du glucose.

e Libération du fer de ses protéines de
transport.

e Agrégation des plaquettes.

e Activation des cellules endothéliales.

e Activation des globules blancs.

e Cythocrome p 450.

e Fumée de cigarette.

e Alcool.

e Médicaments.

<
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Le fer et le cuivre sont des ions metalliques qui transforment le H>O; en radical hydroxyl
(OH-). De nombreuses cellules sont capables de produire du monoxyde d’azote (NO) a partir
d’arginine et d’oxygéne dans une réaction catalysée par la NO synthétase. Il existe une
deuxieme forme de NO-synthétase (figure 11.2), qui produit de grandes quantités de NO", a
des concentrations elevées, le NO- devient délétére pour les cellules, notamment en réagissant
avec un radical superoxyde (-O2) pour former un oxydant puissant : le peroxynitrite
(ONOO). De plus, le peroxynitrite peut se décomposer secondairement en d'autres oxydants
(NO2, OH-, etc.) (Oldham, K.M et al.1998 ;Halliwell, B. 1994).

Radiations

Chaine Respiratoire
NADPH-orydase :\I> 0, =mmp H,0, === OH

Xanthine-oxydase 1

Oxydation
Lipides

, ONOQ Protéines
_' ADN
NO-synthétase 1;1'> NO» NO-,

Figure 11.2:Origine et cibles des principaux dérivés réactifs de I’oxygéne (Fontaine, E. et
al.2002)

11.2.Le stress oxydatif
11.2.1. Définition du stress oxydatif

De petites quantités de dérivés réactifs de I’oxygene seront produites par le métabolisme
cellulaire en continu. Cette production est fortement élevée dans certaines situations
entrainent un stress oxydatif, qui sera définit comme un déséquilibre entre la production et la
destruction de ces molécules. A cause de leur capacité a endommager presque tous les types
de molécules dans I’organisme, les dérivés réactifs de ’oxygene ont été impliqués dans un
nombre important de pathologies. La production de dérivés réactifs de I'oxygene augmente en
réponse a toute attaque infectieuse, le développement d'un stress oxydatif incontrdlé a été
proposé comme l'un des facteurs secondaires contribuant au mauvais pronostic de ces
pathologies (Gutteridge, J.M. 1993).
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11.2.2. Conséquences biochimiques du stress oxydatif

Les EOA qui interagissent avec une variété de substrats biologiques importants sont
toxiques. Des dénaturations de protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation du
glucose, des ruptures d’ADN et des processus de peroxydation lipidiques peuvent alors

apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule (Coyle, P. et al.2002).

11.2.2.1. Effets sur les protéines

L’oxydation des protéines est une conséquence naturelle de la vie aérobique. Cependant,
la plupart des protéines oxydées seront dégradées par protéolyse, sous 1’action du protéasome
(protéases 20S et 26S) qui joue un réle clé dans le maintien des fonctions physiologiques de la
cellule (Friguet, B. et al. 2000). Les activités protéolytiques diminuent fortement sous 1’effet
du stress oxydant (Naskalski, J.W. et al. 2000).

Les dommages oxydatifs aux protéines peuvent étre importants in vivo a la fois, en
affectant la fonction des récepteurs, des enzymes, des protéines de transport, et
éventuellement en générant de nouveaux antigénes susceptibles de provoquer des réponses
immunitaires (Halliwell, B. 1978;Casciola-Rosen, L. et al. 1997). Ceci, parce qu'ils peuvent
contribuer a des dommages secondaires a d'autres biomolécules, par exemple l'inactivation
des enzymes de réparation de I'ADN (Wiseman, H. et al. 1996).

L'attaque des radicaux libres sur les protéines peut générer des radicaux d'acides amings,
qui peuvent se réticuler ou réagir avec I'O2 pour donner des radicaux peroxyles. Ceux-ci
peuvent faire abstraction de H:, en déclenchant plus de radicaux libres et en formant des
peroxydes de protéines, qui peuvent se décomposer de maniére complexe, accélérée par des
ions demétaux de transition, pour générer encore plus de radicaux (Headlam, H.A. et al.
2003).

Les protéines peuvent également étre attaquées par des espéces réactives de chlore, de
brome et d'azote, donnant des produits tels que la 3-chlorotyrosine, la 3-bromotyrosine et la 3-
Nitrotyrosine (Hazen, S.L. et al.1997; Wu, W. et al. 1999 ; 2000; Winterbourn, C.C. et
al. 2000;Greenacre, S. A. et al. 2001; Himmelfarb, J. et al. 2001; Aldridge, R.E. et
al.2002; Gaut, J.P. et al.2002a). On pense souvent que la 3-nitrotyrosine est un marqueur
spécifique de I'attaque de 'ONOO" sur les protéines, mais en fait, elle peut étre formée a partir
de la tyrosine par une gamme d'espéces azotées réactives. Sa production in vivo dépend
souvent de la production d'especes telles que le radical de dioxyde d'azote (NO2) par
lamyéloperoxydase ou d'autres peroxydases (Halliwell, B. et al. 1999; Greenacre, S. A. et
al.2001; MacPherson, J.C. et al. 2001; Gaut, J.P. et al. 2002b).

-
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11.2.2.2. Effets sur les acides gras

Les scientifiques développent de multiples expériences in vitro dans le sillage de la
découverte de la SOD, qui montrent la toxicité des radicaux libres responsables de dommages
cellulaires importants, via le déclenchement de ruptures et de mutations au sein de I'ADN,
l'inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques, ’oxydation des
sucres et induction de la peroxydation lipidique (Haleng, J. et al.2007).

Le test TBARS ("thiobarbituric reactive substances™) a été développé au milieu des années
70, pour la détection du processus de peroxydation lipidique (Haleng, J. et al. 2007) qui est
un processus complexe et une large gamme de produits formés en quantités variables
(Halliwell, B. et al. 1999).Les cibles préférées des EOA sont les lipides et, plus
specifiguement, les acides gras polyinsaturés. Une fois formés, les lipides oxydés donnent
naissance a des sous-produits tels que le malonaldéhyde, le 4-hydroxynonénal, les
lipofuschines («pigment d'age») ou le pentane (Knight, J.A. 2001).La méthode TBARS
mesure par colorimétrie le produit de la réaction de lacide thiobarbiturique avec
lemalondialdéhyde (MDA), un sous-produit des lipides oxydés. Cependant, le grand nombre

d'artefacts associés a la technique la rend peu fiable (Haleng, J. et al. 2007).

11.2.2.3. Effets sur les glucides

L'exces de glucose et dacides gras libres induit une production mitochondriale accrue
d'EOA (en particulier l'anion superoxyde) au niveau cellulaire en plus des dommages
mitochondriaux et une altération de la chaine de transport d'électrons. La production d'anion
superoxyde et d'oxyde nitrique (NO) est augmentée et ils réagissent l'un avec l'autre pour
former des peroxynitrites. En raison de leur caractere particulierement oxydant, ils altérent
I'’ADN, un processus important dans l'activation de la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP).
Cette enzyme permet une fois activée, de réduire l'activité du glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), indispensable a la glycolyse, notamment au niveau des muscles.

En présence de fer, le glucose sera facilement oxydable. Il est également une source
importante de stress oxydatif. Des EOA seront formés par cette oxydation en produisant la
forme aldéhyde du glucose, le glyoxal qui se fixe rapidement sur les protéines, dans lesquelles
un groupement qui capte facilement le cuivre apparait appelé : résidu
carboxymeéthyllysine(CML).Ce qui déclenche des réactions produisant des radicaux libres
(réaction de Fenton) : il en résulte une augmentation accrue de la peroxydation lipidique
(Wautier, M.P. et al.2003).

-
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Des «produits Amadori» se forment lorsque le glucose réagit avec les groupes amines libres
dans les protéeines. Ces produits sont relativement instables et se dégradent en produits de
glycation avancés (AGE). Ces derniers jouent un réle important dans le développement des
complications du diabéte (Hudson, B. I. et al. 2005).

11.2.2.4. Effets sur PADN

L'ADN est une cible de choix pour les EOA. La 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8-OHdG)
sera formée lorsque la guanine, par exemple, réagi avec I’OH". (8-OH-dG) qui, au lieu de
s'associer avec la cytosine, s'associera a l'adénine, entrainant des mutations dans I'ADN et
entrainant des altérations du message génétique impliquées dans le développement du cancer
et le vieillissement (Atkin, M. A. et al.2005).

Les dommages oxydatifs de I'ADN semblent étre liés a un risque accru de developpement
de cancer plus tard dans la vie (Halliwell, B. 2002). L'ADN soumis & une attaque par un
radical hydroxyle génere une vaste gamme de produits de modification de bases et de sucre
(Dizdaroglu, M. et al.2002).

Les produits initiaux de [lattaque radicalaire des purines, des pyrimidines et du
désoxyribose subissent une transformation en produits finaux stables dont les quantités
relatives dépendent des conditions de réaction (Dizdaroglu, M.1992; Alam, Z.1. et al.1997;
Halliwell, B.1999b; Dizdaroglu, M. et al. 2002).

11.2.3. Moyens de défense contre le stress oxydatif

Le corps dispose d'un ensemble complexe de défenses antioxydantes pour se protéger des
effets nocifs de I'EOA. Il existe deux sources dantioxydants: l'une est apportée par
l'alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique, l'autre est endogene comprend des
enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), des protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine) et des systemes de réparation des dommages
oxydatifs tels que les endonucléases. A cela s'additionnent des oligo-éléments tels que le
sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d'enzymes antioxydantes (Hozawa, A.
etal.2007).

-
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11.2.3.1. Moyens de défense endogenes
1-Superoxydes dismutases (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent l'une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydatif, assurent I'‘élimination de l'anion superoxyde Oz¢ par une réaction de
dismutation qui sera transformé en peroxyde d'hydrogene et en oxygéne. Chez I'homme, 3
isoenzymes sont décrite : Cu/Zn-SOD1 cytosolique, Mn-SOD2 mitochondriale et Cu/Zn-
SOD3, qui different par la localisation chromosomique du géne, leur teneur en métal, leur
structure quaternaire et leur localisation cellulaire.

La SOD3 est sécrétée par les cellules musculaires lisses et constitue le principal systéme
antioxydant de la paroi artérielle : son expression et sa sécrétion sont augmentées par des
facteurs vasoactifs (histamine, endothéline 1, angiotensine I1) et diminuées par I'nomocystéine
(Hozawa, A. et al. 2007).

2- Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes au détriment de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son role majeur est I'élimination des
peroxydes lipidiques, résultant de I'action du stress oxydatif sur les acides gras polyinsaturés.
Le GPx s'effondre en cas de carence majeure en sélénium, c'est donc un bon reflet de cette
carence. Cependant, pour un approvisionnement adequat en selénium, les niveaux de GPx
atteignent un plateau. Le test GPx ne peut donc pas étre utilise comme marqueur
d'intoxication au sélénium. Toutefois, sa synthése étant rénale et hépatique, dautres facteurs
comme l'insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa concentration
(Hozawa, A. et al. 2007).

3-Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est un cofacteur d’enzymes telles que la SOD, le
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un réle essentiel dans le déclenchement des réactions pour produire les EOA
(réactions de Fenton) et peut lorsqu'il est a haute concentration devenir pro-oxydant.L'apport
journalier recommandé est d'environ 2,5 mg. 1l est présent dans le son, l'avoine, le seigle, le
foie de veau (Defraigne, J. O. 2005 ; Vincent, H. K. et al.2006).
4- Le zinc

Le zinc joue un rdle de cofacteur pour de nombreuses enzymes et est donc impliqué dans

de nombreuses fonctions, telles que le métabolisme des nucléotides, la synthese des
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prostaglandines et le fonctionnement de I'anhydrase carbonique. Tout comme le cuivre, le
zinc est l'un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protege aussi les groupements thiols des
protéines et il peut stopper les réactions de formation des EOA induites par des métaux de
transition comme le fer ou le cuivre. Le rapport Cu/Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un
meilleur indicateur de 1’état de stress oxydant d’un individu. Les viandes, les poissons, les
ceéréales completes et les Iégumes secs sont les aliments les plus riches en zinc (Defraigne,
J.0.2005 ; Vincent, H. K. et al. 2006).

5-Le sélénium

Le sélénium n'est pas un antioxydant en soit, car il ne peut pas piéger les radicaux libres,
mais il joue un réle clé en tant que cofacteur du GPx. Dans l'alimentation, on trouvera
principalement du sélénium organique, lié & un acide aminé, la cystéine. Le sélénium
organique est mieux absorbé, il subit un métabolisme hépatique qui conduit a des
intermédiaires nécessaires a la synthese de dérivés physiologiquement actifs tels que le GPx.
La dose journaliere recommandée est de 5070 pg/jour. Les noix de Brésil, les brocolis, I’ail...
sont les aliments les plus riches en sélénium (Defraigne, J. O. 2005 ; Vincent, H. K.et al.
2006).

11.2.3.2. Moyens de défense exogéne
1-La vitamine C

La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou
dans leurs reins. Ce n'est pas le cas pour I'homme, qui doit assurer un apport quotidien
d'environ 100 mg a partir d'une alimentation riche en fruits. La vitamine C est avant tout un
piégeur fondamental dEOA (OH"ou O3"). Elle arréte également la peroxydation lipidique en
régenérant la vitamine E, a partir de la forme radicalaire résultant de sa réaction avec les
radicaux lipidiques. Ses fonctions sont multiples : contribution au bon fonctionnement du
systéme immunitaire, implication dans la synthese du collagéne et des globules rouges ainsi

que dans les mécanismes du métabolisme du fer (Hozawa, A. et al.2007).

2-Vitamine E

Ce terme comprend un ensemble d'isoméres, des tocophérols (composés d'un noyau
chromanol et d'une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et des tocotriénols (qui
different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). D'un point

de vue biologique, deux isomeres présentent un intérét particulier, l'a- et le -
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tocophérolpermet de s'insérer dans des membranes riches en acides gras polyinsaturés grace a
leur caractére hydrophobe, ou ils jouent un rble protecteur en réagissant avec les radicaux
peroxyles (ROO ¢) pour former un radical tocophéryle, pour éviter ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique (Hozawa, A. et al. 2007).

11.2.4. Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
génes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedeme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,
rhumatisme, I’athérosclérose, le diabéte (Atawodi. 2005 ; Georgetti et al. 2003).
Par exemple, l'oxydation des lipides est un facteur favorisant l'apparition de maladies
cardiovasculaires, alors que celle de I'ADN se retrouve a différents stades qui conduisent au

développement de cancers (Magder, S. 2006).

11.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis comme l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber
directement a faibles doses la production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO
(Favier. 2003).1l est clair que tous les systemes biologiques, dans leurs environnements
oxygenés, ont élaboré des mécanismes pour contrer les conséquences potentiellement
déléteres des agents pro oxydants (Rizzo et al.2011).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier la cellule:

11.3.1. Les antioxydants enzymatiques

L'un des systemes de défense antioxydants enzymatiques est constitué de trois enzymes :
le superoxyde dismutase SOD, la glutathion peroxydase GSH-Px et la catalase. Ces enzymes
(figure 11.3) ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel et al.2001).
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» Superoxyde dimutase :
202 +2H"—H202 +0-

» Catalase :
2H,02 —2H20 +02

» Glutathion peroxydase :
H.0, +2GSH—H,0, +2GSH

Figure 11.3: Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives oxygénées ERO
(Halliwell. 2006)

11.3.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants est constitu¢ de plusieurs composés capables de réagir
directement ou indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique la chélation des
métaux de transition ce qui empéche la production du radical hydroxyle, hautement toxique
(Kohen et Nyska.2002).

Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (acide
ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en
piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions
stables. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régenéerée par
un autre systeme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-méme
régenérée par des enzymes, les ascorbates réductases. Ce type d'antioxydant est appelé
piégeur « scavenger » pour les Anglo-saxons. De trés nombreux composés alimentaires
peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides .... Il existe de plus des
composes endogenes synthétisés par les cellules et jouant le méme rdle ; le plus important est
le glutathion réduit qui protége non seulement contre les radicaux o0xygénés, mais aussi

contre les peroxydes ou le NO- (Favier. 2003 ; Flora.2009).

I1. 3. 3. Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi les quels se trouvent le B-carotene, l'acide caféique et la
quercétine. Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de
radicaux hydroxyles OH' et peroxyles RO-.lls sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de
peroxydation lipidiques, mais d'une maniére moins efficace que celle de l'a-tocophérol. En

outre, les caroténoides ont un role spécifique de capteur d'oxygéne singulet Oz, ce qui leur

-
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permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de

la lumiére solaire (Gardés-Albert et al.2003).

11.3.4. Les antioxydants synthétiques

Il s'agit du butylhydroxytoluene (BHT), du butylhydroxyanisole (BHA) et des esters de
l'acide gallique : gallate de propyle, gallate doctyle, et de dodécyle. Le BHT est un
antioxydant de rupture de chaine, trés efficace et peu colteux. Le BHA est un mélange de
deux isoméres de position dont I'efficacité est un peu inférieure a celle du BHT.
Il existe d’autres antioxydants synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ
(tertiobutylhydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, l'acide
nordihydrogualarétique (NDGA).Ce dernier est utilisé dans les produits a usage topique et le
4-hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou lonox 100(figure 11.4), dont les propriétés
antioxydantes sont voisines de celles du BHT (Johnson.1988).

o8 OH
e (e CiCHsh
0CH; cB,
3-BHA BHT
oH OH
C(CH,); (CH:),C C(CHg)
CH CH,0H
TBHQ lonox 100

Figure 11.4: Structures chimiques de quelgues antioxydants synthétiques (Johnson. 1988).
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Chapitre 111:
Matériels et Méthodes
Introduction
Ce travail a été réalisé au laboratoire de MPA au niveau de « L’universite A- Mira, Bejaia ».
Cette partie expérimentale décrit le matériels et méthodes utilisées dont :
> Dextraction par les solvants organiques a polarité croissante de la plante étudiée, détermination
du rendement, caractérisation par CCM, HPLC, spectroscopie infrarouge, suivi par la
détermination des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides.
» Etude de l’activité antioxydantes par DPPH et microbiologique (activité antifongique on
utilisant deux souches déférentes Aspergillus Niger et Candida Albicans).

I11.1. Matériel végétale
111.1.1. Cueillette

La plante de thymus a été récoltée sur les hauteurs d’AKBOU (Col de Chellata), le 24 avril 2021,
I’identification botanique a été réalisée par un herboriste a Bejaia. Les informations concernant le

type, I’origine et la partie de la plante étudiée sont regroupées dans le tableau 111.1.

Tableau I11.1 ;: Références de 1’échantillon étudié.

Nom scientifique Date de recolte Lieu de récolte Partie étudie

Thymus vulgaris L ] _ _ _
o 24 avril 2021 Wilaya de Bejaia feuilles
officinalis

111.1.2 Prétraitements de I’échantillon
111.1.2.1. Lavage, séchage et broyage

Les feuilles de la plante étudiée ont été nettoyées avec 1’eau du robinet, puis étalées sur une
surface séche et propre, pour un séchage a I’air libre pendant 6jours. Ensuite, les feuilles ont été
séparées des tiges, ces dernieres ont été découpées a une dimension d’environ 1 cm. Les masses des
feuilles séches et de tiges découpées ont été pesées séparément avec une balance de précision. On
note les poids des deux parties. Par la suite, les feuilles séchées ont été broyées a I’aide d’un broyeur

pulverisette (FRITSCH) jusqu'a I’obtention d’une poudre fine (figure I11.1).

N
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111.1.2.2. Tamisage et conservation
La poudre obtenue a partir des feuilles de la plante étudiée a été tamisée avec un tamis de 100um,
pesée avec precision, puis conservée dans un sachet de congélation, entouré avec du papier

aluminium a P’abri de la lumiére et de ’humidité.

Brovage

Conservation
Figure 111.1 : Etapes preliminaires de préparation de la plante étudiée (Thymus vulgaris L

officinalis).

111.2. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante
L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui contient la
matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette opération est
d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants, appelées molécules bioactives (principes actifs),
mélangeés dans la poudre de plante de thymus, dans un solvant approprié (Chemat. 2014).
L’extraction est effectuée par épuisement successif du materiel végetal, en utilisant trois solvants
a polarité croissante : I’éther de pétrole (EP), le Dichlorométhane (DCM) et le méthanol(MeOH),
selon la méthode décrite par Biallo et al. (2004) avec quelques modifications. La quantité de solvant
doit étre appropriée a la quantité de matiere végetale, dont nous disposons (dans notre cas, 500ml de
solvant pour 50 g de poudre végétale). L’extraction est effectuée sous agitation continue & 600 tours /
min et a température ambiante durant 24 heures. Apres filtration, le filtrat est ensuite concentré par
distillation sous vide des solvants. La figure 111.2. Hlustre les étapes suivies lors de 1’extraction des

molécules bioactives.
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[ 50g de Matiere végétal ]

- Extraction a T ambiante par éther de pétrole
(24h) ;
- Filtration.

- Extraction par Dichlorométhane . :
(24h) ; Distillation sous vide

- Filtration. a46C°

\ 4

Extrait d’EP
Marc v

<
<

T Filtrat
F Extraction par le MeOH (24h); e
| U Filtration. Distillation sous vide a 35C°.
v
Extrait de DCM
A 4
!
Marc .
épuisée [ Filtrat ]

l ‘ Distillation sous vide a 64 C°.

Extrait de MeOH

Figure 111.2 : Schéma d’extraction par les solvants organiques des poudres de feuilles de Thymus

vulgaris L officinalis

La série d’extraction permet d’obtenir trois extraits de composes phénoliques : extrait de I’éther
de pétrole (EEP), extrait de Dichlorométhane (EDCM) et extrait méthanoliqgue (EMeOH).
Les extraits obtenu ont été récupéré dans des tubes secs et propres entourés par un papier

d’aluminium et conserves a I’arbi de la lumiére a température ambiante jusqu’a utilisation et analyse.
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111.3. Détermination du rendement massique d’extraits phénoliques

Apres I’étape d’extraction, le calcul du rendement est exprimé en pourcentage de masse de
I’extrait sec par rapport au poids du matériel sec initial, par 1’équation suivante (Clémence et
Dongmo. 2009):

%R = T€Xt 100
= *
%~ Méch

e R : Rendement massique (%)
e Mext : la masse de I’extrait sec aprés 1’évaporation du solvant ()

e Meéch : la masse de la poudre de I’échantillon de plante de thymus(g)

111.4. Caractérisation physicochimique et phytochimique des extraits de thymus
111.4.1. Analyse qualitative et identification des composés phénoliques des extraits par CCM
111.4.1.1.Principe

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu codteuse, utilisée pour la separation et
de l’identification en général de composés organiques, et en particulier des métabolites et des
colorants naturels des extraits de plantes. Elle repose principalement sur les phénoménes d’adsorption
et de partage qui dépendent des différences de polarites et de solubilités des substances a séparer vis-
a-vis des deux phases, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface d’un support (phase
stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase mobile). Donc la séparation
est fonction des différences d’affinités (polarités) des composants de 1’échantillon vis-a-vis de la
phase stationnaire et des différences de leur solubilité dans la phase mobile (Braithwaite et Smith.
1999).

111.4.1.2. Méthode de séparation
- La phase stationnaire : Les analyses qualitatives et de séparation par CCM sont effectuées
en phase normale, avec des plaques de silice (Silicagel 60 F254, de 0,25 mm d’épaisseur)
déposees sur feuille d'aluminium, (biallo et al. 2004).
- La phase mobile : I’¢luant se prépare a différents gradients de polarités (gwenola et al.
2011).
o Préparation de I’éluant
Dans notre cas, Deux systéme de solvants utilisés (Biallo et al. 2004) (Annexe 1) :
e Ether de pétrole - Acétate d’éthyle (8ml: 2ml) (V/V) pour les substances apolaires (EEP, EDCM).

e n-butanol, Acide acétique, et eau (6ml,1.5ml,2.5ml)(v/v/v)pour les substances polaires (EMeOH).

0
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o Dépot de I’échantillon

Pour déposer I’échantillon sur la plaque, il est recommandé de tracer avec un crayon deux lignes
droites paralléles (ligne de dep6t a 1cm du bord inférieur et ligne de fin de migration ou limite a
0,5cm du bord supérieur).Ce dépot est effectué a 1’aide d’une pipette pasteur. Les microgouttes des
solutions des extraits ou des témoins (quercétine, acide gallique, catéchine a 2 mg/ml) ne doivent étre
déposées perpendiculairement en effleurant doucement la surface de la plaque, et appliquées en
différents points de la ligne de départ, espacés d’au moins 0,5 a 1 cm, et 0,5 cm des deux bords
latéraux de la plaque. On doit concentrer chacun des dép6ts en faisant 2 applications pour chacun des
dépots. On dépose la plaque sur une surface propre et seche pour évaporer pendant quelques minutes
les solvants, ensuite la plaque est placée dans la cuve pour séparation et identification (voir image de

la figure 111.3).

-A- -B-

Figure 111.3 : Photos montrant, A) le mode de dépot des différentes solutions, B) I’¢lution et la

séparation de substances de différentes colorations (de gauche a droite, le témoin quercétine, le

témoin acide gallique, I’extrait EP, I’extrait DCM) sur plaque CCM de gel de silice.

o La révélation par UV

Aprés développement, les plagues CCM sont séchées, observées sous lampe UV a 254 nm et a
366nm, puis pulveérisées par un mélange vanilline sulfurique (réactif de Godin) qui est un réactif a
spectre large permettant de caractériser des terpenoides, des dérivés de type phénylpropanes et des
phénols. Elle est formée d’un mélange (V/V) d’une solution éthanolique d’acide sulfurique (V/V) et
d’une solution éthanolique de vanilline a 1%.La révélation chimique par la vanilline doit se
poursuivre a chaud a 60°C pendant 5 minutes a fin de révéler les spots de différentes couleurs (acide
gallique et polyphénols de couleur rouge brun, le linalol, le thymol et le carvacrol de couleur jaune
oranger, les flavonoides de couleurs variables bleue-gris, vert ou jaunes ), issus de la séparation

(Biallo et al. 2004).Les huiles essentielles moins polaires (linalol, thymol et carvacrol migrent en
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téte, suivies des flavonoides et des polyphénols (trés polaires et protiques ) qui migrent trés

lentement ou pas avec le premier éluant mais plus rapidement avec le deuxieme éluant).

111.4.1.3 .Mesure et calcul du rapport frontal Rf

Le Rf (rapport frontal) est défini comme étant le rapport entre la distance parcourue par la
substance et la distance parcourue par le front du solvant.

Le Rf est une caractéristique d’un composé dans des conditions chromatographiques données ;
éluant, température, phase stationnaire (Jurd.1962).Les valeurs des Rf effectués sur des systémes
chromatographiques peuvent apporter beaucoup d’indications sur la nature chimique du composé
(Polaire, apolaire, protique, poids moléculaire, type de groupement fonctionnel) (Benguerba. 2008).
On détermine pour chaque constituant le rapport frontal qui est compris entre 0 et 1.

P Distance entre I'origine (le dépot)et le spot du composé b
/= Distance entre I'origine (le dépot) et le front du solvant  a

La comparaison des Rf entre les taches des substances separées de chacun des extraits, avec celles

des témoins connus (figure 111.4) permet I’identification de la nature des composés (Hainque et al.
2008).

------------------- front d= solvant

tache de substance

,,,,,,,,,,,,,,,,,, ligne de base

Figure 111.4:Méthode de mesure et de calcul du Rf (Hainque et al. 2008).

-
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111.4.2. Essais de caractérisation par chromatographie liquide a haute performance HPLC
111.4.2.1 .Principe et méthode

L’analyse est réalisée par une technique HPLC (UHPLC*focused, Ultimate 3000 autosampler
column compartiment).

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les échantillons exige
le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques séparatives. L’HPLC est sans doute
la technique analytique la plus utile pour caractériser les composés polyphénoliques (Gomez-
Caravaca et al. 2006).

e Protocole expérimental

20 ul de chaque extrait ont été injectés dans une colonne de type phase inverse C18, de
dimensions égales a 125 x 4.6 mm. La phase mobile (éluant) est constituée de trois solvants : I’eau
distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5) (V /V /V). Le gradient d’¢lution appliqué est de type
isocratique pour un temps d’analyse de 15 min. Le débit est de 1 ml / min (Amarowicz et al. 2005)
.La détection a été effectuée par un détecteur UV a une longueur d’onde égale 254nm. Les conditions
opératoires sont les suivantes:
» Debit: 1 ml/min ;
» Pression de travail : 100-150 bars ;
» Volume d’injection:20ul ;
» Longueur d’onde: 254 nm ;
» Temps d’analyse : 15 min ;

» Colonne C18

111.4.2.2. Préparation de la phase mobile, des solutions standards et des extraits

La phase mobile est composée de trois solvants polaires : 1’eau distillée, méthanol et 1’acide
acetique (500ml, 470ml, 25ml) respectivement.

L’étalon préparé en mélangeant un volume (0.7ml) de méthanol, et un volume (0.4ml) de chaque
standard (acide gallique, quercitine).

0.4ml de chaque extraits (dilués 20 et 200 fois dans le méthanol) est ajouté a 1.1ml de méthanol.

-
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I11.4.3. Caractérisation par infrarouge IRFT

La spectrophotométrie infrarouge est une technique d’analyse qualitative et quantitative, utilisée
pour I’identification des groupements fonctionnels des composés, qui sont caractérisés par leurs
bandes d’absorption. Elle consiste a soumettre la molécule au rayonnement IR.

Dans notre étude, I’ensemble des spectres IR ont été enregistrée a 1’aide d’un appareil
spectrophotométrie infrarouge de modele SHIMADZU FT IR-8400S, piloté par un ordinateur muni
d’un logiciel.

e Protocole

L’analyse se fait sur des échantillons sous forme des pastilles préparées sous une pression de 80
KN pendant 2min, avec un mélange de 80 mg de KBr sec et 2mg de chaque poudre des extraits
(EP, DCM, MeOH) secs, ainsi que des poudres des standards de quercétine et d’acide gallique purs.

111.4.4. caractérisation par UV-visible
111.4.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de feuilles de Thymus vulgarisa été effectue
par spectrophotométrie UV-visible selon la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.
1999).

e Principe :

Le réactif de Folin-Cicalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de

I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-
Gayon. 1968). La coloration produite, dont l'absorption maximum a environ 760-765 nm est
proportionnelle, selon le principe de la loi de Beer-Lambert,a la quantité de polyphénols présents

dans les extraits vegétaux (Boizot& Charpentier. 2006).

e Mode opératoire

0.4ml d’extrait (préparé dans I’eau distillée avec une dilution de 200 fois) est ajouté a 1.6ml de la
solution de Na.COz Apres agitation, 2ml de la solution de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois dans 1’eau
distillée) (Annexe 1) est ajouté a I’ensemble. Aprés 2h d’incubation a la température du laboratoire,
I’absorbance est lue a 765 nm par rapport a un blanc (sans extrait).
Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y = ax+ b), établiec avec des concentrations précises d’acide gallique (0-200pg/ml),

comme standard de référence, dans les mémes conditions que I’échantillon.

0
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Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de

feuilles en poudre (mg Eq AG/g Ex Sec).

111.4.4.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al. 2006) et (Boudiaf.2006)
est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

e Mode opératoire

0.4ml de I’échantillon (préparé dans le méthanol avec une dilution de 20 fois) est ajouté a 2ml de
la solution d’AlCIz (& 2% dans le méthanol) (Annexe I).Le mélange est vigoureusement agité puis
laissé au repos. Apres 15 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm par rapport a un blanc
(sans extrait).
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire (y =a x +
b) realisée par un standard "la quercétine” a différentes concentrations (0-300ug/ml) dans les mémes
conditions que I’échantillon.
Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg
EqQ/g Ex Sec).

111.5. Etude de P’activité biologique des extraits

I11.5.1. Activité antioxydante par la méthode du DPPH

e Principe

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est une méthode largement utilisée dans 1’analyse
de P’activité antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux
libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette foncée (Figure 111.5), de la
solution. La réduction des radicaux DPPH" par un agent antioxydant entraine une décoloration de la
solution en jaune (Molyneux.2004). Le changement de couleur peut é&tre suivie par
spectrophotométrie a (516nm- 517nm) et de cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou

d’un extrait de plante peut étre déterminé (Popovici et al. 2010 ; Molyneux.2004).

-
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RH
NO, Q (Antioxidant) NO, Q
. \_ .
O,N N—N \ = O;N N —N
o O e O

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH*) (DPPH)
Q) (1)

Figure I111.5:Réactions entre le radical DPPH- (violet, oxydé (1)) et I’antioxydant pour former le
DPPH stable (jaune, réduit (1)) (Moon et Shibamoto.2009).

e Mode opératoire
Ce test a été évalué suivant la méthode de (Brand et al.1995) avec quelque modification.

v' 100ul d’échantillon d’extrait dilué 20 fois ou 200 fois ont été additionnés a 2.90ml de la
solution méthanolique de DPPH: (6.10°M) (Annexe I).

v 100 ul de méthanol ont été additionnés avec 2.90 ml de DPPH pour la préparation du témoin.
Aprés30min d’incubation dans 1’obscurité a température ambiante, les absorbances des deux
solutions sont mesurées par un spectrophotométre UV-visible a 516nm par rapport a un blanc
(méthanol +DPPH).

Ainsi, ’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition de radical DPPH, et calculée

a partir de 1’équation suivante :

( AbsTémoin — Abséchantillon)
*
(AbsTémoin)

100

Inhibition(%) =

- Inhibition%b : pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
- Abs Témoin : absorbance du témoin.

- Abs échantillon : Absorbance de la solution contenant 1’échantillon.
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111.5.2. Tests microbiologiques
111.5.2.1.Activité antifongique
Afin de tester le pouvoir antifongique des extraits de Thymus vulgaris on utilise deux méthodes

a- Méthode de diffusion a partir d’un disque de papier Wattman (Essawi et Sour. 2000)

e Souche utilisée

L activité antifongique des extraits a été testé sur deux souches déférentes « Aspergillus Niger,
candida albicans » fournie par le laboratoire de maitrise des énergies renouvelables de I’université
de Bejaia, sur deux milieux différents, gélose PDA (potatos dextrose agar) pour 1’aspergillus Niger et
I’extrait de Malt pour la levure (candida albicans).

» Champignon (Aspergillus Niger)

Ce sont des champignons saprophytes, c’est-a-dire qui tirent leur nourriture de substances
organiques en décomposition. Le genre Aspergillus comprend aujourd’hui quelque 185 espéces, dont
une vingtaine est retrouvée en pathologie humaine. Ce champignon pousse rapidement (2 a 3 jours)
sur les milieux de culture classique (géloses au malt et sabouraud). La tempeérature optimale de
croissance varie généralement entre 25C° et 30C°, mais A.Niger peut se développer jusqu’a 42C°.
Les colonies d’A.Niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et a maturité, elles

deviennent noires (Tabuc. 2007).

» Levure (Candida Albicans)

Les levures sont typiquement unicellulaires, quoique trés souvent les cellules restent collées les
unes aux autres apres la division cellulaire (Fuerst. 1976).

Candida albicans est la seule levure prise dans notre étude. Elle est principalement a I’origine de
la candidose disséminée. C’est un champignon fréquemment retrouvé au niveau de la bouche et du
tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes normales. Parmi les conditions favorisant une
infection a candida, notons le diabéte, la grossesse, les antibiotiques, les cortico- stéroides et toute
maladie pouvant affecter 1’état général d’un individu. La nystatine (Mycostatin) est tres efficace dans

le contréle des infections muco-cutanées (Pieri et Kirkiacharian .1992).

e Témoins négatives : DMSO

0
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Les étapes de réalisation du test microbiologique avec la méthode des disques sont illustrées dans la
(figure 111.6) et résumées comme suit :

e Préparation des boites

La gélose (PDA) et I’extrait de malt stérile sont d’abord liquéfiées dans un bain marie a 100C°
pendant un temps suffisant, ensuite coulée directement dans des boites de pétries stérilisées et

laissées solidifier.

e Ensemencement

Les boites gélosées, sont ensemencées par étalement a 1’aide d’un écouvillon stérile, d’une
suspension de souches. Deux boites sont utilisées pour chaque extrait et une boite pour chaque
témoin (DMSO). L’ensemencement est réalisé de telle sorte a assurer une distribution homogéne de

la souche.

e Dépobt des disques

Les disques stériles de papier wattman sont préparés, déposés a ’aide d’une pince stérile a la
surface du milieu ensemencé, puis imbibés de 10 ul de chaque extrait, cette opération est réalisée
aupres de bec benzéne. Les boites de pétries sont incubées a 25C° pendant trois jours. La lecture se

fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition pour chaque souche a I’aide d’une régle.

Préparation des boites Ensemencement Dépot des disques

Figure 111.6: Test de I’activité antifongique avec la méthode des disques.
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b- Autre méthode

e Souche utilisé : Aspergillus Niger

e Milieu de culture : Gélose extrait de malt

e Témoin positives : Antifongique commercial, et cyclo

e Préparation des boites de gélose :

La gélose extrait de malt stérile est d’abord liquéfiée dans un bain marie a 100C° pendant un
temps suffisant, ensuite on réalise un mélange de 1ml de chaque extrait avec 20ml de la gélose tiede
dans un flacon stériles, Aprés agitation des tubes, le milieu est coulée dans des boites de pétries
stérilisées et laissées solidifier.

Une boite de Pétrie contenant 20 m1 de milieu de malt sans extrait est inoculer pour servir de
témoin.

e Ensemencement :

L'ensemencement a été réalisé en utilisant un écouvillon au niveau de la surface du substrat.
Chacune des boites a été ensemencée de telle sorte a assurer une distribution homogéne de la souche.
Enfin, I’incubation a été réalisée a température de 25°C pendant trois jours. Chaque essai est répété

deux fois afin de minimiser I'erreur expérimentale.

Préparation des boites Ensemencement

Figure I11.7: Test de I’activité antifongique
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Chapitre IV :

Résultats et discussion
Introduction
Nous allons pour présenter I’essentiel de nos résultats obtenus aprés extraction, étude
phytochimique et de quelques propriétés biologiques (anti-oxydante, antifongique) des extraits du
thymus vulgaris L. officinalis du nord de I’ Algérie.

IV.1. Rendement massique en polyphénols de I’extraction

Pour I’obtention des différents extraits de la poudre de feuilles de Thymus Vulgaris L. Officinalis,
nous avons réalisé une extraction par épuisement avec des solvants a polarité croissante, selon la
méthode de Biallo et al. (2004), en opérant successivement avec les solvants : EP, DCM, MeOH.
Le calcul des rendements, par rapport au poids total de la poudre de feuilles, montre que les extraits
apolaires (EP et DCM), ont donnes les proportions les plus élevées estimés a 58.76% et 57.49%,
respectivement dans EP et dans DCM. Ces valeurs peuvent étre expliquées par le fait que les
substances bioactives extraites de la plante, sont treés solubles dans les solvants apolaire ou moins
polaires et aprotiques (EP et DCM), en comparaison avec 1’extrait polaire et protiqgue (MeOH), pour
lequel on observe le rendement d’extraction de substances utiles le plus faible (13.61%).Les

rendements des extractions et les colorations des extraits sont reportés dans le tableau. 1V.1 ci-apres.

Tableau. 1V.1 : Couleurs et rendements massiques des extraits de feuilles de Thymus vulgaris L.

officinalis.
Les extraits Aspect de la couleur Le rendement %
EP Marron foncé 58.76
DCM Vert foncé 57.49
MeOH Vert foncé 13.61

Les rendements massiques des extraits ne sont que relatifs et dépendent de la méthode et des
conditions dans lesquelles les extractions sont été effectuées .La méthode d’extraction affecte

¢galement tout le contenu total en phénols et flavonoides et ’activité antioxydante (Lee et al., 2003).

<
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IV.2. Résultats de I’étude phytochimique

IV.2.1. Résultats de I’analyse qualitative et quantitative par chromatographie
IV.2.1.1.Caractérisation et identification des composés extraits par chromatographie sur
couche mince(CCM)

L’analyse chromatographique par CCM des extraits a mis en évidence la présence de nombres de
spots relatifs a chaque type de métabolites (Tableau V.2 ; 1V.3). Ces spots se distinguent par la
valeur du rapport frontal Rf et par la couleur observée a I’eeil nu ou par UV a 254 et a 365 nm, et
révélée chimiquement par la solution acide de vanilline.

> 1° Eluant :

Les témoins utilisés dans cette analyse n’ont pas migré avec le systéme de solvant apolaire (€ther
de pétrole et acétate d’éthyle).Par conséquent, on ne peut pas comparer leurs Rf avec les composés
des extraits (EP, DCM, MeOH) qui ont migré dans ce systéme de séparation.

Dans notre étude, la phase stationnaire est polaire (gel de silice), et la phase mobile est apolaire
(éther de pétrole + acétate d’éthyle). C’est la chromatographie en phase normale, les composés les
moins polaires migreront plus rapidement et en téte, avec des Rf plus élevés, tandis que les

composés les plus polaires et protiques ne migreront pas ou lentement avec des Rf plus faible :

Q AG EP DCM MEOH Q AG EP DCM |
B C

Q : quercétine ; AG : acide gallique ;
EP : extrait a I’éther de pétrole ; DCM : extrait au Dichlorométhane ; MeOH : extrait au méthanol.
A : chromatographie avant I’observation sous la lampe UV ; B : Chromatographie photographié sous

lampe UV a 254nm C : chromatographie photographié sous lampe UV a 365nm.

Figure 1V.1: Photos des plaques de CCM des extraits sépares dans le premier éluant« éther de
pétrole- acétate d’éthyle ».
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D’ou, le thymol et le carvacrol ainsi que d’autres huiles essentielles migreront en premier lieu
avec des Rfs de valeurs les plus élevées, suivi de I’acide gallique et de la quercétine, et par d’autres
polyphénols et flavonoides de poids moléculaires plus élevées, comme les dimeres tels que

I’épicatéchine, I’isoflavonide et les tocophérols.

Tableau 1V.2 : Valeurs des Rfs et aspects des spots des composés séparés par CCM avec le premier
éluant (éther de pétrole-acétate d’éthyle) et révélés par UV.

Extrait Rf Plaque révélée | Fluorescence a | Fluorescence Composés
a la vanilline 254nm a 365 nm identifiés
0 Jaune et marron - - Quercétine, acide
0.18 clairs gallique
’ Jaune Gris foncé - Catéchine,
EP 0,72 .
0.8 gris - Rose Carvacrol
0 ;32 gris - - T_hymol
' Jaune orangeé - - linalol
0,07 Marron - - polyphénols
0,18 Jaune - Jaunatre quercétine
0,29 Jaune oranger - Jaunatre Catéchine
DCM 0,4 vert foncé - Bleu foncé Chlorophylle B
0,54 vert clair - Rose -
0,62 | jaune verdatre - Rose clair Chlorophylle A
0,69 Gris clair - Gris sombre Carvacrol
0,78 gris foncé - - Thymol
0,06 - Marron clair - Acide gallique,
0,12 - Vert clair - catéchol,
0,15 - Jaune clair - Chlorophylle A et B
MeOH 0,31 - - - -
0,38 - - - -
0,69 - Gris clair - Carvacrol
0,83 - - - thymol
Témoin 0,06 Marron clair Gris clair incolore Acidegallique
0 Jaune tres clair Gris foncé Jaune terne Quercétine

-
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> 28T gluant

Q : quercétine ; AG : acide gallique ; EP : extrait a I’éther de pétrole ; DCM : extrait audichlorométhane ; MeOH :
extrait au méthanol ; A : chromatographie avant 1’observation sous la lampe UV ; B : chromatographie photographié
sous lampe UV a 254nm ; C : chromatographie photographié sous lampe UV a 365nm.

Figure 1V.2:Photos des plaques de CCM des extraits séparés dans le deuxiéme éluant « n-butanol,
acide acétique, eau ».

Tableau 1.3 : Valeurs des Rfs et aspects des spots des composés séparés par CCM avec le

deuxieme éluant (n-butanol, acide acétique, eau) et révélés par UV.

Extrait | Rf Plaque re_’:v_élée ala Fluorescence Fluorescence a (_Zomp_o_sés
vanilline a 254nm 365 nm identifiés
0 Jaune et marron clair - - Quercétine, AG
Ep 0.14 - Jaune clair - Chlorophylle
0.18 Jaune - Jaunatre Quércitine
0.81 gris - - thymol
0.15 - Jaune clair - Chlorophylle Aet B
0.22 Jaune - Jaunatre Catéchine
DCM | 0.43 Vert foncé - Bleu Chlorophylle B
0.63 Jaune verdatre - Rose Chlorophylle A
0.92 Jaune orangé - - linalol
0.23 Jaune - Jaunatre Catéchine
MeOH | 0.43 - - - -
0.49 - - - -
0.74 gris - - -
o 0 Marron clair Gris foncé incolore Acide gallique
témoins
0.04 Jaune tres clair Gris foncé Jaune terne quercétine

E
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IV.2.1.2.Caractérisation par chromatographie liquide a haute performance(HPLC)

Deux composés phénoliques purs (acide gallique et quercitine) ont été utilisés dans 1’analyse
HPLC comme témoin. Leur temps de rétentions sont mentionnés dans le tableau 1V.4, et Tableau
IV.5.

Les chromatogrammes de I’analyse HPLC sur colonne C18 (apolaire), des extraits de thymus
étudié sont présentés sur le tableau 1V.5. Déférentes substances ont été identifiées dans nos extraits

par comparaison des chromatogrammes des échantillons avec ceux des substances purs témoins.

Tableau .1V.4: Les temps de rétention des standards.

Standard Temps de rétention (min) Aire relative %
Acide gallique 5.409 65.78
quercitine 1.689 34.22

Tableau IV.5: Temps de rétentions des principes actifs des extraits de Thymus Vulgaris L.

officinalis.

Temps de rétention (min)

Extrait dilué 200

fois

Extrait dilué 20fois

DCM | MeOH EP Composé | DCM | Composé | MeOH | Composeé

5.507 3.505 5.989 AG 5.549 AG 3.2 Catéchine
11.793 | 4.868 8.679 - 7.576 - 4.785 -
12.557 - 11.869 | Thymol | 11.64 | Thymol 7.238 -

1

- - - - - 10.825 | Carvacrol

- - - - - 12.127 | Thymol

Dans notre étude, on a utilisé une phase stationnaire (colonne C18) apolaire, et une phase mobile
polaire et protique (eau, méthanol, acide acétique).
L’ordre d’affinité est que les composés les plus polaires et protiques qui vont migrer en premier,

avec des temps de rétentions plus faibles comme la quertcétine, la catéchine et I’acide gallique. Par
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contre les composés les moins polaires ayant une affinité vis-a-vis a la phase stationnaire vont migrer
plus lentement, et avec des temps de rétentions plus grands (carvacrol, thymol et linalol).

Ce qui signifie, le thymol et le carvacrol sont les deux composés phénoliques (isomeres) qui
contiennent un seul OH et plus de substituant alkyles (isopropyle, méthyles) auront des temps de
rétentions plus élevés et proche de 11 et 12min respectivement ((Merkenet al., 2000).

L’acide gallique posséde plus de OH et une fonction acide, ce qui fait il va migrer plus
rapidement que le thymol mais moins rapidement que la quercétine, qui est trés polaire possédant
plus de groupements OH (5) que I’acide gallique (3) et a dans sa structure un noyau quinoléique, qui

lui confére une tres grande polarité en plus des OH sur les cycles.
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A: chromatogramme HPLC des standards acides gallique et quércitine ;
B : chromatogramme HPLC d’extrait éther de pétrole dilué 20fois ;
C: chromatogramme HPLC d’extrait Dichlorométhane dilué 20fois ;
D : chromatogramme HPLC d’extrait méthanol dilué 20fois ;
E : chromatogramme HPLC d’extraits Dichlorométhane dilué 200 fois ;
F: chromatogramme HPLC d’extrait méthanol dilué¢ 200 fois.
Figure. IV.3 : Chromatogrammes d’HPLC enregistres a 254nm.

IV.2.1.3 Caractérisation par IRFT

Les spectres IR des extraits de thymus vulgaris L Officinalis obtenus ont été enregistrés dans le
domaine [4000-400 cm™].L’analyse des spectres IR (figures 1V.4, IV.5, IV.6, IV.7, IV.8), par

comparaison avec les références standards qui sont I’acide gallique et la quercétine.
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Figure 1V.4 : Spectre infrarouge IRFT de la quercétine dans le KBr.
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Figure IV.5 : Spectre infrarouge IRFT de 1’acide gallique dans le KBr.
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Figure 1V.6 : Spectre infrarouge IRFT de I’extrait EP sec dans le KBr.
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Figure 1V.8 : Spectre infrarouge IRFT de ’extrait MeOH sec dans le KBr.
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1V.6),
caracteristiques des liaisons chimiques des composés existant dans les extraits, comparés a celles des

Dans le (tableau nous avons résumé les principales bandes d’absorption IR
standards.
Nous concluons, d’apreés les résultats des analyses infrarouge, que ’extrait EP est plus riche en huile
essentielles linalol, thymol et carvacrol, avec la présence d’un peu d’acide gallique .

Par contre, ’extrait DCM est plus enrichit par les flavonoides comme la quercétine, et d’acide
gallique. On note la présence également d’une quantité plus faible de thymol, carvacrol.
Contrairement, I’extrait MeOH renferme beaucoup de composés plus lourds et plus polaires tels que

les chlorophylles a et b (Figure 1V.9), ainsi que des tannins galliques de poids moléculaires tres

élevés et tres protiques.

OH .frEH” Ch
} w .
a e e S OH
W i J
".-.I HH H-'-'{III |:H!_
‘ T {:f} ChHy OH
P j | {‘-.

carvacral

Linalol Chlorophylle a etb thymol

Figure 1VV.9: Structures chimiques du linalol, la chlorophylle a et b, thymol et de carvacrol.
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Tableau IV.6 : Les principales bandes d’absorption infrarouge identifiées sur les spectres IR des

extraits et des standards.

Nombres Types de liaisons ou groupement | Types de vibration Echantillon Composés
d’onde chimique
(cm™)
3600-3250 OH (alcool) Elongation standard Quercétine
1670 C=0 cétone 1
1620-1450 C=C aromatique 1
1400-1100 C-O des alcools 1
1000 C-O-C cycle I
950-600 C-H aromatique Déformation dans le plan
et hors plan
3500-3250 OH alcool Elongation standard Acide gallique
3200-3000 OH acide I
1700 C=0 acide 1
1620-1400 C=C aromatique I
1350-1000 C-O alcool I
850-650 C-H aromatique Déformation dans le plan
et hors plan
3600-3250 OH alcool Elongation Thymol,
2950-2850 CHjs, CH; I assymétrique et | Extrait carvacrol,linalol
symétrique EP
1750 C=0 acide I acidegallique
1450-1350 CHjs, CH, Déformation dans le plan Thymol,
720 CH aromatique et Déformation hors plan Carvacrol,
CH vinylique Linalool
3600-3250 OH (alcool) Elongation Thymol,
2950-2850 CHj3, CH; I Carvacrol,
linalol
1750 C=0 acide 1 Extrait DCM | Acidegallique
1660 C=0 cétone I Quercétine
1620-1500 C=C aromatique I
1450-1350 CHjs, CH; Déformation dans le plan Thymol,
1250-1000 C-0 Elongation Carvacrol
750-600 CH aromatique Déformation hors plan
3700-3000 OH trés large Elongation Chlorophylle
3000-2800 CHs, CH: 1 I
2400-2000 N=C cycle corinne 1 ExtraitMeOH | //
1720 C=0 acide 1 Tannins
galliques
1660 Cétone cyclique 1 Flavonone
1600 N-C, C=C aromatique 1 Chlorophylle

&
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IV.2.2. Caractérisation par spectrophotométrie UV-visible

IV.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux extraits sont estimés par dosage avec la méthode de Folin-Cicalteu.
L’acide gallique a été utilisé comme standard, les absorbances des solutions étalons sont mesurées a
la longueur d’onde de 765 nm (Ribeau-Gayon et al, 1982). Une courbe d’étalonnage a été établie et
linéaires avec un coefficient de régression linéaire de I’ordre de R?=0.992, a partir des résultats
obtenus pour I’acide gallique figure (1V.10), son équation est comme suit :

Y=0.008X-0.174

1.6 - y =0,008x - 0,174
1.4 - R2=0,992

1.2

1.4736
1.3173

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

absorbancee a 760nm

0.0701 ' ' ' '
50

02 0 100 150 200 250

concentration en acide gallique (pg/ml)

Figure 1V.10: Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.

Cette droite d’étalonnage a permis I’évaluation de la quantité en polyphénols totaux dans les
feuilles de la plante étudiée, et cette quantité a été rapportée en milligramme équivalent d’acide
gallique par gramme d’extrait sec.

D’apres les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont riches en

polyphénols totaux mais avec des quantités variables d’un extrait a un autre.

La figure(IV.11) montre que I’extrait d’éther de pétrole posseéde la plus haute teneur en
polyphénols (579,59 mg Eq AG/ g Ex Sec), suivi par I’extrait méthanolique (233,35 mg Eq AG/ g
Ex Sec) et enfin I’extrait Dichlorométhane (178, 08 mg Eq AG/ g Ex Sec).

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs,

parmi lesquels la variété de la plante, le climat, la localisation géographique (Ryan et al., 1999), les

)
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différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante ,la température et le
solvant d’extraction (Sousa et al., 2008 ; Conde et al., 2009) .

70 -
60 4 57.96
50 -
40 -

30 A
21.64
17.81

% en polyphénol totaux

EP DCM MeOH
les extraits

Figure 1V.11: Histogramme de variation des teneurs en polyphénols totaux dans les extraits de
Thymus Vulgaris L. officinalis.

Cependant, le contenu phénolique dans les extraits de la plante dépend également du type de
I’extrait, c¢’est-a-dire de la polarité du solvant utilis¢ dans I’extraction. La solubilité élevée des
phénols dans les solvants polaires aboutit a une concentration trés importante de ces composés dans

les extraits obtenus en utilisant les solvants polaires pour I’extraction.

1VV.2.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de complication parle chlorure
d’aluminium (AICl3).Des solutions de quercétine a différentes concentrations ont été utilisés comme
étalons pour réaliser la courbe d’étalonnage .Les absorbances des étalons de quercétine ont été

mesurées a la longueur d’onde de 430 nm (Ribeau-gayon, 1986).

La courbe d’étalonnage a été tracée a partir des resultats obtenus pour la quercétine figure

(IV.12) et exprimée par I’équation suivante :

Y=0.004X+0.135, R?=0.985
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y =0,004x + 0,135

L6 R? = 0,985
1.4 ' 1.3666

1.2 -

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0 T T T )
0 100 200 300 400

concentration en quércitine (pug/ml)

absorbance a 430 nm

Figure 1V. 12: Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux.

Cette droite d’étalonnage a permis 1’évaluation de la quantité en flavonoides totaux dans les
feuilles de la plante étudiée, et cette quantité a été rapportée en milligramme équivalent de quercétine
par gramme d’extrait sec.

Les résultats obtenus, figure(IV.13), montrent que les teneurs en flavonoides varient
considérablement entre les différentes extraits. L’extrait au dichlorométhane est enrichi un maximum
de flavonoides (181,01 mg Eq Q / g Ex Sec), suivi par I’extrait d’éther de pétrole qui renferme des
teneurs moinsélevées(112,94 mg Eq Q / g Ex Sec). Tandis que la plus basse teneur en flavonoides a

été retrouvée dans I’extrait méthanolique avec seulement25, 66mg Eq Q / g EX Sec.

20 18.1

15

11.29

% en flavonoides
=
o

2.57

DCM MeOH
les extraits

Figure 1V.13: Histogramme de variation des teneurs en flavonoides totaux des extraits de thymus

vulgaris L. oficinalis
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On remarque que la concentration des flavonoides dans les extraits de la plante, depend de la
polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits , conformément aux travaux réalises
par J.G.Marco et al. en 1968.

IV.2.3. Activité biologique
IV.2.3.1. Activité antioxydante par la méthode DPPH

L’étude de lactivité anti-oxydante des extraits de feuilles de thym a mis en évidence des
pourcentages d’inhibitions plus ou moins importants. Les différents résultats sont résumés dans le
tableau IV.7.

Tableau IV.7 : Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH ‘en fonction des extraits des

feuilles de thym.

Extraits EP DCM MeOH

Pourcentage
d’inhibition du
radical libre DPPH' 26,67 27,07 89,46
%

Les résultats de cette expérience (Figure 1V.14) révelent que les extraits de feuilles de la plante
étudiée possedent une activité antioxydante plus importante (89,46%) dans ’extrait méthanolique.
Celle-ci est attribuée a I’existence d’un composé phénolique dominant, plus particuliérement dans
I’extrait méthanolique, ou on trouve pratiqguement que des polyphénols, qui sont mieux extraits par
ce solvant trés polaire et protique. Par contre, dans les autres solvants moins polaires et aprotiques
(Dichlorométhane, éther de pétrole), I’activité anti-oxydante diminue nettement (27.07%et 26,67
%), du fait que pour ces extraits ils existent d’autres molécules bioactives autres que les
polyphénols, comme les huiles essentielles et certains flavonoides, qui sont majoritaires comparés

aux polyphénols.

-
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Figure 1V.14:Histogramme de I’activité anti-oxydante et pouvoir d’inhibition des extraits de

Thymus Vulgaris L. Officinalis.

1V.2.3.2. Activité antifongique
a-Méthode de diffusion a partir d’un disque de papier Wattman

» Pour aspergillus Niger
Aucune zone d’inhibition n’a été constatée autour des disques imprégnés des différents extraits
(EP, DCM, MeOH). Cela est peut étre expliqué par la nature de I’extrait, la variété de la plante, des
protocoles d’extraction et par la région ou a été effectuée la récolte, qui influencent d’une maniére
significative les activités biologiques des extraits. Ou bien la souche est trés puissante.
A la lumiére de ces résultats ont dit que les extraits sont trés dilués comparés aux souches

antifongiques utilisées (Figure 1V.15).

T DMSO : témoin Diméthylsulfoxyde, EEP : extrait éther de pétrole

EDCM : extrait Dichlorométhane, EMeOH : extrait méthanolique.
Figure 1V.15:L activité antifongique des extraits de thymus vulgaris L. officinalis sur I’ Aspergillus
Niger avec la méthode de diffusion sur disques.
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> Pour la levure candida albicans

Les résultats du test montrent la sensibilité fongique des trois extraits de la plante étudiée sont

représentés dans le tableau 1V.8 (Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures):

Tableau 1V.8 : Activité antifongique des extraits de Thymus Vulgaris L. Officinalis sur la levure

Candida Albicans.

Moyenne des zones

Les extraits d’inhibition (disques) Observation
& (mm)
EP D1=12.2+ 1,52
DCM D2=11.543,04
MeOH D3=10.6+0,76
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Un histogramme comparatif de ’efficacité antifongique des métabolites contenus dans les extraits
de la plante étudiée, par rapport a la souche fongique (Candida Albicans) testée est illustré sur la
(figure 1V.16).
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Figure 1V.16: Les diamétres des zones d’inhibition de la souche fongique Candida Albicans.

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que les extraits du thymus présentent une activité
antifongique trés puissantes sur la levure (Candida Albicans).ll est évident que la levure est plus
sensible aux extraits (EP et DCM), par rapport a I’extrait(MeOH). Ceci peut étre expliqué par le fait
que l’extrait (EP)qui inhibe davantage la prolifération, contient beaucoup plus des composees
phénoliques de type huiles essentielles comme, le linalol, le thymol et le carvacrol qui ont un effet
positif sur les candidas albicans, tandis que 1’extrait au DCM est plus riche en flavonoides et en

chlorophylles pourraient compromette ce méme effet.

b- Autre méthode

Cette méthode est réalisée on mélangeant la gélose extrait de malt avec les solutions des extraits,
puis ceux-ci sont ensemencés par la souche Aspergillus Niger. Les boites sont ensuite incubées a 25
°C pendant 6jours.

Aprés 2 jours d’incubation, on remarque ’apparition des spores dans 1’extrait MeOH (photos A
de Pextrait MeOH de la figure IV.17). Contrairement aux extraits EP et DCM, ou on note
I’absence totale de spores (photos A des extraits EP et DCM de la figure 1V.17). Donc, on peut
conclure, qu’au bout de 2 jours d’incubation, ces extraits développent une activité antifongique vis-a-

vis de I’Aspergillus Niger, en inhibant I’apparition des spores.
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Au cours du 3*™jour d’incubation, les spores continuent & mieux proliférer dans 1’extrait MeOH
ainsi qu’au 6°™ jour, ol les spores de la souche aspergillus Niger ont atteint un niveau de
développement considérable (photos B et C de I’extrait MeOH de la figure 1V.17). A I’opposé de
I’extrait EP qui ne développe aucune souche antifongique de la méme espéce (photos EP, B et C),

alors que quelques souches commencent a apparaitre dans 1’extrait de DCM (photo DCM, C).

T : témoin, MeOH : extrait méthanolique, DCM : extrait Dichlorométhane,
EP : extrait éther de pétrole
A- Observation des boites au cours de 2°™ jour ;
B- Observation des boites au cours 3°™ jour ;
C- Observation des boites au cours de 6°™jour.
Figure 1V.17: Photos des boites de pétri d’extrait de malt ensemencées par la souche antifongique

d’aspergillus Niger, contenant les différents extraits de thymus.

Les résultats obtenus montrent que 1’Aspergillus Niger est plus sensible aux extraits EP et DCM
de thymus vulgaris L, en revanche aucune activité n’a été observée avec 1’extrait polaire MeOH. Ce
qui met en évidence I’existence de molécules bioactives, qui ont une propriété fongicide vis-a-vis de
la souche Aspergillus Niger, attribuée surtout au Thymol et au carvacrol et aussi a certains

flavonoides comme la catéchine ou la quercétine.




Conclusion




Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en industrie pharmaceutique a suscité
un grand intérét dans la recherche biomédicale. Elles représentent d’une part une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs, et d’autre part un besoin
incessant pour la recherche d’une meilleure médication, par une thérapie plus douce sans
effets secondaires.

Les produits naturels issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques et
des huiles essentielles, aux quels on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes, des
virus et des pouvoirs antioxydants contre le stress oxydatif des radicaux libres souvent
cancérogenes.

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets antifongiques et antioxydants des
extraits bruts (EP, DCM et MeOH) de feuilles de thymus vulgaris L. officinalis, plante
largement utilisés en meédecine traditionnelles a travers le monde.

> La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante

en extraits apolaires (EP et DCM) 58.76%,57.49% respectivement, alors qu’elle
s’affaiblit en passant a I’extrait polaire (MeOH).Ce dernier posséde le plus faible
rendement avec 13.61 %, qui dépend de la polarité des solvants utilisés lors de

I’extraction.

> La présence des polyphénols et des flavonoides dans nos extraits est mise en évidence
par des essais de caractérisation, qui ont été identifiés par CCM, HPLC et IFRT.

Ces techniques d’analyse ont permis I’identification de trois composés phénoliques et la

présence des huiles essentiels dans les feuilles de Thymus vulgaris, a savoir : 1’ Acide gallique,

la quercetine, la catéchine, le thymol et le carvarcrol, qui caractérisent le plus cette variété de

plante.

» L'activité antioxydante in vitro est étudiée avec la méthode de réduction du radical
librel,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH).L’extrait polaire (MeOH) posséde une
capacité de neutralisation du radical libre DPPH plus puissante, puisque il contient des
composés phénoliques dominant qui sont les polyphénols de poids moléculaires plus
élevés. Par contre dans les autres extraits (DCP, EP), I’activité antioxydante diminue,
puisque ces extraits contiennent d’autres molécules, comme les flavonoides et les

huiles essentielles, qui présentent d’autres propriétés qui risquent de masquer celle-ci.

.
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> Les extraits bruts du thymus vulgaris L officinalis ont été testés aussi in vitro pour
déterminer leur pouvoir inhibiteur, contre un champignon (Aspergilus Niger) et une
levure (Candida Albicans), par deux méthodes : la méthode de diffusion a partir d’un

disque solide et I’autre en mélangeant 1’extrait avec le milieu de culture.

Dans la premiére méthode, les extraits (EP), (DCM) et (MeOH) de Thymus Vulgaris L.
Officinalis, n’avaient manifesté aucune activité antifongique vis-a-vis de la souche Aspergilus
Niger. Ceci est expliqué par le fait que les extraits diffusent mal dans le disque et le milieu et
aussi ils sont moins concentrés, la souche est tres puissante.

Par contre, malgré leur forte dilution les trois extraits ont développé une activité
antifongique assez importante a 1’égard des levures Candida Albicans. Les diamétres des
zones d’inhibition sont de ordre de 12.2, 11.5 et 10.6 mm respectivement pour les extraits
(EP), (DCM) et (MeOH).

Pour la deuxieme méthode, les résultats ont montré que seuls les deux extraits (EP) et
(DCM) ont developpé une activité anti-fongique considérable vis-a-vis de 1I’Aspergilus Niger.
La plus importante est celle de ’extrait (EP), qui ne permet aucune prolifération de la souche
jusqu’au 6™ jour d’incubation. Par contre aucune activité n’a été observée avec I’extrait
polaire MeOH, due probablement aux faibles teneurs en certains principes actifs (huiles
essentielles) comme le thymol et le carvacrol, ainsi qu’en quercétine ou catéchine (analyses
CCM, HPLC et IRTF).

Ces resultats sont est en correélation avec les teneurs en polyphénols (EP) et en flavonoides
(DCM) respectivement plus élevés dans ces extraits. Par contre, I’extrait (MeOH) ne
développe aucune activité anti-fongique. Ceci di a I’existence de certains composés
polyphénoliques (chlorophylle a et b) de poids moléculaires et de concentrations plus élevés
dans cet extrait, ce qui empéche I’inhibition des souches d’Aspergilus Niger, par le thymol et

le carvacrol ainsi que les flavonoides comme la quercétine.

On peut conclure, que ce travail a permis d’extraire de la plante de Thymus des principes
actifs cibles (thymol, carvacrol, catéchine, quercétine) et de cerner certaines de leurs

principales activités biologiques, comme antioxydante et anti-fongique.

-
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Perspectives
D’autres études approfondies sont nécessaires et se résument dans les points suivants :

e Partant du fait qu’une substance pouvant étre trés active in vitro, peut perdre cette
activité une fois administrée a I’organisme ; Une étude in vivo est souhaitable, pour
obtenir une vue plus précise sur ’activité anti-oxydante et antifongique des extraits
testés.

e Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits par des
méthodes physico-chimiques plus spécifiques.

e Evaluer les activités anti-oxydante et antifongique des composés phénoliques des
autres parties de cette espéce (tiges, racines et fleures) et sur d’autres souches de
microorganismes.

e Tester d’autres activités biologiques des différents extraits tels que I’activité antivirale.
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Annexe

1. Matériels et réactifs utilisés

1.1 :Réactifset verreries de la partie physico-chimique

verrerie

Réactifs

- Eprouvettes graduée, pipette graduée,

Erlenmeyer, Fioles jaugées, Béchers ;

- Plague de silice, Cuve a CCM,
micropipette, un ballon, réfrigérant ;
Verres de montre, Entonnoirs, spatules,

barreau magnétique, pissette ; tubes a essais ;
Broyeur a anneaux;

- Balance analytique ;

- Agitateur magnetique ;

- Chambre noire a UV ;

- Spectrophotométre UV-visible ;

- Chauffe ballon, pompe a vide ;

- Eau distillée ;

- Ether de pétrole (EP) ;

- Dichlorométhane (DCM) ;

- Méthanol (MeOH) ;

- Ethanol (EtOH) ;

- Acétate d’éthyle

- Acide acétique

- Acide sulfurique

- Standards (acide gallique, quercétine) ;
- FolinCiucalteu

- DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) ;
- Chlorure d’aluminium (AICl3) ;

- Carbonate de sodium (NaCOs).

- Vanilline

- HCI

- NaOH

1.2 : Matériels et réactifs de la partie microbiologique

- Bain marie ; micropipette ;

- Boites pétri, écouvillon ;Pince ;
- Diméthylsulfoxyde (DMSO) ;
- Gélose PDA ;

- Gélose extrait de malt ;
2. Préparation des solutions :

2.1 caractérisation par CCM :

» préparation de premier éluant :

o Etherdepétrole.............ccooeeveiiiieiiiin,
o Acétated’éthyle..................ooiiiinl.
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» Préparation de deuxieme éluant :

NEDULANO . e 6ml
Y0 (4 [ o1 8T |1 L T PP 1.5ml
BAU AISEI T . .o 2.5ml

» Préparation de révélatrice vanilline :

VANIIIINE. ..o 0.5g
CHhaNO L. . 50ml
acide sulfurique(H2SO04). .. ..o Iml

» préparation des standards :

solution préparation
) ) Une petite quantité d’acide gallique
Acide gallique ) )
dissout dans 5ml de méthanol
. Une petite quantite de quércitine dissout
quercétine

dans 5ml de méthanol

2.2 caractérisation par HPLC :

> Préparation de la phase mobile:

Eau distillé. . ... 500ml
MELhanol. ... ... e 470ml
F e e [ T 4 o | 1< 25ml

> Préparation de I’étalon (V1=1.5ml) :

ACIde QalliQUE ... 0.4ml
QUEBICBLINE. . ...ttt e e e e 0.4ml
MEthanol. ... ... 0.7ml

» Préparation des extraits (V=1.5ml) :
MELNANOL ... s e 1,1ml
Extraits (EP, DCM, MeOH).......oiiiriit i e e 0.4ml
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3. Dosage des composés phénoliques :

Tableau 1: préparation des solutions pour le dosage des polyphénols totaux

solutions

Préparation des solutions

Folin-Ciocalteu (1 /10)

1ml de folin-Ciocalteu dilué dans 9ml

Solution de carbonate de sodium (Na.COs)

18 ,75¢g de (Na2COg)sont dissouts dans 250

ml d’eau distillée

Acide gallique a 2mg/mi

20mg d’acide gallique dissout dans 10 ml

d’eau distillée

Tableau 2 : préparation des solutions pour le dosage des flavonoides

solutions

Préparation des solutions

Solution de trichlorure d’aluminium (AIClIs)
a2%

2g de (AICI3) dissouts dans100 ml de

méthanol

Quercetine a 2mg

15 mg de quercétine dissouts dans 7,5 ml de

méthanol

4. Activité antioxydant :

Tableau 3 : Préparation de la solution 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DDPH)

solutions

Préparation des solutions

DPPH (6.107*M)

1.8 mg sont dissouts dans 50 ml de méthanol.




Résumé

Notre travail a porté sur 1’étude des extraits bruts de feuilles de la plante aromatique Thymus
vulgaris (Lamiacée). L’analyse de ces extraits a révélée la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénols totaux, flavonoides, huiles essentielles) susceptibles d’exprimer les activités recherchées
et leurs teneurs ont été déterminées par des méthodes spectrophotométriques.

Les extraits ont été également soumis a un ciblage pour leur activité antifongique possible in vitro,
contre les souches fongiques Aspergilus Niger et Candida Albicans( levure), en employant la méthode
de diffusion d’un disque solide et une autre en mélangeant 1’extrait et le milieu de culture. Dans la
premiére méthode, les extraits (EP), (DCM) et (MeOH) de Thymus Vulgaris L. Officinalis, n’avaient
manifesté aucune activité antifongique vis-a-vis de la souche Aspergilus .Par contre, les trois extraits
ont développé une activité antifongique assez importante vis-a-vis a la levure Candida Albicans. Pour
la deuxiéme méthode, les résultats ont montré que seuls les deux extraits (EP) et (DCM) ont
développé une activité antifongique considérable vis-a-vis de 1I’Aspergilus Niger. Par contre aucune
activité n’a été observée avec I’extrait polaire MeOH. L'activité antioxydante in vitro a été étudiée
avec la méthode de réduction du radical libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH) . Les résultats
obtenus ont montré que les extraits peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux. L’extrait polaire
(MeOH) possede une capacité de neutralisation du radical libre (DPPH) plus puissante par rapport
aux extraits apolaires (DCM et EP) de e Thymus vulgaris L officinalis.
Mots clés : thymus, extraction, principes actifs, activité antioxydante, activité antifongique, huiles
essentiels.

Abstract

Our work focused on the study of crude extracts from the leaves of the aromatic plant Thymus
vulgaris (Lamiaceae). Analysis of these extracts revealed the presence of a few chemical groups (total
polyphenols, flavonoids, essential oils) capable of expressing the desired activities and their contents
were determined by spectrophotometric methods. The extracts were also subjected to targeting for
their possible antifungal activity in vitro, against the fungal strains Aspergilus Niger and Candida
Albicans (yeast), employing the method of diffusion of a solid disc and another by mixing the extract
and the culture medium. In the first method, the extracts (EP), (DCM) and (MeOH) of Thymus
Vulgaris L. Officinalis, showed no antifungal activity against the Aspergilus strain. On the other hand,
the three extracts developed a fairly significant antifungal activity against the yeast Candida Albicans.
For the second method, the results showed that only the two extracts (EP) and (DCM) developed
considerable anti-fungal activity against Aspergilus Niger. On the other hand, no activity was
observed with the polar extract MeOH. Antioxidant activity in vitro was studied with the free radical
reduction method 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH). The results obtained showed that the
extracts can act as radical scavengers. The polar extract (MeOH) has a more potent free radical
neutralization capacity (DPPH) compared to the nonpolar extracts (DCM and EP) of Thymus vulgaris
L officinalis.

Keywords: thymus, extraction, active ingredients, antioxidant activity, antifungal activity, essential
oils.

uadld)

o2 Jdai jell Thymus vulgaris (Lamiaceae) s kall Slill )50 (e alad) cllalaiud) du) o e Ul X
oe ):\.\a_ﬂ\ é.c BJJ@\ (L).L:ﬂ\ u}..g)l\ 3 ..\.U.I}BM\ 3 ‘;JSX\ dj.\'gs.és}d\) a_u\:m.\ﬁ\ &_ﬂ.c}o;.d\ wd&hd.\s A9y Silaliiall
il b by phall sliaall Lol Cilagiu clbaliinall Ciead LS dugdall (3 kil Lol gine 2aa &85 458 el ddaidsY)
Qf— Al cla (a3 38 445k aladiuly ¢ (3mall) Candida Albicans s Aspergilus Niger 4 bl <yl v
oo (MeOH) 5 (DCM) 5 (EP) cualiiua elas ol ¢ Y1 45,k 4 15! Ly aldied) Ll 55k
ML' . Canll Cliaual 3 e bl )l A s i yladll dlias Ll gl Thymus Vulgaris L. Officinalis
Aspergﬂus Aa b Hhaall ilcae 178 dalis |y sh (DCM) B (EP) Ldd ualiiigll U\ @L\J\ Q_U,@_Ln\ Al dgy Hlall
J.\.\;.A\ 3 Claliae ol M\JJ Sl MeOH @Lﬂ\ Ualiiill & BRI LS\ .Ln;).q ?j ¢ LSP‘ ial (e nger
o lesle Jgaaall A ) gl @ ekl diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH)-1¢1 5adl ) saall Qi 46, yla aladinly
el <Y 5 all Hedall auad 5,08 e (MeOH) (ohdll (aldiudl (5 gay 43 )0a AaladS Jans O oS cilalaiuall
Thymus vulgaris L officinalis (= (EP s DCM) duhdll e cilbaliiiual & i (DPPH)
, &—lLJ_,SA u.a);.u.u\ MM\ pazll d\ﬂ\ GEAN]
Al g 3l phadll sliae Jabin 5auSOU Sliadl | Jalal)



	A
	B
	C
	E
	 Elisabetsky, E., Coelho de Souza, G.P., Dos Santos, M.A.C., Siqueira, I.R., and
	F
	G
	H
	I
	J

	K
	L
	M
	N
	O
	P

	Q
	R
	S
	T
	U
	V
	W

