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Abstract

This work is a contribution to the valorization of medicinal plants, used in traditional
medicine. Its objectives are the research and the study of new biologically active agents,
resulting from the medicinal plant: Teucrium Polium L. subspecie thymoides of the
Lamiaceae family, which is very used by the Algerian population. Cultivated in Beni souik
region in the wilaya of Biskra , it is known as an important therapeutic virtues’ plant.

The first part of this study concerns phytochemical screening, extraction and
quantification of total polyphenols, flavonoids and tannins condensed by Folin-Ciocaleu
reagent, aluminum trichloride and vanillin test respectively. The results obtained show the
species’ richness in secondary metabolites and particularly in flavonoid polyphenols
A combination of chromatographic methods (TLC and HPLC), revealed the presence of
some compounds in this plant such as ascorbic acid, gallic acid, chlorogenic acids, caffeine,
quercetin, vanillin, beta-coumarine and rutin.

The second part is the biological activity study of prepared extracts of Teucrium
polium L. (essential oil and polyphenols). The evaluation of the antioxidant activity by the
DPPH free-radical scavenging method, showed that all the extracts of the studied plants have
antioxidant properties at different levels. The ICso was estimated at 41.47 pg / ml for the ethyl
acetate extract, 47.56 pg / ml for the butanolic extract and 149.92 pg / ml for the aqueous
extract. So the ethyl acetate extract has a greater antioxidant power than the other extracts.
The essential oil has a low activity compared to the other Teucrium species with a value of
1250 pg / ml.

The antibacterial effect was evaluated in vitro by the Mueller Hinton agar diffusion
method, using standard antibiogram and micro-dilution in a liquid medium; with a respect to
eight reference bacterial strains. The results show that the essential oil of this plant has shown
an excellent activity against these microorganisms in comparison with phenolic extracts.

The determination of minimum inhibitory concentrations (MIC), minimal bactericidal
concentrations (CMB), polyphenols and essential oil, highlight the bacteriostatic effect of
these extracts, to classify them as antibacterial agents class "bactericidal".

Keywords: Teucrium polium L., lamiaceae (labiae), essential oils, polyphenols,

antioxidant activity, antibacterial activity.



Résume

Ce travail est une contribution a la valorisation des plantes médicinales, utilisées en
médecine traditionnelle. I1 a pour objectifs la recherche et I’étude de nouveaux agents
biologiquement actifs, issus d'une plante médicinale trés utilisée par la population algérienne
qui est Teucrium Polium L. sous espece Thymoides de la famille Lamiaceae. Cultivée dans
la région de Beni souik de la wilaya de Biskra. Elle est considérée comme une plante ayant
des vertus thérapeutiques importantes.

La premicere partie de cette étude concerne le screening phytochimique, I’extraction
des huiles essentielles et des polyphénols, ainsi que la quantification de ces derniers par
dosage colorimétrique des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés par le
réactif du Folin-Ciocaleu, par le trichlorure d’aluminium et par le test de vanilline
respectivement. Les résultats obtenus montrent la richesse de cette espéce en métabolites
secondaires et particulierement en polyphénols flavonoides.

L’analyse par des techniques chromatographiques (CCM et HPLC), a permis de
révéler la présence de quelques principaux composés dans cette plante, tels que l'acide
ascorbique, gallique, chlorogénique, caféique, quercétine, vanilline, béta coumarine et rutine.

La deuxieéme partie fait I'objet de 1'étude de 1’activité biologique des extraits préparés
de Teucrium polium L. (huile essentielle et polyphénols). L’évaluation de [I’activité
antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, a montré que tous les extraits
de la plante étudiée, présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux. La ICso a été
estimée a 41,47 pg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle, 47,56 ug/ml pour I'extrait butanolique et
de 149,92 pug/ml pour I’extrait aqueux. L'extrait acétate d'éthyle exprime donc, un pouvoir
antioxydant plus grand que les autres extraits. L'huile essentielle présente une faible activité
par rapport aux autres especes de Teucrium avec une valeur de 1250 pg/ml.

L’effet antibactérien a été évalué, in vitro, par la méthode de diffusion sur gélose Mueller
Hinton, en utilisant I’antibiogramme standard et la micro-dilution en milieu liquide ; vis a vis
des huit souches bactériennes de référence. Les résultats montrent que I’huile essentielle de
cette plante a manifesté une excellente activité contre ces microorganismes, a comparer avec
celle des extraits phénoliques.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (CMI et
CMB) de I'’huile essentielle et des polyphénols, met en évidence 1’effet bactériostatique de ces
extraits, permettant de les classer comme agents antibactériens classe "bactéricides".

Mots clés : Teucrium polium L - lamiacées (labiées) -huiles essentielles - polyphénols -

activité antioxydante - activité antibactérienne.
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OBJECTIFS

OBJECTIF GENERAL

Valorisation d'une plante médicinale de la famille des Lamiceae par la recherche de

différents métabolites secondaires et leurs activités pharmacologiques.

OBJECTIFS SPECIFIQUES

C’est dans cette optique que se situe notre étude dont les objectifs spécifiques se résument

dans les volets suivants :

>

YV V V V

Caractérisation qualitative des métabolites secondaires de la plante sélectionnée par
screening phytochimique.

Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation.

Extraction des polyphénols par macération.

Analyse des extraits par CCM et CLHP.

Quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tanins par dosage
colorimétrique.

Etude de T’activité antioxydante des extraits actifs de la plante choisie, par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH.

Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de 1'antibiogramme.
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Introduction Générale

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels est bien acceptée par
I’organisme, elle est souvent associée aux traitements classiques. Celle ci connait, de nos
jours, un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies
chroniques. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquietent les
utilisateurs qui se tournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme. On estime que
10 a 20 % des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments
chimiques. L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des
plantes 1,

L’utilisation des plantes médicinales sous différentes formes, brutes ou préparées
s’est considérablement élargie. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que
80% de la population globale dépend notamment de la médecine traditionnelle et de la
phytothérapie pour les soins sanitaires, ce qui semble étre une solution acceptable 2. 11 a
été rapporté aussi que 60% des préparations médicamenteuses, dans les pays
industrialisés, dérivent des plantes ; ces derniéres agissent comme sources d’agents
thérapeutiques modeles pour de nouveaux composés synthétiques ou comme maticre de
base pour la production semi synthétique de molécules de haute complexité 131,

Un grand intérét est donné a I’investigation sur la préparation de nouvelles
substances chimiques douées d’une activité biologique et a 1’amélioration des indices
thérapeutiques . Actuellement, les extraits de plantes et les préparations analogues ne
peuvent plus étre considérés comme de vrais « médicaments » pour lesquels sont exigées
une identification rigoureuse et une trés grande pureté 51,

Dans une logique de stratégie des études des plantes médicinales ; la valorisation ne
s’arréte pas uniquement au niveau des connaissances ethnopharmacologiques et
biologiques des plantes, mais aussi a 1I’étude phytochimique qui est obligatoire pour cerner
I’ensemble des informations nécessaires a cette valorisation ¢, En effet, les molécules
bioactives naturelles font 1’objet de nombreuses recherches et d’une nouvelle haleine vers
I’exploitation des métabolites secondaires d’une maniere générale et celle des huiles
essentielles et des polyphénols en particulier, tant dans la santé et vis-a-vis des maladies
pernicieuses (cancer) que dans 1’industrie agro-alimentaire. Ces composés sont largement
recherchés pour leurs propriétés biologiques: antioxydantes, antibactériennes, anti-

inflammatoires et antiallergiques (7!,
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Dans le cadre de nos travaux, relatifs aux plantes aromatiques et médicinales de la
région de Biskra, nous nous sommes intéressés a la valorisation d’une plante tres utilisée
en phytothérapie et dans la médecine traditionnelle, grice a son efficacit¢ dans le
traitement a combattre les rhumatismes, les troubles gastriques et 1’accélération de la
cicatrisation des blessures 3. C’est le Teucrium polium L. sous espéce des thymoides et
appartenant a la famille des lamiacées (labiées) [191, elle est cultivée dans la région de Beni
Souik de la wilaya de Biskra. Cette derniére est parmi les familles de plantes les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a qualité médicale intéressante 111,

L’objectif de ce travail est 1'étude phytochimique ayant pour objet la détermination
de la composition chimique de métabolites secondaires et la mise en évidence d’une
éventuelle variabilité de la quantification de ces substances, ainsi que 1'évaluation de
l'activité biologique (antibactérienne et antioxydante) des extraits issus de la partie
aérienne de la plante sélectionnée.

La premicere partie de I’étude renferme une synthese bibliographique qui inclut deux
chapitres. Le premier présente les principales classes des métabolites secondaires
(définition, classification et propriétés). Dans le deuxiéme chapitre, nous développons une
mise au point exhaustive sur l'activité antioxydante et antibactérienne.

La deuxieme partie inclut le travail personnel, elle est subdivisée en trois chapitres:
Le troisieme chapitre est consacré a un apercu général sur le site de prélévement suivi
d'une étude systématique de la plante sélectionnée Teucrium polium L.

Dans un quatrieme chapitre, nous avons donné une explication détaillée de la démarche
méthodologique, en partant de la collecte des échantillons, leur séchage, broyage,
extraction et séparation. Nous avons aussi, mis le point sur tous les protocoles adoptés pour
le dosage des polyphénols, ainsi que I’évaluation de l'activité biologique des extraits
préparés.

Le cinquiéme et dernier chapitre a été consacré a la mise en exergue et la discussion de
tous les résultats obtenus, en comparaison avec les études antécédentes pour les mettre en
valeur.

Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion générale dans laquelle
différentes perspectives de recherche seront évoquées, en se basant sur les résultats

obtenus.
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Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

I.1. Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides et acides nucléiques), ils accumulent fréquemment un grand
nombre de composés qui ne sont pas issus directement de la photosynthese, mais résultent
des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés «métabolites secondaires»
dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais représente une source
importante de molécules bioactives utilisables par 1'homme dans des domaines aussi

différents que la pharmacologie ou 1'agroalimentaire 121,
I.2. Définition et fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes. Ce sont des produits a
structure chimique souvent complexe, ils sont trés dispersés et trés différents selon le type
d’espece. Ils pourraient jouer un rdle dans la défense contre les herbivores et dans les
relations entre la plante et son environnement 341,

Ces molécules biologiques ne sont pas, par définition, nécessaires et vitaux pour la
cellule ou I'organisme mais elles ont la particularité d’avoir des effets biologiques sur
d’autres organismes 5. Elles sont présentes en trés grand nombre et d’une variété
structurale extraordinaire. Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une

famille ou une espéce de plantes et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.
I.3. Biosynthese des substances naturelles

Les grandes lignes des voies de biosynthese des principaux métabolites secondaires

sont maintenant bien connues (Figure 1.1).
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Figure I.1: Les voies des métabolismes
-Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires-

I.4. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il en existe plus de
200000 qui sont classés, selon leur appartenance chimique, en 1’occurrence, les terpénes,
les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques [¢1. Nous
citerons ci-dessous quelques importants groupes phytochimiques, source de molécules

biologiquement actives et regroupés en trois classes principales [4:

4+ Les composés aromatiques (les phénoliques, 1’acide shikimique ou les dérivés
d’acétate).
+ Les composés azotés.

“ Les terpénoides et les stéroides.
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1.4.1. Composés phénoliques

1.4.1.1. Définition :

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques du regne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’élément
structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester,

hétéroside. . .etc.) 7891,

Ce sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires 191,
Ils regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de
classes chimiques et qui présentent toutes un point commun 1. En effet ces composés
manifestent une grande diversité de structures : quinones (Anthracénosides), coumarines,

acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes et xanthones 12131,

1.4.1.2. Localisation :
Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) 141 IIs sont présents aussi dans diverses

substances naturelles comme les fruits rouges, le raisin ...etc. 1%

1.4.1.3. Role et intérét des composés phénoliques :

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales;
ils ont la capacité de moduler l'activit¢ d'un grand nombre d'enzymes et de certains
récepteurs cellulaires. Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des graines et la maturation
des fruits 1%, Ces composés sont réputés aussi pour leur caractére anti-oxydante,
neutralisant les radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables
de plusieurs maladies 7). En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour
leurs propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et
anticancéreuses. Plusieurs études ont été réalisées sur l'impact de la consommation de
végétaux sur la santé. La plupart d’entre elles ont mis en évidence une baisse du facteur de

risque pour de nombreuses affections telles que I’infarctus et le cancer 18191,
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1.4.1.4. Les principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus

largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures

phénoliques connues %1, Ces composés peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui

se différencient d’abord par la complexité du squelette de base, ensuite par le degré de

modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation etc.) et enfin par les

liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides

généralement) 21, On distingue les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les

coumarines, les stilbénes et les quinones »221, Les différentes classes de ces composés

phénoliques sont représentées dans la figure 1.2.
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Figure 1.2 : Principales classes des composés phénoliques.
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1) Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un
groupe carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique. La dénomination générale d’acides
phénoliques englobe les formes les plus simples des composés phénoliques qui se séparent
en deux grands groupes distincts: les acides hydroxybenzoiques qui sont des dérivés de
I’acide benzoique et ont une structure en C6-Cl1, ils sont trés communs aussi bien sous
forme libre que combinée a [’état d’ester ou d’hétérosides ; et les acides

hydroxycinnamiques qui dérivent de 1’acide cinnamique et possédent une structure en C6-

C3 (Figure 1.3) 23241

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
COOH
Ry - GOOH
[ )
L
i :
R R, Ry Ry
Rz Ra

Figure 1.3: Structure chimique de quelques acides phénoliques.

2) Les flavonoides :

Le terme « flavonoide du grec flavus, (jaune) en latin» est le nom générique qui
désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux,
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état

naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides 7251,

Tous les flavonoides (plus de 6000) possedent le méme €lément structural de base
261 "avec un squelette a quinze carbones qui, a son niveau le plus simple, consiste en deux
cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-
C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le

cycle C 27281 La figure 1.4 représente la structure de base des flavonoides 2%,
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Figure 1.4.: Structure de base des flavonoides.

Aujourd’hui 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 les groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et

isoprény] 130-321,
<~ Classification des flavonoides:

Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du
noyau pyranique central, lequel peut-€tre ouvert et recyclisé en un motif furanique
(dihydrofuranone). Le tableau L.1 illustre les principales classes de flavonoides 241,

De facon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3', 4/, 5’
et/ou 6’ (suivant la numérotation présentée pour les flavones,). Un ou plusieurs de ces
groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous forme C-ou O-glycosylés. Les formes

libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones 21331,

Tableau I.1 : Les différentes classes des flavonoides.

Différentes classes Principales substances
Structure Nom de famille Hydroxylation Nom
57,4 Apeginine
R=H FLAVONE 57,3, 4 Luteoline
57,4 Kaempferol
R=OH FLAVONOL |5,7,3,4' Quercetine
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R=H FLAVANONE |5, 7, 4' Naringenine
(Dihydroflavone) |7, 3', 4' Butine
R=OH FLAVANONOL |7, 3',4' Fustine
(Dihydroflavonol) |5, 7, 3', 4’ Taxifoline
R=H CATECHINE |5,7,3", 45" Gallocatechine
(Flavanol-3) |[5,7,3, 4 Catechine
R=0OH 5,7,3,4 Leucocyanidine
LEUCOANTHO-
CYANIDINE |3.7,3.,4.,5 Leucodelphinidine
(Flavandiol-3, 4)
R=H FLAVYLIUM |5,7,4' Apigenidine
(Anthocyane) |5,7,3", 4 Luteolidine
R=0OH 57,3, 4 Cyanidine
ANTHOCYANIDINE |5,7,3", 4,5 Delphinidine
ISOFLAVONE 7,4 Daidzein
5,7,3,4 Orobol
CHALCONE 2,4'3,4 Buteine
2,3.4',3,4 |Okanine
DIHYDROCHALCONE |4, 2',4', 6' Phloretine
34,2'.4' 6 Hydroxyphloretine
AURONE 6,3, 4' Sulphuretine
6,7,3,4 Maritimetine
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¢

3)

Propriétés des flavonoides

Ce sont des solides cristallisés dont la teinte, varie du blanc ivoire au jaune vif. Ces
hétérosides sont solubles dans 1’eau (surtout a chaud), 1’alcool et les solvants
organiques. Ils sont insolubles dans les solvants organiques apolaires.

Les flavonoides sont aussi solubles dans les solutions alcalines (ammoniaque et
potasse) donnant une coloration jaune qui disparait par addition d’acide.

Ils possedent un spectre d’absorption dans 1’ultra violet avec, généralement deux
maximums caractéristiques variant avec chaque type flavonique 341,

IIs Protégent les plantes contre les radiations UV.

Ils sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.

Ils fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les
bactéries symbiotiques et les 1égumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote
moléculaire.

Ils régulent 1’élongation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits 351,
Les anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet), terme général qui

regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules, faisant partie de la

famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont des pigments qui

colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes

est détectable a I'eeil nu. Ces pigments sont donc a I’origine des couleurs des fleurs, des

fruits et des bais rouges ou bleues. Ils sont généralement localisés dans les vacuoles des

cellules épidermiques qui sont de véritables poches remplis d'eau.

On trouve également les anthocynes dans les racines, les tiges, les feuilles et les graines.

En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont dues aux anthocyanes

et aux caroténes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle [3¢! (Figure L.5).
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Figure L.5: Structure générale des anthocyanes.

4) Les quinones

Cétones aromatiques provenant de I’oxydation des diphénols. Les quinones (Figure
1.6) constituent un groupe de substances biologiquement trés actives. Beaucoup d’entre
elles sont antimicrobiennes, c’est a dire antibiotiques naturels agissant surtout sur les
grams +, ce sont aussi des fongicides et parfois méme des vermifuges. Les quinones sont
des transporteurs d’électrons spécifiques de la membrane mitochondriale (interne) et
celle des thylakoides. La vitamine K1 (méthyl 2- naphtoquinone), en est un exemple, elle
est abondante dans la Luzerne. On trouve également dans ce groupe des plantes
tinctoriales. Enfin, la majorité des anthraquinones sont apéritives, mais aussi purgatives,
agissant directement sur la musculature lisse au niveau du cdlon et entravant la résorption
de I’eau. En présence d'une base (NaOH ou KOH), les quinones donnent une coloration

caractéristique allant du rouge orangé au violet pourpre 371,

o

Figure 1.6 : Structure de base des quinones.
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5) Les tanins :

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit, transformer une peau en cuir 4. Les
tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux. Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leur centre
asymétrique, leur degré d’oxydation 38 et leur saveur astringente mais ayant en commun la
propriété de tanner la peau. Cette aptitude est lié a leur propriété de se combiner aux
protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 g/mol 3?41 Ces tanins
sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides [41-43],

<~ Localisation et distribution

Les tanins sont trés répandus dans le regne végétal mais ils sont particulicrement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les fagacées et les rosacées 41, Ils
peuvent exister dans divers organes tels que les écorces, le bois, les fruits (raisin, datte,

café, cacao..), les feuilles, les racines et les graines 431,

<> Structure et classification [7-*3 ;
On distingue, habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents aussi bien par leur structure que par leur origine biogénétique:
» Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

» Les tanins saponifiables ou hydrolysables : esters d’acides phénols et de glucose.

a) Tanins condensés:

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou procyanidoliques, sont largement
répandus dans 1'alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeres ou des polymeres de
flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par
rupture de la liaison inter monomérique 461,

La structure complexe des tanins condensés est formée d'unités répétitives
monomériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation.
Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la

stéréochimie des carbones asymétriques C2 et C3 et par le niveau dhydroxylation
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du noyau B (Figure L.7) On distingue ainsi les catéchines, les épicatéchines et les

gallocatéchines 1471,

Figure 1.7 : Tanins condensés.

b) Tanins saponifiables ou hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acides phénols, ou de dérivés
d'acides phénols (Figure 1.8); 1a molécule glucidique est, en général du glucose, mais dans
certains cas des polysaccharides. Ce groupe de tanins est caractéristique des
Dicotylédones. Ces tanins, en raison de leurs nombreux groupements OH, se dissolvent
plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire) dans 1'eau, en formant des solutions
colloidales 8], Ces tanins sont de deux types :

- Les tanins galliques qui sont des esters d’oses (glucose) et d’acides galliques.

- Les tanins ellagiques qui sont des esters d’oses et d’acides ellagiques 31,
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Tanin gallique "gallotanin" Tanin éllagique "ellagitanin"

Figure 1.8: Structure de Tanins hydrolysables ; esters d’acides galliques et ellagiques.
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<> Propriétés des tanins :

= Les tanins sont des corps généralement amorphes, solubles dans I’eau et 1’alcool et
insolubles dans les solvants organiques apolaires. On les extraits, généralement par
des mélanges hydro-alcooliques.

= [Is précipitent, avec de nombreux réactifs et avec les sels de métaux lourds tels que
le fer, le plomb, le zinc et le cuivre 491,

= (Grace a leur astringence, les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques,
vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans
le traitement des varices et hémorroides 591,

* ]Is sont largement employés dans 1’industrie du cuir surtout dans celle des vernis et

peintures 591,

6) Les anthracénosides :
Ce sont des composés d’origine végétale ayant des propriétés laxatives et
purgatives (I’intensité de I’action les différencient : laxatif 1éger et purgatif violent). Ces
composés possedent une structure de base qui dérive du méthyl-3-dihydroxy-1,8-

anthracene (Figure 1.9).

10

Figure 1.9 : Structure du méthyl-3-dihydroxy-1,8-anthracene.

< Propriétés des anthracénosides :

Les anthracénosides sont des composés polaires a cause de leur fonction phénolique
et de leurs nombreuses fonctions alcools des sucres : ils sont donc hydrophiles et solubles
dans les solvants polaires 1.

On utilise les antrhracénosides pour :
= La préparation des patients a des examens radiologiques et colonoscopiques.

* Le maintient des selles molles en cas d’intervention chirurgicale ano-rectale.
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= En présente de constipation chez le patient qui va subir une intervention chirurgicale,
il est préférable de lui administrer une préparation a base de laxatif pour accélérer le
transit.

» Le traitement de la constipation occasionnelle liée a un traitement médicamenteux [7),

7) Les coumarines :

Historiquement, le nom de coumarine vient de «cumaru» qui est le nom de 1’arbre de
tonka (dipteryx ordorata willd, fabaceae), dans une langue amazonienne dont les feves
contiennent 1 a 3% de coumarine. Les coumarines ont été isolées pour la premiere fois en
1820. Ces composés constituent une classe importante de produits naturels et donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. , elles se trouvent dans
de nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Plus de milles
structures de coumarines ont été décrites et les plus simples d’entre elles sont largement
distribuées dans le régne végétal, avec une abondance remarquable au sein des
angiospermes 321, Les familles les plus riches en coumarines sont : les 1égumineuses, les
rutacées, les apiécées et les thymeleacées. Elles sont présentes dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les graines 3354, Se trouvant dans la nature, soit a
I’état libre ou bien combiné avec des sucres, elles sont responsables de 1'odeur

caractéristique du foin 531,

<> Structure chimique et classification:
Les coumarines sont caractérisées par une structure qui comporte un noyau benzo
(2 H)-1 pyrannone , résultant de la lactonisation de I’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique
C-2 136571 Toutefois leurs structures restent trés diverses et peuvent étre classés en deux
grands groupes %%, Coumarines simples et Coumarines complexes oll un noyau furanne

ou pyranne est associé au noyau benzo o pyrone.

a) Les coumarines simples : Ce sont celles qui ont des substituants dans le cycle
benzénique. Elles peuvent étre des dérivés hydroxylés, méthoxylés, alkylés, alcoxylés et

glycosylés de la molécule mére (Tableau 1.2) 601,
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Tableau 1.2: Structures de quelques coumarines simples.

Ri1 Rz R3
Umbélliférone H H OH
Esculétine OH OH H Ri AN
Scopolétine OCHs3 H OH
R 0
Fraxétol OCHj3; OH OH |
R

Esculine O-Glu OH H °

Fraxoside OCH;s O-Glu OH

b) Coumarines complexes : ils se constituent d’un noyau furane ou pyrane associé au

noyau benzo-a-pyrone, la prénylation est a 1’origine des coumarines polycycliques :

furanocoumarine

pyranocoumarine

Figure 1.10: Structure de quelques coumarines complexes.

< Propriétés des coumarines:

= Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques

tels que les solvants chlorés avec lesquels on peut les extraire. Les formes

hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau [71,

= Elles ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la

position des substituants et profondément modifi€ en milieu alcalin (KOH,

NaOCH3), elles sont examinées en lumiére ultra-violette [71.

= FElles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de

capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

= Les conditions structurales requises pour 1’activité antiperoxydante des coumarines

sont similaires a celles des flavonoides 591
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= Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a dire des métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent également se trouver
dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et chez certains

microorganismes 1],

8) Les saponines [62:63]

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires,
abondamment trouvés dans certaines familles du régne végétal. Ils sont principalement
produits par les plantes supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et
quelques bactéries. Leur nom provient du latin sapo signifiant "savon" en raison de leurs
propriétés a former des solutions moussantes en présence d'eau. Ce sont des hétérosides de
poids moléculaire élevé qui se composent d’une partie lipophile, 1’aglycone (ou génine) et
d’une partie hydrophile osidique. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non

polaires en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse.
< Structure et classification chimique:

Au niveau structural, les saponines sont des molécules composées de deux entités : une
génine (appelée aussi aglycone) et une fraction glycoside. La partie aglycone (sapogénine)

est constituée d’un noyau stéroidique ou triterpénique 4 (Figure 1.11).

RC,

-
-
-
-

ginsenoside R=H or sugar(s) diosgeniti cymnemagenin
Figure I.11: Structures des saponines.

< Propriétés des saponosides :
Les saponines isolées de différentes sources possedent un goiit amer, elles ont été utilisées,
en tant que détergents et pesticides, en plus de leurs applications industrielles en tant

qu’agents moussants et tensioactifs [631,
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Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été
intensivement étudiées au cours des dernieres années. La communauté scientifique a
démontré un intérét marqué envers cette classe de métabolites secondaires afin d'accélérer
le processus lié a leur développement biopharmaceutique.
= Les saponines exercent des activités biologiques trés variées telles que
hémolytique, molluscicide, anti-inflammatoire, antibactérienne et antiparasitaire,

cytotoxique et antitumorale [63:661,

= La nature amphipathique de cette classe leur procure une activité tensioactive qui
peut étre utilisée pour accroitre la pénétrabilité des macromolécules (protéines) a

travers les membranes cellulaires [67],

* Des saponines ont aussi été utilisées comme adjuvants de vaccins.

1.4.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocycliques et doué de
propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose 31, Leurs noms se terminent
toujours par <«ine>. Ils présentent des réactions communes de précipitation par lesquelles
ils sont détectés (capacité de se combiner avec des métaux). Représentant un groupe
fascinant de produits naturels, ils constituent I’un des plus grands groupes de pres de 10000

a 12000 structures 691,

< Classification:

Parmi les nombreux systémes proposés pour la classification des alcaloides, on peut
citer, selon leur biogénése et la position de 1’azote, celui qui regroupe les alcaloides en
trois classes. On distingue généralement [70-711;

& alcaloides vrais.
+ pseudo-alcaloides.

+ proto-alcaloides.

a) Les alcaloides vrais 721
Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les

plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Figure 1.12).
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Hygrine Cocaine Lobéline

Figure 1.12 : Structure de quelques alcaloides vrais.
b) Les pseudo-alcaloides :

Ce sont des composés dont le squelette carboné de base ne dérive pas d’acide
aminé. Il s’agit d’alcaloides aromatiques qui sont, dans la majorité des cas, des
isoterpénoides comme la capsaicine. La caféine et la noréphédrine sont aussi des pseudo-

alcaloides (Figure 1.13).

CH3
OH '

HE:, = N-u____.-fNWFO
I 4 | e (L)
R & NN e,

0 3 CH; O
capsaicine noréphédrine caféine

Figure 1.13 : Structures de quelques pseudo-alcaloides.

c- Les proto-alcaloides:

Ce sont des amines simples qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels I’azote
est en dehors des structures cycliques (exemple : la colchicine), certains s’associent a des
résidus terpéniques, exemple: alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le

cancer) (Figure 11.14).

0
H,CO J\
H,CO y HO NH,
H,CO O 0
0
FN
OCH,4 HO “CHj HO

Colchicine Adrénaline Dopamine

Figure 1.14 : Exemple des proto-alcaloides.
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<> Propriétés physico-chimiques des alcaloides :

= Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires trés
variables de 100 a 900 g/mol 7%,

= Les alcaloides et leurs sels purs sont, en général des produits solides cristallisés,
caractérisés par un point d'ébullition propre. Certains d’entre eux sont amorphes et
se trouvent sous forme de cires. D'autres, ayant de faibles points d'ébullitions sont
a 1'état liquide sous forme d'huiles et ont une viscosité variante 31,

= [ls sont solubles, dans I’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools,
tant qu’ils sont placés en milieu acide (sels d’alcaloides), ils sont solubles aussi,
dans les solvants organiques peu polaires comme le dichlorométhane, le
chloroforme, etc...en milieu alcalin (alcaloides sous forme de base) [741,

= [a basicité des alcaloides est trés variable et dépend de la disponibilité du doublet
libre de I’atome d’azote. Cette basicité est fortement influencée par la présence des
groupements liés a I’atome d’azote : les groupements électro-attracteurs adjacents
a l'atome d’azote diminuent la basicité tandis que les groupements électro-
donneurs la renforcent. La colchicine et la pipérine, du fait de 1’existence du

carbonyle de 1’amide, sont pratiquement neutres 731,

<> Propriétés thérapeutiques des alcaloides 76771

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leur activité

pharmacologique qui s’exerce dans des domaines variés.

= Au niveau du systeme nerveux central, ce sont des dépresseurs (morphine) ou des
stimulants (caféine)

* On notera aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux (cocaine),
d’antifibrillants (quinidine), d’anti-tumoraux (vinblastine), d’antipaludique

(quinine).

Ces différentes activités (et d’autres) conduisent a une utilisation pharmaceutique des
plantes a alcaloides. D’une manieére générale, les alcaloides sont des substances
particuliérement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que

par leur toxicité.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

1.4.3. Les terpénes et les stérols

a) Les terpenes :

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure, soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (CsHx)n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les
polyterpenes ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est
I’isopréne de formule CsHg (Figure 1.15). Le terme terpénoide désigne un ensemble de
substances présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques
(alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.) 78, Ces composés sont majoritairement
d’origine végétale. Ils sont synthétisés par les plantes, les organismes marins, les

champignons et méme par les animaux 7?1,

Figure 1.15: Structure de la molécule d'isopréne.

< Classification des terpénes [7% 301

Les terpenes forment un groupe de produits naturels largement représentés et d'un
intérét chimique considérable. Bien que de structures trés diverses, ils ont un caractere
commun: ils peuvent étre virtuellement déconnectés en unités isopréniques. De ce fait, la
classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base
isopréne, ce qui donne des: hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et
polyterpeénes comme indiqué sur la figure 1.16. Les structures de chaque classe sont

illustrées dans I’ Annexe 1.
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Cs /I\/\ - )\/\ Hémiterpénes

IPP \l/ DMAPP

Cio —— = Monoterpénes et iridoides

|

— C45 —— = Sesquiterpénes

» D +IF'F'l

Cop — = Diterpénes

Cos o Sesterpénes

Cap - Triterpénes, stéroides

Tétraterpénes, caroténoides

Y

Figure 1.16 : Classification des composés terpéniques.

b) Les stérols :
Les stérols posseédent une structure chimique proche de celle du cholestérol. Cette
proximité permet a ces derniers de tromper l'organisme permettant ainsi de limiter le
passage du cholestérol de l'intestin vers le sang. Ce sont des substances naturelles

stéroidiques caractérisées par un noyau polycyclique portant une fonction alcool 761,

< Classification des stérols :

Selon 1TUPAC, les stéroides incluent tous les lipides possédant un noyau
cyclopentanophénanthrénique (stérane) ou dérivant de celui-ci "1, Cette définition ne
catégorise pas les différents types de stéroides. Toutefois, 'TUPAC précise que les « stérols
sont des stéroides » se caractérisant par la présence d'un groupe hydroxyl -OH sur le

carbone Cs et comme exemple, le cholestérol (Figure 1.17).

N

En revanche, pour plusieurs biochimistes, les « stérols constituent une catégorie a part

entiére incluant les stéroides, ainsi que cing autres sous-classes 81
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« Les stérols et dérivés : cholestérol, phytostérol et stérides .

« Les stéroides : cestrogeénes, androgenes, gluco- et minéralocorticoides .
« Les sécostéroides : vitamine D.

+ Les stéroides conjugués.

+ Les hopanoides.

Stérane

. O\\\\“

[-sitostérol Vitamine D

Cardénolide

Figure 1.17 : Quelques exemples de stéroides.
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< Intéréts des terpenes et des stérols:

= Les terpénoides sont connus comme doués de propriétés antifongiques et
antibactériennes. Le mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il
pourrait induire une destruction de la membrane du microorganisme par une action
lipophilique 7.

= Les triterpenes font un groupe de produits naturels de premiere importance dans les
terpenes. Ils sont responsables d'une multitude d'activités biologiques
cytostatique, antivirale, insecticide, anti-inflammatoire, molluscicide et
analgésique 1321,

= Le B-sitostérol appartient a la famille des stérols végétaux ou phytostérols,
composés naturels présents dans toutes les plantes. Le B-sitostérol est comparable
au cholestérol. Il peut aider a réduire le taux de cholestérol en limitant la quantité
de cholestérol qui peut entrer dans le corps. Le B-sitostérol est également reconnu
pour son activité anti-inflammatoire 831,

= Les stérols sont des constituants de membranes cellulaires qui jouent un rdle tres

important dans la perméabilité de celles-ci et aussi dans la prolifération

cellulaire [76:84],

1.4.4. Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des composants liquides et hautement volatiles des plantes
marqués par une odeur forte et caractéristique, les terpenes (principalement les
monoterpenes) représentent la majeure partie (environ 90%) de ces composants. Les HES
ne contiennent pas de corps gras (lipides). Elles sont obtenues par distillation par la vapeur

d’eau et sont plus ou moins modifiées au cours de la préparation 831,

< Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules
glandulaires spécialisées, souvent situ€es sur ou a proximité de la surface des tissus des
plantes et recouvertes d’une cuticule 861, Ces huiles essentielles se rencontrent dans tout le
regne végétal. Cependant elles sont particulicrement abondantes chez certaines familles:
les coniféres, les rutacées, les ombelliferes, les myrtacées, les lamiacées, Asteraceae,

Apiaceae et les poacées. Tous les organes peuvent en renfermer, surtout les sommités
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fleuries (lavande, menthe...) mais on en trouve aussi dans les racines ou rhizomes (vétiver,
gingembre), dans les écorces (cannelle), le bois (camphrier), les fruits (poivres) et les
graines (Muscade).Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs,

feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits et graines 87881,

<> Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles volatiles sont des mélanges trés complexes dont les constituants sont
principalement des monoterpenes et des sesquiterpenes de formule générale (CsHg) n. Les
composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures incluent des alcools, des aldéhydes, des
esters, des éthers, des cétones, des phénols et des oxydes. On estime qu’il y a plus de 1000
monoterpene et 3000 de structure sesquiterpéne. D’autres composés incluent des
phenylpropanes et des structures spécifiques contenants le soufre ou 1’azote, la figure 1.18

présente la structure de quelque composants retrouvés dans les huiles essentielles.

CHO - Ha OHi
| l |
CHz CHa Ha
HO
Ha 1 CH3 | l |
[TH CHa Ha CHa Hal CHa

Geranidl Citronellal B-Myrcéne Néral
Hs Ha Y/
/)
HO
Ha H .
a-Pinéne Linanool Terpinéne-4-ol Selina-6-en-4-ol
CH, S~
\\ o
H, CH, =
d-Limonéne a-Cadinol

Figure 1.18 : Structures rencontrées dans les huiles essentielles.
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<> Propriétés physico-chimiques 36881

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment
un groupe trés homogene, qui a des propriétés communes représentées dans les points
suivants :
e Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et
volatiles, ce qui les différencient des huiles dites fixes.
* Elles sont plus ou moins colorées et peuvent conférer leur odeur a 1’eau. Leur densité
est en général inférieure a celle de I’eau.
e  Leur indice de réfraction et pouvoir rotatoire sont tres élevés.
* Elles sont entrainables par la vapeur d’eau et solubles dans 1’alcool, 1’éther et les
huiles fixes, mais insolubles dans ’eau.
* Elles sont altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux. Il convient alors de les conserver a 1’abri de la

lumiére et de 1’ air.

< Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles :

Depuis longtemps, les huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique. Leurs
applications dans ce domaine sont vastes. Elles requiérent de bonnes connaissances de ces
substances et du fonctionnement du corps humain. L’usage des huiles essentielles en
médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus de syntheése
organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique, alimentaire et cosmétique. Celles
ci sont considérées comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont
irremplagables. Elles ont une action antiinflammatoire, antiseptique, antivirale,
désodorisante, insecticide et antioxydante %%, Néanmoins, une seule huile peut avoir
plusieurs utilisations a la fois.

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere premicre destinée a
différents secteurs d’activité. Le tableau L.3 regroupe les différentes compositions

chimiques des huiles essentielles et leurs activités biologiques.

< Toxicité des huiles essentielles :
La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue; on manque aussi de
données sur leurs éventuelles propriétés mutageénes, tératogeénes ou cancérogenes. On
connait par contre beaucoup mieux le risque de toxicité aigue lié a une ingestion massive,

en particulier la neurotoxicité de huiles essentielles a thuyone (thuya, absinthe, tanaisie,
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sauge, officinale) ou a pinocomphone (hysope): ces cétones induisent des crises

épileptiformes et tétaniformes et des troubles psychiques et sensoriels nécessitant

I'hospitalisation. De telles intoxications ne sont pas exceptionnelles car il ya d’'autres

monoterpenes qui sont également toxiques a des doses fortes: camphre, menthol, (risque de

spasme de glotte chez le jeune enfant), cinéole, et E-anéthole 1921,

Tableau 1.3 : Principaux composés des huiles essentielles et leurs activités biologiques.

Nom de
1'élément Activités biologiques
biochimique
Les acides Anti-inflammatoires trés puissants, agissent en calmant le systéme
nerveux.
Les aldéhydes | Anti- inflammatoires, calmants du systéme nerveux, anti- infectieux et

peuvent irriter les muqueuses et la peau.

Les cétones

Anti-inflammatoires, anti-infectieux, stimulent le systéme immunitaire a
faibles doses, cicatrisantes, calmantes et peuvent €tre neurotoxiques a
forte dose.

Les huiles essentielles, riches en cétones, ne doivent pas étre employées
seules.

Les éthers

Effets antalgiques, rééquilibrants nerveux (antidépresseurs psychiques) et
a inversion des effets si les doses sont trop élevées.

Les esters Rééquilibrants nerveux.
Stimulants du systéeme immunitaire et ont des propriétés antiseptiques et
Les antalgiques.
monoterpenes | Peuvent occasionner des brlilures importantes sur la peau, donc leur
action doit étre limitée dans le temps.
Anti-infectieux et a action contre les microbes, les champignons, les
Les phénols | virus et les bactéries, irritants pour la peau et les muqueuses (peuvent
entrainer des briilures).
Peuvent (en grande quantité) endommager le foie en détruisant les
cellules hépatiques.
Anti-inflammatoires, anti- allergiques et ayant un emploi important en
Les cosmétologie
sesquiterpeénes | car ont une bonne tolérance avec la peau et ont des propriétés

thérapeutiques




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

10.

11.

12.

13.

Références du chapitre I

Jeaun, J. M., Annie. F., Chrystian. J. L., (2005). les composés phénoliques des
végétaux, p203- 204.

Macheix J., Fleuriet A. & Jay-Allemand C., (2005). Les composés phénoliques des
végétaux. (Ed.) Presses polytechniques et universitaire romandes. pp:1-32.

Lutge U., Kluge M., Bauer G., (2002). Botanique 3¢me Ed : Technique et
documentation. Lavoisier .Paris. p: 211.

Abderrazak M. et Joél R., (2007). La botanique de A a Z. Ed. Dunod. Paris. p:177.
ISBN 10: 2100506382.

Gravot A., (2008). Introduction au métabolisme secondaire chez les végétaux. Equipe
pédagogique Physiologie Végétale, UMR 118 APBV. Université de Rennes 1 — L2.
Vermerris W., (2006), Phenolic compound biochemistry, Springer, Dordrecht. ISBN10
1-4020 5163-8 (HB).

Bruneton, J., (1999).Pharmacognosie, Phytochimimie, Plantes médicinales. 3éme F(q.
Paris.

Lugasi A., Hovari J., SagiK., and Biro L  (2003). The role of antioxidant
phytonutrients in the prevention of diseases.J.Acta.biologica. szegediensis. 47 (1-4)
pp:119-125.(Cited in Mohammedi Z, 2005).

Sarni-Manchado P, Veronique C, (2006). Les polyphénols en agroalimentaires.
Collection sciences et techniques agroalimentaires, édition TEC et DOC, Paris (France).
p: 398.

Lebham, (2005). These au laboratoire d'Ecophysiologie et de Biotechnologie des
Halophytes et des Algues au sein de 1'Institut Universitaire Européen de la Mer. (IVEM).
Université de Bretagne Occidentale (UBO).

Beta.T; Nams.S; Dexter.J.E; Sapirstein. H. D, (2005). Phenolic content and
antioxidant activity of pearled ubeat and roller-milled fonctions,Creal chem.. pp: 390-
393.

Hennebelle, T., Sahpaz, S., Bailleul, F., (2004). Polyphénols végétaux, sources,
utilisations et potentiel dans la lutte contre le stress oxydatif. Phytothérapie, 1,
pp: 3-6.

Stalikas, C. D (2007). Extraction, separation, and detection methods for phenolic acids

and flavonoids Review. J. Sep. Sci. 30, pp: 3268-3295.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

Middleton, E., Kandaswami, C., Theoharides, T. C., (2000). The effects of plant
flavonoids on mammalian cells: implications for inflammation, heart disease and cancer.
Pharmacol Rev, 52 ; pp: 673-839

Martin S. et Andriantsitohaina R., (2002). Mécanismes de la protection cardiaque et
vasculaire des polyphénols au niveau de 1’endothélium. Annales de cardiologie et
d’angéiologie, 51 ; pp :304-315.

Boizot N. et Charpentier.J.P., (2006). Méthode rapide d’évaluation du contenu en
composés phénoliques des organes d’un arbre foustier. Le cahier des techniques de
I’Inra. pp : 79-82. (cited in DjemaiZoueglache S, 2008).

Epifano F., Genovese S., Menghini L. and Curini M, (2007). Chemistry and
pharmacology of oxyprenylated secondary plant metabolites. Phytochemistry; 68: pp:
939-953.

Fiuza, S. M., Gomes, C., Teixeira, L. G., Girao da Cruz, M. T., Cordeiro, M. N.,
Milhazes, N., Borges, F., Marques, M. P. M, (2004). Phenolic acid derivatives with
potential anticancer properties-a structure-activity relationship study. Part 1: Methyl,
propyl and octyl esters of caffeic and gallic acids. Bioorg. Med. Chem. 12, pp: 3581
3589.

Sumner, M. D., Elliott-Eller, M., Weidner, G., Daubenmier, J. J., Chew, M. H.,
Marlin, R., Raisin, C. J., Ornish, D, (2005). Effects of pomegranate juice
consumption on myocardial perfusion in patients with coronary heart disease. Am. J.
Cardiol. 96, pp: 810-814.

Lugasi A ; Hovari J ; Sagi K.V ; et Biro L, (2003). The role of antioxidant
phytonutriments in the prevention of diseases. Acta. Biologica Szegedientsis 1-4. pp:
119-125.

Dacosta Y, (2003). Les phytonutriments bioactifs. Ed Yves Dacosta. Paris. p: 317.
Bragazza L. & Freeman C, (2007). High nitrogen availability reduces polyphenol
content in Sphagnum peat. Science of the Total Environment. 377, pp: 439-443.
Chanforan, C., (2010). Stabilit¢ de microconstituants de la tomate (composés
phénoliques, caroténoides, vitamines C et E) au cours des procédés de transformation :
études en systeémes modeles, mise au point d'un modele stoechio-cinétique et validation
pour 1’étape unitaire de préparation de sauce tomate. These de Doctorat : Université

D’AVIGNON et des PAYS de VAUCLUSE.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.

36.

Balasundram N., Sundram K. and Sammam S, (2006). Phenolic compounds in plants
and agri-industrial by-products: antioxidant activity, occurrence, and potential uses.
Food Chemistry. 99: pp: 191-203.

Ghestem A., Seguin E., Paris M., and Orecchioni A.M, (2001). Le préparateur en
pharmacie dossier 2°™Ed TEC&DOC. Paris. pp:275. (cited in Djemai Zoueglache S,
2008)

Ghedira K, (2005). Les flavonoides: structure, propriétés biologiques, rdle
prophylactique et emplois en thérapeutique. Phytothérapie, Vol 3(4) ; pp:162-169.
Graham T.L (1998). Flavonoids and flavonal glycoside metaolism in arabidopsis.
Plant physiol. biochem. 36, pp:135-44

Schijlen E.G.W.M., Ric de Vos C.H.,, Van Tunen A.J. & Bovy A.G, (2004)
Modification of flavonoid biosynthesis in crop plants. Phytochemistry. 65, pp:
2631-2648.

De Rijke E., Out P., Niessen W M A., Ariese F., Gooijer C., Brinkman U A T,
(2006). Analytical separation and detection methods for flavonoids. Journal of
Chromatography A 1112: pp: 31-63.

Beecher G. R, (2003).Overview of dietary flavonoids: nomenclature, occurrence and
intake. J. Nutri., 133 (10), 3248S-3254S.

Williams C.A., Grayer R. J, (2004). Anthocyanins and other flavonoids. Nat. Prod.
Rep.Vol. 21(4); pp: 539-573.

Kueny-Stotz M, (2008). Contribution a la chimie des flavonoides : élaboration de
squelettes flavylium sophistiqués, nouvelle voie d'acces aux flavan-3-ols et aux
proanthocyanidines. Thése pour 1’obtention du Diplome de Doctorat en Chimie
organique, Université Louis Pasteur Strasbourg, France. p54.

Louis S, (2004). Diversité structural et d’activité biologique des Albumines
sentomotoxiques de type 1b des 1égumineuses. These de doctorat. Lyon, p.259.
HOPKINS., (2003). Physiologie végétale, 2°™ édition, Boeck, pp: 276-280.

Yang J.,, Guo J., and Yuan J, (2008). In vitro antioxydant properties of rutin.
LWT.41:1060-1066. (cited in Djemai Zoueglache S, 2008).

Belyagoubi Née Benhammou Nabila, (2012), Activité antioxydante des extraits des
composés phénoliques de dix plantes médicinales de 1’Ouest et du Sud-Ouest Algérien.

These Doctorat en Biologie, pp: 8-11. Université Aboubakr Belkaid-Tlemcen.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Bruneton J, (2009). Pharmacognosie, Phytochimie, Plantes médicinales. Lavoisier Tec
& Doc (4°™ Ed.), p.1268.

Hemingway, R.W, (1992). Structural variation in proanthocyanidins and their
derivatives. In: Lpant polyphenols: synthesis, proprieties, significande. Laks P.E,
Hemingway R.W New York.

Guignard J.L, (2000). Biochimie végétale. 2™ Ed. Dunod. Paris.

Cavin, A, (1999). Investigation phytochimique de trios plantes Indonésiennes aux
propriétés antioxydantes et antiradicalaires: Tinos poracispa (Menispermacées),
Merremia emarginata (Convolvalacées) et Oropea enneanda (Annonacées). These de
doctorat Lausanne, p. 241.

Bennick, A, (2002). Interaction of plant polyphenols with salivary proteins. Croit. Revy.
Oral.Biol. Med, pp: 184-196

Koivikko R., Loponen J., Honkanen K. and Jormalainen V, (2005). Contents of sol
cellwall-bound and exuded phlorotannins in the brown alga Fucus vesiculosus,
implications on their ecological functions. Journal of Chemical Ecology, 31 (1); pp: 195-2
Koivikko R., Loponen J., Erinen J.K. and Jormalainen V, (2008). Variation of
phlorotannins among three populations of Fucus vesiculosus as revealed by HPLC and
colorimetric quantification. Journal of Chemical Ecology, 34; pp: 57-64.

Ghestem A ; Seguin E; Paris M; Orecchioni AM, (2001). Le préparateur en
pharmacie. Dossier 2, Botanique-Pharmacognosie-Phytotherapie-homeopathie. Tec et
Doc (Ed), p 272.

Khanbabaee K. and Ree T.V, (2001). Tannins: Classification and definition. .Natural
Products Rep., 18; pp: 641-649.

Peronny. S, (2005). La perception gustative et la consommation des tannins chez le
MAKI (Lemur Catta).Theése de Doctorat du Muséum national d’histoire naturelle.
Atefeibu E.S.I, (2002). Contribution a I’étude des tanins et de 1’activité antibacterienne
d’Acacia Nilotica Var Andesonii .Theése de Doctorat, université cheikh Anta Diop de
Dakar. P.33.

Derbel S. et Ghedira K, (2005). Les phytonutriments et leur impact sur la santé.
Phytothérapie et Nutrition. 1 ; pp: 28-34.

Bouhadjera Keltoum, (2005). contribution a 1’étude chimique et biologique de deux
plantes médicinales sahariennes .Oudneya africana R.Br. et Aristida pungens L. Diplome

de Doctorat Chimie Organique Appliquée. université abou bekr Belkaid.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

50.
51.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Paris M., Hurabeille M, (1981). Abrégé de mati¢re médicale, tomel, Masson, 102-107.
Vigor Claire, Vercauteren Joseph et Montels Jérome, (2010-2011). TRAVEAUX
PTATIQUES DE PHARMACOGNOSIE; les substances naturelles dans la chaine
médicament.

Iserin P, (2001). Larousse encyclopédie des plantes médicinales: identification,
préparations, soins. Larousse, Paris.

Deiana S, Gessa CE, Palma A, Premoli A, Senette C, (2003). Influence of organic
acids exuded by plants on the interaction of copper with the polysaccharidic components
of the root mucilage, Organic Geochemistry, vol. 34 (pp: 651-660.

Booth, D.B., J.R. Karr, S. Schauman, C.P. Konrad, S.A. Morley, M.G. Larson, and
S.J. Burges, (2004). Reviving urban streams: land use, hydrology, biology, and human
behavior. Journal of the American Water Resource Association, October 1351-1364
Cowan, M.M., (1999). Plant Products as Antimicrobial Agents. Clin. Microbiol Re, 12
(4): 564- 582.

Harkati B, (2011). valorisation et identification structurale des principes actifs de la
plante de la famille ASTERACEAE : Scorzonera Undulata, Theése de doctorat Universite
Mentouri Constantine.

Lake, B. G., (1999). Coumarin Metabolism, Toxicity and Carcinogenicity: Relevance
for Human Risk Assessment. Food and Chemical Toxicology 37(4); pp: 423-453.
Smyth, T., Ramachandran, V. N., et Smyth, W. F., (2009). A study of the
antimicrobial activity of selected naturally occurring and synthetic coumarins.
International Journal of Antimicrobial Agents 33(5); pp: 421-426.

Floc’h F., Mauger, F., et Desmurs, J. R., (2002). Coumarin in plants and fruits."
Perfumer & flavorist 27(2); pp:32-36.

Cohen A. J., (1979). Critical review of the toxicology of coumarin with special
reference to interspecies differences in metabolism and hepatotoxic response and their
significance to man." Food and Cosmetics Toxicology 17(3) ; pp:277-289.

Hoffman L, (2003). Etude du métabolisme des phénylpropanoides; analyse de
I’interaction de la caféoyl-coenzyme A 3-O-méthyltransférase (CCoAOMT) avec son
substrat et  caractérisation  fonctionnelle d’une nouvelle acyltransférase,
I’HydroxyCinnamoyl-CoA : shikimate/quinate hydroxycinnamoyl Transtérase (HCT).
These de Doctorat : Université de LOUIS PASTEUR-STRASBOURG L.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Betina Bencharif Soumeya., (2014). Isolement et caractérisation de saponosides
extraits de deux plantes médicinales : Cyclaen africanum, Zygophyllum cornutum, et
évaluation de leur activité anti-inflammatoire. These de Doctorat en cotutelle Université
de Constantinel/Université de Bourgogne.

Das T K., Banerjee D., Chakraborty D., Pakhira M C, Shrivastava B, Kuhad R C.,
(2012). Saponin: Role in Animal system. Vet. World. 5(4): 248-254

Thakur M , Melzig M, Fuchs H, Weng A., (2011). Chemistry and pharmacology of
saponins: special focus on cytotoxic properties. 1. 19-29

Abid A., Naqvi T.S., Naqvi M.S., (2012). Identification of Phytosaponins as Novel
Biodynamic Agents: An Updated Overview. ASIAN J.LEXP.BIOL.SCI . 3 459-467
Chaieb I., (2010). Saponins as insecticides: a review. Tunisian Journal of Plant
Protection 5. 39-50.

Makkar H.P.S., Siddhuraju P., Becker K (2007). Plant Secondary Metabolites
Humana. 17-26

Zenk M.H., Juenger M, (2007). Evolution and current status of the phytochemistry of
nitrogenous compounds. Phytochemistry, 68, (22-24), pp: 2757-2772.

Stockigt J., Sheludk Y., Unger M., Gerasimenko I., Warzecha H. and Stockigt D,
(2002). High performance liquid chromatographic, capillary electrophoretic and
capillary electrophoreticelectrospray ionisation mass spectrometric analysis of selected
alkaloid groups. Journal of Chromatography A, 967(1), pp: 85-113.

Dehak K., (2013). Méthodes d’extraction et de séparation des substances naturelles.
Université KASDI Merbah Ouargla.

Beddou F, (2015). Etude phytochimique et activités biologiques de deux plantes
médicinales sahariennes Rumex vesicarius L. et Anvillea radiata Coss. & Dur. These de
Doctorat, Université Abou Bekr Belkaid.Tlemcen, Algerie.

Tadeusz Aniszewski, (2007). Alkaloids - Secrets of Life, Alkaloid Chemistry,
Biological significance, Applications and Ecological Role, Elsevier.

M. Paris, M. Hurabeille, (1986). Abrégé de matiére médicale, tome2, Masson, 256-
266.

Vigor Claire,Vercauteren Joseph et Montels Jérome, (2010-2011). TRAVEAUX
PTATIQUES DE PHARMACOGNOSIE; les substances naturelles dans la chaine

médicament.




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.
85.

86.

Organisation mondiale de la santé, (2003). K.P. Stenart B, editor(ed), World cancer
raport Lyon, Larc Press, PP.11.

Bruneton, (1993). Phytochimie et plantes médicinales; Paris, Pharmacognosie 2 édition,
Techniques et documentation, Lavoisier, pp.200-274.

BEDIAGA M., (2011). Etude ethnobotanique, phytochimique et activités biologiques
de Nauclea Latifolia smith une plante médicinale africaine récoltée au Mali . thése de
doctorat. Université de bamako . p 10.

Malecky, M. (2005). Métabolisme des terpenoides chez les caprins, thése Pour obtenir
le grade de docteur de [I’Institut des Sciences et Industries du Vivant et de
I’Environnement, Agro Paris Tech. p 9, 13-19, 20, 27.

Benaissa O., (2011). Etude des métabolismes terpénique et flavonique d’especes de la
famille des composées, genres Chrysanthemum et Rhantherium. Activité Biologique,
These Doctorat, université Mentouri Constantine. 63p.

Loomis D; Croteau R., (1980). Biochemistry of Terpenoids: A Comprehensive
Treatise. In: P. K. Stumpf and E. E. Conn (eds.) The Biochemistry of Plants. Lipids:
Structure and Function No. 4. pp: 364-410. Academic Press, San Francisco.

Fahy E., Subramaniam S., Brown H.A., Glass C.K., Merrill A.H. Jr., Murphy R.C.,
Raetz C.R., Russell D.W., Seyama Y., Shaw W., Shimizu T., Spener F., van Meer
G., VanNieuwenhze M.S., White S.H., Witztum J.L., Dennis E.A., (2005). A
comprehensive classification system for lipids, J Lipid Res., vol. 46(5), pp:839-861
Fernandez, M. A., De las Heras, B., Garcia, M. D., Saenz, M. T., Villar, A., (2001).
New insights into the mechanism of action of the anti-inflammatory triterpene Iupeol. J.
Pharm. Pharmacol. 53, pp :1533-15309.

Nirmal, S. A., Pal, S. C., Mandal, S. C., Patil, A. N., (2012). Analgesic and anti
inflammatory activity of [-sitosterol isolated from Nyctanthes arbortristis leaves.
Inflammopharmacology 20, pp :219-22

Rahal, S., (2004). Chimie des Produits Naturels et des Etres Vivants, pp:39-44.
FIGUEREDO G., (2007). Etude chimique et statistique de la composition d“huiles
essentielles d'origans (Lamiaceae) cultivés issus de graines d'origine méditerranéenne,
Ecole Doctorale Des Sciences Fondamentales. P13.

Rakotonanahary, M., (2012). these présentée pour I’obtention du titre de docteur en

pharmacie dipldme d’état, université Joseph Fourier. p16, 19, 27, 28




Chapitre 1 Principales Classes de Métabolites Secondaires

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Oussala M., Caillet S., Saucier L., Lacroix M, (2006). Antimicrobial effects of
selected plant essential oils on the growth of a Pseudomonas putida strain isolated from
meat-Meat Science, Vol. 73; pp 236-244.

LAIB, 1., (2011). Etude des activités antioxydante et antifongique de 1’huile essentielle
des fleurs séches de Lavandula officinalis sur les moisissures des 1égumes secs, diplome
de Magister en Sciences Alimentaires, université Mentouri Constantine. p23, 25- 27.
Svoboda K.P. et Hampson J.B., (1999). Bioactivity of essential oils of selected
temperate aromatic plantes : antibacterial, antioxidant, antiinflammatory other related
pharmacological activities.plant Biology Department, SAC Auchincruive, Ayr, Scotland,
UK.,KA6 SHW.)

Baser, K.H.C. and G. Buchbauer, (2015). Handbook of essential oils: science,
technology, and applications: CRC Press.

Valnet, (2003). Les huiles essentielles, une santé toute naturelle. Phytothérapie de la
recherche a la pratique, 1(1), 12.

Willem, J.P., (2009). 60 maux sont soignés par les huiles essentielles : 1’aromathérapie

au quotidien pour toute la famille, Les minipockets de santé.




' (C]hhaqpftlt]r@ I

« ACTIVITES
BIOLOGIQUES
(ANTIOXYDANTE ET
ANTIBACTERIENNE)




Chapitre 11 Activité Biologique (Antioxydante-Antibactérienne)

IL.1. Activité anti-oxydante

I1.1.1. Introduction

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

controlé et la production de radicaux dérivés de I’oxygene 1.

I1.1.2. Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un
déséquilibre entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de I’organisme en
faveur des premiers, ce qui conduit & des dommages cellulaires irréversibles 2 (Figure
I1.1). Cette perturbation peut avoir diverses origines, telle que la surproduction endogene
d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou
une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants comme la pollution, un
contact avec le rayonnement gamma, ultraviolet ou méme 1’0zone, certains pesticides et
solvants, métaux toxiques, exercice intense ou mal géré, consommation de tabac et

d’alcool et aussi prise des médicaments [3!,

LE STRESS OXYDANT : TOUTE UNE QUESTION D'EQUILIBRE

@ nmi-oxvoants @ rro-oxvoanTs

Enzymes ( Enzymes
Protéines (¢
Molécules de petite taille UV, radiations, agents cancérigénes,

. ) pollution, tabagisme, alcool, stress
(vitamines, flavonoides...)

Oligoéléments
HOMEOSTASIE STRESS
. ‘ PAS DE STRESS . ’ OXYDANT
STRATEGIE Cibler équilibre de cette balance pro- et Znnliuxnl.nnh- permettrait de prévenir
ou traiter les pathologies associées a un stress oxydant majeur.

Figure II .1: Stress oxydant.
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Cependant, le stress oxydatif est un fonctionnement de l'organisme qui est normal
tant qu'il ne dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui
consomment de lI'oxygeéne produisent des radicaux libres qui sont de petites substances
chimiques trés oxydées par le contact avec l'oxygeéne, et dont nos cellules savent
normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif devient anormal lorsque les
cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a éliminer, soit ne disposent
pas de ressources anti-oxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les

éliminer 1,
I1.1.3. Radicaux libres et espéces réactives

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs
électrons non appariés ¥, cette molécule est tres instable et réagi rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche

en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre 61,

Les especes réactives oxygénées ERO, classe spécifique de radicaux, incluant les
radicaux libres comme le radical hydroxyl (OH), le radical superoxyde (O2’) et sa forme
protonnée (HOy"), le radical peroxyl (ROOr) ainsi que les especes non radicalaires comme
le peroxyde d’hydrogeéne (H202) et I’oxygene (O2), sont produites par divers mécanismes
physiologiques a dose raisonnable (Figure IL.2) 7. Ces espéces réactives de 1’oxygéne

doivent étre neutralisées immédiatement par différents systémes antioxydants 1,

ESPECES RADICALAIRES

radical radicaux
hydroxyle lipidiques
LO"

anion "OH
superoxyde LOO"

102

Oxygéne
singulet
. H,0, HoCI
Peroxyde Acide
d’hydrogéne hypochloreux

ESPECES NON RADICALAIRES

Figure I1.2: Especes Réactives de I’Oxygene (ERO).
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I1.1.4. Origines des especes réactives de I’oxygene
Il existe deux sources différentes de ces radicaux libres :
» Production endogéne

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur énergie,
joue un rdle capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de coenzymes transporteurs
d’hydrogene 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. D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source
d’énergie importante puisque 36 molécules d’ATP a haut potentiel énergétique sont
générées lors de la réduction de 1’oxygene. Par contre, dans les conditions physiologiques,
environ 0,4 a 4 % d’électrons s’échappent, réagissent directement avec 1’oxygene dissous

dans le cytoplasme et donnent naissance a des ERO (Figure I1.3) 101,

O2
1 1e”
O,
(anion superoxyde)
1e- DRismutation o,
H,O,
4e (peroxyde d’hydrogéne)
1 e < Fenton Fe2+
OH’
(radical hydroxyle)
" 1e”
H,O

Figure I1.3 : Formation des Especes Réactives résultant d’une
réduction progressive de I’oxygene.

» Formation par voie exogéne
Les ERO peuvent également générées par différents agents non enzymatiques comme les
rayonnements UV induisant la synthése de radicaux libres (O™, OH") et des molécules

génératrices de radicaux libres (H202) par I’intermédiaire d’agents photosensibilisants,
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ainsi que les radiations ionisantes (Figure II .4). L’ingestion d’alcool ou de médicaments
est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes dont les structures

peuvent jouer le role d’accepteurs et de donneurs d’électrons 11,

uv
lumieére

H,0, _UYV 2.0H

Figure I1.4: Radiations UV de la lumiere.

I1.1.5. Maladies liées aux stress oxydatif

De nombreuses anomalies pathologiques sont induites par le stress oxydant : baisse
de la fluidit¢ des membranes, diminution de la sensibilité a I’insuline, perturbation de
I’immunité cellulaire, fibrose, dépdts de lipides oxydés, affaiblissement musculaire, 1ésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment
lors de I’oxydation des lipides, malformation des feetus, formation d’auto-anticorps et

immunosuppression 12131,

En conséquence, le stress oxydant sera la cause initiale et essentielle de plusieurs
maladies telles que le cancer, la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, le syndrome
de détresse pulmonaire aigu, 1I’cedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré, 1’ Alzheimer,

parkinson, les infections intestinales, le rhumatisme et le diabéte 14151,
I1.1.6. Antioxydants

L’organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la
production des RL. Les molécules controlant cette production sont désignées par le terme
«antioxydant». Du point de vue biologique, les antioxydants sont toute substance qui,

présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe
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significativement 1’oxydation de ce substrat 1%, et dont les produits de réaction avec

I’oxydant ne sont pas toxiques 171,

I1.1.6.1. Caractéristiques des antioxydants:

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il requiere les propriétés

suivantes 151,

RN NN

Agi spécifiquement sur les radicaux libres ;
Chélate les métaux de transition ;
Agi en synergie avec d’autres antioxydants pour se regénérer ;

Agi a des concentrations physiologiques relativement faibles ;

I’oxydant.

I1.1.6.2. Principe des antioxydants:

La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec

La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les anti-oxydants

bloquent cette chalne et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules du corps.

Les anti- oxydants vont se lier aux radicaux libres et réalisent une réaction d'oxydation

avec eux, ce qui va les rendre inoffensifs et donc rendre impossible leurs oxydations par les

protéines ou les acides gras (Figure ILS).

Antioxydants et radicaux libres

Membrane

Radical
cellulaire libre .
A @ * s
a > |

o !
e 4 e o:y':it:nt
*d -
e, @
= > Cellule * h;» » |

Figure IL.5 : principe des antioxydants.
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I1.1.7. Antioxydants et systeme de défence

Les antioxydants, analogues de 1’acide ascorbique, sont des substances
naturellement présentes dans l'organisme et capables de neutraliser ou stabiliser les
radicaux libres par résonance (Figure I1.6). L’organisme posseéde des enzymes qui peuvent
métaboliser les ERO [18],

Les systémes de défense contre les dommages induits par ROS/RNS sont classés en
trois catégories : Les antioxydants préventifs qui suppriment la formation de radicaux libre,
les antioxydants piégeurs de radicaux, qui inhibent ou empéchent le déclenchement des
réactions en chaine et arrétent la propagation et les antioxydants impliqués dans des

processus de réparation.

OH
HO O.__o
+ R®
QO OH
AscH ™

Figure I1.6 : Actions de la vitamine C sur les radicaux actifs.

En effet, les cellules disposent d’un ensemble complexe de défenses anti-oxydantes
(Figure I1.7). Ces dernicres peuvent se diviser en systémes non enzymatiques ; apportées
par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; et systemes enzymatiques qui se
composent d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et les systémes de réparation

des dommages oxydatifs comme les endonucléases 191,
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Figure I1.7 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (ERO)

et des antioxydants régulateurs de leur production.

I1.1.8. Role des antioxydants dans la prévention des AVC (accidents
vasculaires cérébraux) et de I’hypertension artérielle

Si les antioxydants ont le pouvoir d’excéder la capacité des radicaux libres a
endommager les tissus de l’organisme et prévenir, particulicrement, les maladies
cardiovasculaires, il parait évident de corréler ce pouvoir a une activité vasodilatatrice.

En effet, Burn et al, 2000 201 et K.Chira et al. 2008 21, ont démontré une étroite relation
entre 1’activité antioxydante et la capacité vasodilatatrice d’un groupe de composés
phénoliques. De méme, d’autres études ont abouti a conclure que les antioxydants agissent
comme vasodilatateurs et par la suite aident a baisser la pression artérielle et prévenir les

attaques vasculo-cérébrales (AVC) [1922,231,

I1.1.9. Méthodes d'évaluation des propriétés anti-oxydantes in vitro
L’activité anti-oxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a

I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide

ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) P4 ainsi, que les composés

phénoliques (acide gallique) (Figure IL.8).
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HC OH OH

Acide ascorbigue (vitamine C) Acide gallique

Tocophérol (vitamine E)

Figure I1.8 : Structure des antioxydants les plus connus.

En revanche, la plupart des structures des antioxydants possédent des groupes
hydroxyphénoliques dont les propriétés anti-oxydantes sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles (OH") et superoxydes (O2") [231,

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, I’activité anti-oxydante
par piégeage de radicaux différents (Tableau II.1), comme les peroxydes ROQOe par les
méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 126! et TRAP (Total Radical-
Trapping Antioxidant Parameter) 127! les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
Reducing Antioxidant Parameter) 81 ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de I’acide
2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) ?°! ainsi que la méthode utilisant le

radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle) 131,

Du point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé
pour des composés possédant la fonction OH BU. 11 s’effectue a température ambiante, ceci

permet d’€éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles.
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Le test est largement utilisé au niveau de I’évolution des extraits naturels trés riches en

composés phénoliques 32331

Tableau II.1: Apercu des différents tests pour la mesure de la capacité antioxydante globale.

Méthode Nom Générateur de radicaux | Standard Mesure/Calcul
TEAC Total équivalent ABTS + horseradisch Décoloration du radical
antioxydant capacité | peroxydase + peroxyde Trolox ABTSe-: A=734 nm
d’hydrogene formation Unité : équivalent Trolox
du radical (ABTSe+)
FRAP Ferric reducing ability | Réduction du Fe(III) Changement
of plasma (TPTZ)2 CI3 Fe(II) d’absorbance a A=593nm
Unité : FRAP par rapport
a une solution de Fe(II)
CUPRAC Cupric reducing Réduction du cuivre(Il) acide Absorbance a A =450 nm
antioxydant capacity néocuprione urique Unité : équivalent d’acide
urique
DPPH 2,2 DPPH Diminution de
diphénylpicrylhydrazyl Trolox I’absorbance A=515nm
Unité : équivalent Trolox
TRAP Total radical trapping 2,2-azobis Diminution de la
parameter (2-amidinopropane) Trolox fluorescence de la
dichlorohydrate (APPH) B-phycoérythrine
radicaux peroxyles de (A=495 nm et A=575 nm).
nature hydrophile Unité : équivalent Trolox
ORAC Oxygene radical 2.2-azobis Diminution de la
antioxydant capacité (2-amidinopropane) Trolox fluorescence
dichlorohydrate (APPH) (A=485 nm et A=520 nm)
radicaux peroxyles de Unité : équivalent Trolox
nature hydrophile

I1.1.10.Réaction entre le radical libre DPPH et I’antioxydant 34

Le composé chimique 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyle fut 1'un des premiers

radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-oxydante des composés
phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de
cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, DPPHe reste
dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de
I’efficacité d’un anti-oxydant se fait en suivant la diminution de la coloration bleue, due a

une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a A = 517 nm.
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I1.2. Activité antibactérienne

I1.2.1. Introduction

Les bactéries sont responsables de diverses infections dans les organismes vivants.
Les chercheurs ont espéré pouvoir éradiquer certaines maladies avec la découverte des
antibiotiques. Malheureusement la large utilisation de ces médicaments a généré une
résistance croissante des bactéries face aux antibiotiques. Dans cette perspective, il y a eu
un grand intérét pour la recherche de nouvelles substances biologiquement actives et

efficaces comme alternative a partir des ressources naturelles.

I1.2.2.Définition

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les
procaryotes car ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distinguent
des autres organismes unicellulaires, classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, et
protozoaires). Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux
Bacteria.

Ces dernieres ont généralement un diametre inférieur a 1um. On peut les voir au
microscope optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique
(cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochéetes). Les détails de

leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique 331,

11.2.3.Culture des bactéries

On utilise habituellement, pour cultiver les bactéries, des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viande. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux et obtenue par 1’addition de I’agar, un
extrait d’algues qui a la propriété de fondre a I’ébullition et de se solidifier a des
températures inférieures a 40°C. En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et
leur multiplication se traduit par un trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu
solide, lorsque la quantité de bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier
sur place jusqu’a former un amas de bactéries visible a I’ceil nu, que I’on appelle colonie

(Si la densité bactérienne est trop élevée dans 1’échantillon ensemencé, les colonies sont
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confluentes et forment une nappe.). L’emploi de milieux solides permet ainsi le

dénombrement des bactéries viables dans un échantillon [35-36],

I1.2.4. Les antibiotiques

Ils sont définis par Turpin et Velu comme : « Tout composé chimique, élaboré par
un organisme vivant ou produit par synthese, a coefficient chimio-thérapeutique élevé dont
I’activité thérapeutique se manifeste a trés faible dose et d’une maniere spécifique, par
I’inhibition de certains processus vitaux, a I’égard des virus, des micro-organismes ou
méme de certaines cellules des étres pluricellulaires » 1371, Tls ont la capacité soit de détruire

les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) 381,
< Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniere est la plus fréquemment
rencontrée. Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: Bétalactamines:
pénicilline et céphalosporines; Aminosides: streptomycine, gentamycine; Chloramphénicol
et thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés :

Erythromycine et oléandomycine 31,

I1.2.5. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a 1’acquisition de genes de résistance portée par des éléments
génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons et intégrons). Ces résistances ont
conduits a chercher de nouveaux agents antimicrobiens possédant une efficacité plus
importante que les drogues synthétiques, d’une part et bien accepté par I’organisme d’autre
part (sans exercer des effets délétéres sur la santé humaine) 40411,

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des
extraits de plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint
(Mentha piperita) et thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs
non seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les

virus 42431,
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D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les
métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique,

la médecine alternative, et la thérapie naturelle 441,

I1.2.6. Description des bactéries étudiées

Les bactéries représentent un groupe étonnamment complexe et fascinant. Ce sont
des organismes cellulaires simples appelés Procaryotes qui ne contiennent pas de noyaux et
qui sont d’habitude trouvés en trés grand nombre parce qu’ils peuvent se multiplier
rapidement. Bien que les bactéries soient microscopiques, on distingue différentes
morphologies. Les plus communes sont les tiges, les coccidies (circulaire) et la spirale.
Elles peuvent étre grandes, petites, ovales grosses, longues, courtes ou encore plus
épaisses. Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (Gram positif et Gram
négatif), basés sur la différence de la structure et de la composition chimique de la paroi

cellulaire (Figure I1.9).
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Figure I1.9: Structure de la paroi bactérienne.
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a) Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal et qui appartient a la famille des Entérobactéries. Elle est de forme non sporulée,
de type aérobie facultative et généralement mobile grace aux flagelles. Sa longueur varie
de 2 a 6 um alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um. E. coli représente la bactérie la plus
impliquée dans les infections aigues de I’appareil urinaire, elle provoque également les

diarrhées d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires 451,
b) Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif appartenant a la famille des Micrococcacea® avec un
diametre de 0,5 a 1,5 pm, de forme non sporulée qui tendent a se grouper en paires et en
petites chaines et habituellement non capsulée ou possédant des capsules limitées. Elles
sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus représente I’agent commun des
infections  postopératoires de  blessures, endocardite aigue et intoxication

alimentaire 461,
¢) Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies et
mobiles grace a la présence de 1 a 2 flagelles. Ces bactéries synthétisent deux principaux
types de pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert. Il s’agit de
bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques 7. Pseudomonas aeruginosa est responsable
de 16% des cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires et 8% des

infections suites aux blessures chirurgicales 481,

d) Candida albicans

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

superficielles cutanées et superficielles muco-cutanées 41,
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e) Enterococcus faecalis

Gram positif anaérobies facultatifs, flore normale du tractus gastro-intestinal, des
voies génitales féminines, et de la cavité orale, elles provoquent des infections des voies
urinaires, des plaies et des tissus mous entrainant une endocardite en présence de valvules
cardiaques déja 1ésées. Enterococcus faecalis est  résistant aux [-lactames, aux

aminoglycosides et a la vancomycine 51,

f) Salmonella

Bacille a Gram négatif appartenant a la famille des Enterobacteriacae et au genre
Salmonella. Ce genre comporte 2 espeéces (S. enterica et S.bongori). C est la premiere
cause de toxi-infections alimentaires collectives bactériennes dans le monde. Elle est I’'une
des préoccupations majeures des laboratoires de controle de qualité alimentaire. S.
Typhimurium est largement répandue dans les différents réservoirs animaux (porcs,

bovins, volailles...) et dans certaines denrées destinées a I’homme 11,
g) Klebsiella oxytoca

Non mobiles, capsulés avec colonies a aspect de muqueuses sensibles a la
Gentamicine, la Kanomycine, la Céphalosporine et la Polymyxine B mais pas sensibles a
la pénicilline. Commensales du tube digestif, elles provoquent des infections urinaires ou
respiratoires, parfois compliquées de septicémies et d’infections nosocomiales [52],

Les Klebsiella sont des Enterobacteriaceae a bacilles gram  négatif, immobiles et

capsulées (sauf 6 % des souches de K. pneumoniae subsp. pneumoniae). Elles sont

abondantes dans le sol et les eaux et sont des fixateurs de 1'azote atmosphérique. 153!,

h) Vibrio

Vibrio cholerae est un bacille Gram négatif en forme de batonnet incurvé et
oxydase-positif. Il est doté d'une grande motilité et d'un seul flagelle polaire. Cette bactérie
de 1 a3 um par 0,5 a 0,8 um est un anaérobie facultatif de la famille des Vibronaceae. Les
sérogroupes O1 (biotypes classique et El Tor) et O139, sont les principaux agents
pathogenes en cause dans les épidémies de choléra. Les sérogroupes pathogenes produisent
la toxine cholérique (CT), alors que les souches non pathogeénes peuvent ou non produire

cette toxine 54,
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Chapitre 111 Etude Systématique de la Plante Sélectionnée

I.1.Introduction

Depuis longtemps, les plantes médicinales furent une source inépuisable permettant
de traiter certaines maladies et pathologies souvent mortelles.

En Algérie, les plantes médicinales forment un groupe relativement important et un
réservoir inestimable de molécules bioactives, cependant un nombre limité d’espeéces est
étudié en terme d'investigation phytochimique et de valorisation biologique.

Au cours de nombreux travaux de recherche, une espece a été récoltée : Teucrium
polium L.; elle appartient a la famille botanique des lamiacées.

Ce chapitre présente une étude approfondie a propos de cette plante. I met en
valeur des données bibliographiques issues de son genre, sa famille et son usage en

médecine traditionnelle.
I11.2. Présentation de la région de Biskra

La wilaya de Biskra est située au Nord-est Algérien a environ 470 Km du sud-est
d'Alger, elle s'étend sur une superficie de 21671,2 Km? et compte actuellement 12 Dairas et

33 communes.

Elle est limité au: nord par la wilaya de BATNA, nord-est par la wilaya de
KHENCHELA, nord-ouest par la wilaya de M'SILA, sud-est par la wilaya d’EL OUED,
sud-ouest par la wilaya de DJELFA et au sud par la wilaya dOUARGLA.

II1.3. Site de préléevement :

Djemourah est une commune de la wilaya de Biskra, situé a 37 km du nord de la

wilaya. Elle est limitée au nord par les communes de :Ain Zaatout et El kantara, au sud par
la commune de Branis, a I'est par la commune de Tigharghar et a I’ouest par la commune
d’El Outaya (Figure III.1 et Figure II1.2). Elle couvre une superficie de 24917 Km. Son
climat est chaud et sec en été et froid et sec en hiver.

Les parameétres géographiques de notre station d’étude sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau II1.1: Situation géographique et bioclimatique de la station d’étude.

Station Partie étudiée = Longitude (O) Latitude (N) Etage
bioclimatique
Djemourah  Partie aérienne 5°50"39 35°4'11 Aride (sec)
(Biskra)
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Figure IIL.2. : Limite administrative de la commune de Djemourah.
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I11.4. Présentation de la plante : Teucrium polium L.

I11.4.1. La famille des Lamiacées.

La famille des Lamiacées ou Labiées est 1'une des familles les plus utilisées
comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien, antifongique,
anti-inflammatoire et antioxydant -], Les huiles essentielles caractérisent cette famille.

La famille des lamiacées est une importante famille de plantes dicotylédones qui
comprend environ 6 900 espéces et prés de 258 genres [*1, largement répartie dans le basin
méditerranéen. Elle est composée surtout de plantes herbacées, d’arbustes et de quelques
arbres. Cette famille est divisée en deux principales sous-familles: les Stachyoideae et les
Ocimoideae. Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de
I’herbe, parfois sous-arbrisseaux ou ligneuses 4. Une grande partie de ces plantes sont
aromatiques et riches en huiles essentielles d’ou leur intérét économique et médicinal
puisqu’elles permettent de produire des huiles essentielles, des condiments
(sauge, thym, basilic, menthe etc.), ainsi que des infusions trés prisées et fournissant des
antibiotiques naturels utilisés en aromathérapie, en cosmétique et aussi pour la fabrication
des parfums et des produits pour la peau 51,

Entre autres, un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des sources

riches en terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et en composés phénoliques 1.

I11.4.2. Systématique de la famille des Lamiaceae

D’aprés la nouvelle classification de I'APG 3 (Angiosperms Phylogeny Group 3, 2009) 7],
la famille des Lamiacées est classée comme suit :
+¢ Embranchement : Embryophytes
¢ Sous Embranchement : Trachéophytes
¢ Super Classe : Spermaphytes
« Classe : Angiospermes
* Grade : Triporées évoluées
% Grade : Astéridées
% Grade : Lamiidées (Euastéridées I)
% Ordre : Lamiales

« Famille : Lamiacées
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II1.4.3. Caractéres généraux des Lamiacées 3]

- Les tiges sont quadragulaires, au moins dans leur jeune age, et sont a rameaux opposés,

- Les feuilles opposées sont simples, parfois amplexicaules, toujours sans stipule et a limbe
penninerve,

- Les inflorescences formées par de faux verticilles axillaires ou glomérules proviennent de
la réunion de 2 cymes bipares,

- Les fleurs hermaphrodites ou unisexuées sont accompagnées de bractéoles et ont évolué
vers 1’adaptation a la pollinisation par les insectes (entomophilie),

- Le calice est gamosépale persistant a 5 sépales soudés,

- La corolle est gamopétale et zygomorphe. Elle comprend un tube plus ou moins long,
droit ou incurvé et souvent poilu. Le limbe est bilabié, partagé en 5 lobes (2 pour la levre
supérieure et 3 pour la levre inférieure),

- Les étamines sont au nombre de 4 : 2 grandes et 2 petites (sauf pour le genre Mentha qui
en compte 5),

- Le gynécée est formé de 2 carpelles formant un ovaire biloculaire reposant sur un disque
glanduleux et possédant 2 ovules par loge. Chaque loge se subdivise, par une fausse
cloison, en 2 logettes uniovulées. Les ovules sont anatropes ascendants a raphé interne,

- Le fruit est un tétrakéne formé de 4 nucules secs enveloppés par le calice.

I11.4.4. Genre Teucrium
a) Présentation

Nom générique des germandrées (labiées) désignant en Latin Teucrium, mot venant
du grec teukris. Le genre Teucrium fait partie des genres les plus importants de la famille
des Lamiacées et est réparti en 340 especes et variétés environ. D'un point de vue

taxonomique, elles sont identifiables grace a la forme du calice et de 'inflorescence 1!,

b) Habitat et répartition géographique du genre Teucrium

Le genre de Teucrium est I’un des plus riches en espéces, qui se trouve en
abondance au sud—ouest de I’Asie, de I’Europe et du nord de I’Afrique. Au nord
(abandonnément trouvée dans le secteur Irano-Turanien, principalement méditerranéen et
occidental), elle pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude, les collines
et les déserts arides 111, Cette plante est présente dans la majorité des pays du Moyen-

Orient et de la Méditerranée 12131,
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+* Dans le monde
Ainsi, réparti sur différents pays du bassin méditerranéen, le genre Teucrium
(Lamiaceae) est représenté en Iran par 13 especes dont 1'orientale avec quatre sous-especes
accroissantes, se sont : orientale, de 1'espece d'orientale de Teucrium, glabrescens, de
l'espece d'orientale de Teucrium, taylori, de l'espece d'orientale de Teucrium, et

gloetrichum, de 1'espéce d'orientale de Teucrium 4,

< En Algérie

Elle est assez commune dans 1’espace méditerrano-saharien, plus rare au Sahara
septentrional et au Tassili, elle pousse dans les lieux rocailleux et secs, les lits arides, les
roches et les sables 3151, C’est une plante méditerranéenne, commune dans 1’atlas saharien.
Elle pousse surtout dans les lits pierreux des oueds et dans les roches en altitude entre 1200
et 2600 m 16171,

Selon OZENDA 151 les espéces les plus répandues de Teucrium en Algérie sont :
pseudo-chamaepitys, campanulatumbotrys, flavum, Kabylicum, lucidum, Polium,
mauritanicum, montanum, compactum, albidum, bracteatum, buxifolium, atratum,

santaequézel, simonneau, ramosissim, scordiodes, ,fruticans, Spinosum et resupinatum.

I1L.5. Etude monographique de 1'espece
Cette plante a été identifiée par Mr S. DOUMANDIJI professeur a I'Institut ENSA,

I'école nationale supérieure d'agronomie -ALGER-.

II1.5.1. Systématique de la plante

* Regne: planta

*  Embranchement : Angiospermes
* C(lasse : Dicotylédones

*  Ordre : Tubiflorale

* Famille : Labiées ou Lamiacées

* Genre : Teucrium

* Espece : Polium L.

* Sous espéce : Thymoides
Figure II1.3. Représente la plante étudiée Teucrium polium L.
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II1.5.2. Nom de la plante

Nom Local : Djada ; jaad ; Djaida

* Nom arabe : El Khayata

* Nom Amazigh : Thazirekth; Felfla-Timzourin; Haida; Timtchich.
* Nom francais : Pouliot de Montagne

* Nom en Italien : Camedrio polio, Canitola polio.

* Nom en espagnol : Poleo montano, Tomillo terrero, Zamarilla.

I11.5.3. Description de la plante

C’est une plante tomenteuse, blanchatre, vivace de 10 a 30 cm moyennement velue
et a odeur forte et désagréable, ces tiges sont nombreuses, ligneuses a base révolutées, en
général a marges, gréles, dressées ascendantes et plus ou moins ramifiées. Les feuilles sont
sessiles, oblongues ou linéaires, cunéiformes, crénelées, a bords plus ou moins enroulés

régulierement dentés et d’une couleur verte pale en dessus et blanche en dessous.

Les inflorescences sont en tétes denses capituliformes serrés ; les fleurs jaunatres et
globuleuses ou ovoides, courtement pédonculés. Le calice, petit (3 2 4 mm) et en cloche,

ayant des dents courtes triangulaires presque égales et tres velues.

La corolle, a tube ne dépassant pas le calice, velue en dehors, a des lobes latéraux et
linéaires, le médian est ovoide; les fruits murs et secs, d’une couleur noire, 1égérement
creusés, rocailleux et séches.

La floraison est en la période, du mois d’avril au mois de juin ; les fleurs sont d’un
jaune doré de S mm et la récolte est en printemps—été ; commun dans les broussailles et les

friches (6181,
Teucrium polium : Appartient a la série quatre

e Corolle bilabiée; leévre inférieure de la corolle a cinq lobes inégaux corolle caduque
blanche- rocailles.

e (alice vert grisatre.

e Feuilles linéaires ou lancéolées a marge, en général révolutée, denticulées-crénelées,
inflorescences en tétes denses capitulifomes ou un peu allongées, a bractées florales

réduites mais ressemblent aux feuilles.
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e Feuilles linéaires vert-grisatres a marge pratiquement entieére, quelques—unes: seulement

crénelées. Cf supra : ssp Thymoides (pomel) batt, feuilles a marges distinctement crénelées.

e Especes tres polymorphes ou la détermination des micro-morphes reste toujours

délicate 31,
I11.6. Valorisation des plantes associées a la plante étudiée

L’analyse de cortege floristique, du point de vue physionomique, nous révele que
Teucrium polium L. sous espece des thymoides se trouve en association avec certaines
especes de la strate herbacée : Artemisia herba alba, Astragalus armatus, Atractylis flava,
Gefn et, Annabasis articulata, mais d’une manieére générale, cette association se développe
dans les mémes conditions climatiques, ce sont les exigences €daphiques qui font leur

différence.

Signalons la dominance des especes herbacées en coussinet, généralement épineux,
résultat d’un paturage intensif sur les autres especes comme Artemisia herba alba et

Annabasis articulata.

Le plus remarquable, c’est que 1’espéce Teucrium polium L se sert des especes épineuses
comme bouclier pour assurer son développement contre le cheptel (voir les photos des

Figures 111.4-6).

Figure I11.4: Association des especes épineuses avec Teucrium polium L. Thymoides.
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Figure I11.6: Astragalus armatus avec Teucrium polium L. Thymoides.
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I11.7. Données phytochimiques de la plante

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de Teucrium polium L.
développée dans différents secteurs géographiques. La plupart de ces études, basées sur
I'analyse des extraits par des méthodes chromatographiques, ont révélé la présence de
composés polyphénoliques tels que les flavonoides et les tanins, ainsi que d’autres

composés, tels que les saponines, les stéroides les terpénoides et les huiles essentielles.

Les composés chimiques thérapeutiques trouvés dans Teucrium polium L. comprennent:
les polyphénols (Proestos et al., 2006); Stefkov et al., 2009; Djabou et al., 2012) [19:20.211
les diterpénoides avec un squelette neoclerodane, et avec plus de 220 diterpeénes 22, les
huiles essentielles principalement monoterpéniques/ les sesquiterpenes hydrocarbures et
sesquiterpénes oxygénés Cozzani et al., 2005 [231; Kabouche et al., 2007 241, Saroglou et al.,
2007 251; Moghtader,2009 2¢1; Belmekki et al.,2013 27); Elmasri et al., 2014 [28]; Sadeghi et
al., 2014 ?°1; Khani and Heydarian, 2014 1391 les glycosides phenylethanoides tels que la
verbascoside, poliumoside et la vandulifolioside Oganesyan et al., 1991; Ladjel et al.,1994
[3132] et les glycosides de flavones avec aglycones trés méthylés Rizk et al., 1986 133,

Harborne et al., 1986 341; Kawashty et al., 1999 331 et Sharififar et al., 2009 [361,

En 2009, Stefkov et al. 2%, ont identifié six flavones aglycones: luteoline, apigenine,
diosmetine, cirsiliol, cirsimaritine et cirsilineol, cependant les composés stéroidiens ont été
isolés par Ulubelen et al., 1994 37 et Kisiel et al., 1995 381, L'analyse des principes actifs
révéle la présence des saponines Hassan, 2007 3%, des tanins et des alcaloides (Shakhanbeh
et Atrouce, 2001; Parsaee et Shafiee-Nick, 2006 40411 T e Tableau II cité dans 'annexe

présente quelques exemples de composés isolés du genre Teucrium.

II1.8. Utilisation de la plante

Trés tot au cours de 1'évolution, les hommes, pour se soigner, utilisérent les
ressources présentes dans leur environnement naturel. Les plantes tinrent une place tres
importante qui ne s'est jamais démentie. Teucrium polium L. posseéde un large spectre

d'effet pharmacologique:
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X/
L X4

¢ Plante vermifuge et stimulante, tout simplement.

¢ Dans la médecine folklorique iranienne, Teucrium polium est employé comme
anticonvulsant M1,

¢ Des especes de Teucrium polium ont été employées en tant qu'herbes médicinales
pendant plus de 2000 an comme diurétique, inotropique et chronotropique 2, tonique,
antipyrétique®#, cholagogue et anorexique 3.

% Le feuillage de Teucrium polium 1égérement poivré, était couramment utilisé pour
relever les salades ou parfumer les fromages de chévre. Une infusion des feuilles et
des fleurs était ainsi consommée comme boisson régénératrice 13,

% En médecine traditionnelle, le Teucrium est employée comme analgésique,
antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d’ordre
clinique: cas de désordres stomacaux 44451 et gastro-intestinaux tels que la colite.

¢ L'huile essentielle de Teucrium polium posséde une activité antispasmodique
puissante ; L'extrait éthanolique de Teucrium polium s'est avéré, possédant des
activités anti-inflammatoires, anticancéreux et antioxydants [46:47:48491

s D'autres especes de Teucrium posseédent, également des effets pharmacologiques,
comme combattre les rhumatismes, les troubles gastriques, la fiévre et les mucosités
abondantes, elles accélérent la cicatrisation des blessures [50-511,

% Seulement la tradition apporte des indications de traitement symptomatique de
diarrhées l1égeres et actuellement celles de 1’hygiene buccale.

Teucrium polium a été utilisée (partie aérienne) dans le traitement symptomatique des
bouleversements digestifs et dans des états neurotoniques des adultes et des enfants,
particuliérement dans des bouleversements plus petits du réve 521,

L’utilisation de 1’extrait éthanolique de Teucrium polium sur des milieux de culture de
Saccharomyces, in vitro, a mené a diminuer le taux des acides gras et a bloquer la
peroxydation au niveau des érythrocytes, il a montré ainsi des effets antibactériens et
antifongiques 53541,

Cette plante est largement distribuée comme agent hypoglycémiant 55, Sa décoction
dispose d’un effet hypoglycémiant chez les rats normoglycémiques par rapport aux
modeles hyperglycémiques induits par la streptozotocine 561,

Par conséquent, d'autres investigations sont nécessaires maintenant pour élucider le
mécanisme d'action pharmacologique et identifier les composants bioactifs

responsables de telles actions afin d'expliquer leur efficacité thérapeutique 571,
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Chapitre 1V Matériels et Méthodes

IV.1. Introduction

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation requic¢re une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur. Les
propriétés des plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a
différentes classes chimiques. L’intérét porté sur ces plantes n’a pas cessé de croitre au
cours de ces dernicres années. A cet effet, on s’est intéress€é a 1’une des especes de la
famille des Lamiacées : le Teucrium polium L. ssp thymoides et il est important de définir
leurs identités, connaitre leurs compositions chimiques et rechercher leurs activités
biologiques. Dans cette partie expérimentale, deux axes ont été envisagés : Le premier axe
concerne I’ étude phytochimique, suivie par la quantification des teneurs en polyphénols
par dosages. Dans le deuxiéme, nous nous sommes intéressés au pouvoir antioxydant et a
l'activité antibactérienne des extraits issus de la partie aérienne de cette plante. Ce travail a

été effectué selon le plan illustré dans la (Figure IV.1).

Matiere végétale
l

Récolte + Séchage+ Broyage

Criblage Extraction Calcination
phytochimique
Huile Ployphénol
essentielle oyp eno’s
‘ Dosage
{ Analyse Activité biologique

—|Rendement ’ Activité antioxydant:
Test DPPH

CCM

Activité antibactérienne: )
Méthode des disques

Figure IV.1: Plan général de la partie expérimentale.
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IV.2.Récolte, Séchage et Broyage

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs) de la
plante Teucrium Polium L. sous espéce des Thymoides, il a été récoltée au mois de Mai
dans la région de Beni souik de la wilaya de Biskra. Cette plante a été séchée a 1’abri de la
lumicre et de I’humidité a température ambiante. Apres séchage, puis broyage, cette
derniére est réduite en poudre et stockée soigneusement dans un flacon en verre bien fermé

dans un endroit sec, en vue de son utilisation ultérieure.

IV.3.Criblage phytochimique

Le screening chimique d’une drogue végétale représente toujours la premiere étape
de I’étude chimique et permet d'orienter les recherches ultérieures.
Les techniques de détection utilisables pour un "screening" des substances actives doivent
étre rapides, simples et sensibles afin de ne mettre en ceuvre qu'une faible quantité de
matiere végétale. Ces méthodes sont donc limitées a la détection de quelques groupes
chimiques. Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, de réactions de

coloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiere ultra violette.
IV.3.1.Tests chimiques d’identification

On procéde aux tests chimiques d’identification, selon les méthodes décrites par Békro 1!

et Béourou 2! avec quelques modification, de la maniére suivante:
+» Alcaloides :

Dans un erlenmayer de 50ml, introduire 6g de la Poudre végétale et 30ml d’une solution
d’acide sulfurique a 10%. Agiter pendant 2 minutes puis filtrer avec papier filtre. Mettre le

filtrat dans 4 tubes:

* Dans le 1* tube, ajouter quelques gouttes de réactif de MAYER (couleur jaunatre).

» Dans le 2°™ tube, ajouter quelques gouttes de réactif de BOUCHARDAT (couleur
brune).

» Dans le 3°™ tube, ajouter quelques gouttes de réactif e DRAGENDORFF

(couleur orangg).
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< Polyphénols :
Dans un erlenmayer, introduire 6g de poudre végétale, ajouter un mélange d’eau distillée
6ml et 12ml d’acétone. Placer au bain marie (60°C max) pendant S5min environ, en
agitant de temps en temps. Eviter une trop forte évaporation de 1’acétone. Placer le filtrat
dans un tube a essai de 16ml et lui ajouter 2 gouttes de solution de perchlorure ferrique

(FeCls).

X/

* Flavonoides :

Macérer 10 g du produit dans 150ml d’HCI a 1% pendant une nuit, filtrer et procéder aux

tests.

e Prendre 10ml du filtrat, le rendre basique par NH4OH. L’apparition de la couleur
jaune claire indique la présence de flavonoides.

* Ajouter a Sml du filtrat, 2,5ml d’alcool amylique, la phase alcoolique colorée en
jaune indique la présence de flavonoides libres.

* Evaporer la phase aqueuse du test précédent sous vide, ensuite dissoudre le
précipité dans 3ml d’HCI a 1% en chauffant 1égérement, refroidir et ajouter 2,5ml
d’alcool amylique. L’apparition de la couleur jaune indique I’existence de

glycosides de flavones.

+ Tanins :
Prendre 10g du produit, I’extraire avec de I’alcool éthylique 50°, filtrer puis tester le filtrat
avec quelques gouttes d’une solution de FeCls. L’apparition d’une coloration verdatre ou

bleu - noir indique la présence des tanins.

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

(méthanal-acide chlorhydrique concentré 2 : 1v/v).

¢ Les tanins condensés : (Stiasny)

Dans un erlenmayer, introduire 6g de poudre végétale, Ajouter un mélange d’eau distillée
6ml et 12ml d’acétone. Placer au bain marie (60°C max) pendant Smin, en agitant de temps
en temps. Eviter une trop forte évaporation de 1’acétone. Placer 15ml de filtrat dans un
erlenmayer et lui ajouter 8ml de réactif de Stiasny. Porter au bain-marie pendant 30min.

L’apparition d’un précipité montre la présence des tanins condensés.
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++ Les tanins galliques:

Pour révéler les tanins galliques, filtrer le mélange précédemment chauffé et prélever
0,5ml du filtrat. Saturer ensuite le filtrat avec de 1’acétate de sodium, ajouter a ce mélange,
100pl d’une solution de FeCl; a 1%. Le développement d’une teinte bleu-noire indique la

présence des tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

X/

< Saponosides :

Prendre 2g de produit sec, le chauffer dans 80ml d’eau distillée, filtrer et refroidir la
solution et agiter le filtrat. L apparition de mousse persistante indique la présence des

saponosides.

% Coumarines :
Dans un erlen, introduire 6g de la poudre végétale, 16ml d’éthanol et 2ml de 1’eau
distillée. Agiter pendant 2min puis filtrer. Prendre 2ml de filtrat, lui ajouter 0,5ml de
NaOH 10%, chauffer jusqu'a I’ébullition, apres le refroidissement ajouter 4ml d’eau
distillée. Ajouter quelque goutte de HCI concentré, la présence de la couleur jaune indique

la présence des coumarines.

% Cardénolides :
Prendre 1g du produit sec, macérer dans 20ml d’eau distillée et filtrer, prélever 10 ml du
filtrat. Celui-ci est ensuite extrait avec un mélange de 10ml de CHCl3 et CoHsOH.
Evaporer la phase organique, dissoudre le précipité dans 3ml d’acide acétique glacial,
ajouter quelques gouttes d’une solution de FeCls suivie de 1 ml d’H2SOs. La présence de la

couleur verte bleue dans la phase acide implique la présence des cardénolides.

+* Huiles essentielles :

Prendre environ 10g du produit sec broyé, le mettre dans un appareil a entrainement a la
vapeur selon la norme (E.P.1953), chauffer doucement pendant 4 a 5 heures. L apparition

d’une couche huileuse sur le distillat indique la présence des huiles essentielles.

+» Caractérisation des Stérols :

On ajoute 0,5ml a 1ml d’acide sulfurique concentré a une solution chloroformique a 10%,

la phase inférieure acide prend une coloration d’abord jaune ensuite rouge foncé.
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s Terpénes:
Une quantité de 0,3 a 0,4g de la matiere seche est macérée dans 15ml de méthanol a 70%,
puis le filtrat est évaporé a sec. Le résidu obtenu est dissout dans le chloroforme. On ajoute
ensuite quelques gouttes d’acide sulfurique concentré au fond du tube sans agiter. La
formation d’une coloration jaune qui passe au bout de deux minutes au rouge, révele la

présence des terpenes.

+* Sucres réducteurs :

On ajoute 1ml de liqueur Fehling a Sml d’extrait puis on chauffe les tubes contenant les
mélanges au bain marie 4 40°C. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’une couleur

rouge brique.
¢ Amidon :

La valeur de 2g de poudre végétale est ajoutée a quelques gouttes d’iode I», la formation

d’une coloration bleue violette indique la présence d’amidon
IV.4. Controle d’une drogue végétale

IV.4.1. Dosage de I’eau

Les drogues végétales sont séchées a des fins de conservation, une dessiccation
insuffisante peut en effet entrainer le développement de moisissures ou de levures. Cet
essai sert a déterminer et a limiter la quantité d’eau contenue dans la drogue séche dans les
conditions indiquées. Le dosage de l'eau dans les drogues végétales permet de vérifier la
bonne conservation ainsi que le bon conditionnement de ceux ci. Il faut, en outre tenir
compte de la teneur en eau dans les dosages de principes actifs. D’aprés les normes

décrites dans la pharmacopée européenne (2000), Cette teneur ne dépasse pas les 10 %.
« Gravimétrie (Perte a la dessiccation) : Dessiccation a I’étuve

a) Principe :
Chauffées pendant un temps suffisant a 100-105°C, les drogues convenablement
divisées subissent une perte de masse qui correspond sensiblement a la quantité d'eau

qu'elles contenaient.
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b) Technique :
Nous avons opéré sur un échantillon homogene, broyé ou concassé. Nous avons,
ensuite introduit 2g de la poudre dans un verre de montre préalablement taré. Le verre et

son contenu est placé dans I’étuve a 100°C pendant 24h.

Apres refroidissement dans un dessiccateur renfermant un desséchant (gel de

silice), le verre de montre est pesé.

¢) Calcul de la teneur en eau .
— % 100%

m

X=

m: masse de I’échantillon avant le séchage ;

m’ : masse de I’échantillon apres le séchage = masse apres séchage (creuset + échantillon)

— masse du creuset vide.

IV.4.2. Dosage de cendres
IV.4.2.1. Teneur en cendres totales :
a) Principe :
I1 s’agit d’évaluer la quantité de substances résiduelles non volatilisées lorsque la
drogue est complétement calcinée. D’aprés les normes décrites dans la pharmacopée

européenne (2007), le teneur en cendres totales est au maximum 14,0 %.

b) Technique :

Dans un creuset en porcelaine, préalablement taré, on introduit 5g de notre poudre
végétale. On calcine au four a 600°C pendant 6h (toute la matiére organique briile et on ne
récupere que la partie inorganique de 1’échantillon), on laisse refroidir dans un dessiccateur

et on pese.

¢) Calcul :

M : masse finale (creuset + cendres totales) ; T = M-M 100 %

M™: masse du creuset vide ;

E : prises d’essais de la matiere.

IV.4.2.2. Teneur en cendres sulfuriques
a) Principe

Les cendres sont des substances résiduelles non volatilisées recueillies lorsque
I’échantillon de drogue est calciné avec de 1’acide sulfurique. Ces derniéres déterminent la

quantité de substances inorganiques (impuretés inorganiques) contenues dans la drogue.
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D’apres les normes décrites dans la pharmacopée européenne (2005), Cette valeur est au

maximum 0,1 % déterminé sur 1,0g.

b) Technique :

Dans un creuset en porcelaine taré(T), on introduit une prise d’essai de 2 g de la
poudre et on pese ’ensemble (M). La poudre est ensuite humectée avec HoSO4 a 50% et
laissée dans 1’étuve pendant 24 heures a 100°C (jusqu’a évaporation a sec), le creuset est
mis dans un four a 600°C pendant 6 heures (calcination maintenue jusqu'a la disparition
des particules noires) et la poudre est enfin pesé€ apres refroidissement dans un dessiccateur

(M).

¢) Calcul :
La masse des cendres sulfuriques (M CS) est donnée par la formule : M CS=M'- T
La masse de la prise d’essai : M PE = M-T MCS
: ) % CS =—+x100%
Le pourcentage des cendres sulfuriques (% Cs) est donné par : MPE

IV.5.Méthodes d’extraction

IV.5.1.Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation :

+» Hydrodistilation :

C’est une technique largement utilisée pour I’extraction des huiles essentielles.
L’avantage de cette technique réside en la diminution de la température de distillation. Les
composés volatils sont donc entrainés a des températures beaucoup plus basses que leur
température d’ébullition, ce qui évite leur décomposition.

L’opération consiste a introduire 50g de masse végétale séchée dans un ballon de
1litre, on y ajoute une quantité d’eau distillée correspondant a 2/3 du volume du ballon.
L’opération d’extraction est réalisée pendant 6 heures a partir du début d’ébullition. Le
distillat obtenu est soumis a une extraction liquide-liquide, trois fois par le chloroforme
(CHCIs) et la phase organique est séchée par le sulfate de magnésium anhydre (MgSOs).
Apres une simple filtration, on procede a 1’évaporation pour I’ élimination totale du solvant.
Enfin I’huile obtenue est conservée dans un flacon fumé et bien scellé a une température de

5°C.
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IV.5.2.Extraction des polyphénols par macération:

La macération est une méthode traditionnelle et couramment employée. Elle
consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation.
Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité
considérable de solvants, est relativement peu cofiteuse. En plus, elle se déroule a
température ambiante, ce qui est tres positif pour conserver l'intégrité des molécules

polyphénoliques 41,

¢ Technique :
Pour extraire les polyphénols de la plante étudiée, on a macéré 200 g de poudre végétale,
apres séchage et broyage dans un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau 70/30 : V/V)
trois fois, avec agitation de temps en temps a la température ambiante et a 1'obscurité, en
renouvelant le solvant toutes les 24heures. Les extraits hydroalcooliques sont réunis et
évaporés sous pression réduite a une température inférieure a 50°C jusqu’a 1’obtention
d’une solution visqueuse. Le résidu brut obtenu de couleur vert foncée est repris avec 150
ml d’eau distillée bouillante pendant une nuit, ensuite le mélange est filtré par simple
filtration. Apres, on procede a l'affrontement par les solvants organiques de polarité
croissante ’1. Le premier est effectué par un solvant apolaire (éther de pétrole) pour
éliminer les pigments et dégraisser la matiére végétale [, la phase résiduelle est épuisée
successivement par le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol. Les extractions
sont répétées trois fois [7l. Les quatre phases organiques ainsi obtenues sont séchées par du
sulfate de magnésium anhydre MgSQs, puis filtrées, évaporées sous pression réduite a
température inférieur a 50°C et ensuite pesées pour déterminer les rendements 31, Le

protocole de l'extraction est résumé dans l'organigramme de I'Annexe IV.
IV.5.3.Calcul du rendement

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de 1’extrait
obtenu et la masse de la matiére premiere végétale traitée. Ce rendement est exprimé en

pourcentage et calculé par la formule suivante :

R% = (IMEX]/[MMV]) x 100

MMV : masse de la matieére végétale séchée et laminé en (g)

MEX : masse de 1'extrait obtenu apres évaporation en (g)
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IV.6. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est un outil précieux pour 1’analyse en
phytochimie. Elle est assez peu onéreuse et son utilisation est trés simple. C'est une
méthode facile et tres rapide, elle repose principalement sur des phénomenes
d'adsorption 1. Cette technique d’analyse qui permet un contrdle aisé et rapide, est réalisée
avec divers solvants et différents adsorbants. De ce fait nous avons opté pour cette
technique dans le but de connaitre la composition de l'extrait brut, de faire une
comparaison entre deux ou plusieurs extraits bruts et de trouver par consequent, le systeme

de solvant donnant une bonne séparation 191,

IV.6.1. Technique :

Une plaque de CCM se compose d’un support (en aluminium, en verre ou en
plastique), sur lequel est fixé une fine couche d’un milieu de désorption (silice, cellulose,
alumine, polyamides...) comme phase stationnaire. On la place en position verticale ou
légerement inclinée dans une cuve en verre. Cette derniere repose contre 1’une des parois et
est immergée d’environ 0,5 centimétre dans la phase mobile, constituée d’un ou de
plusieurs solvants et dont les vapeurs auront préalablement saturé la cuve fermée.
L’échantillon a étudier, déposé a 1’état liquide par une micropipette et éventuellement
séché, il sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile
vers le haut de la plaque. Le comportement de chaque molécule sur la plaque dépend des
interactions existant entre soluté, phase mobile et phase stationnaire 1121, 1.’ identification

des substances séparées se fait selon différentes méthodes :

< directement si les substances sont colorées ;
& al’aide d’un révélateur si elles sont incolores afin de les transformer en taches
colorées.
Le comportement d’une molécule particuliere dans un systeme donné est exprimé par son
Rr (Rate factor ou rapport frontal) qui est le rapport de la distance parcourue par cette

molécule sur celle parcourue par la phase mobile (front du solvant)

R, = d _ Distance parcourue par la substance
D Distance parcourue par le solvant
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1V.6.2. CCM de I'huile essentielle :

L’application de la CCM comme moyen d’analyse permet I’identification de
certains constituants et surtout la mise en évidence des composés majoritaires des huiles
essentielles. Pour I’analyse de I’huile essentielle de cette plante, nous avons utilisé comme
éluant le systéme de solvant suivant : Hexane / Dichlorométhane (5/5 : V/V).

La détection de nos produits est réalisée en premier lieu avec la lampe U.V, mais parce que
de nombreux composés n’absorbent pas la lumic¢re U.V, on est contraint de rendre visible
certaines taches en pulvérisant notre plaque avec une solution d’acide sulfurique/Acide

Acétique/Eau distille (5/5/10 : V/V/2V), il apparait des taches de différentes Ry.
1V.6.3. CCM des polyphénols :

* L’extrait d’éther de pétrole :

Les systemes d'élution utilisés sont illustrés dans le tableau I'V.1. suivant:

Tableau IV.1: Les systémes utilisés pour I’extrait d’éther de pétrole

Systeme volume (ml)
Ether de pétrole - d’acétate d’éthyle. 9.5/0.5
Ether de pétrole - d’acétate d’éthyle. 971
Ether de pétrole - d’acétate d’éthyle. /3

* L’extrait de dichlorométhane, de I’acétate d’éthyle et du n-butanol :
Préparation de la phase mobile : I’éluant est constitué par un mélange de deux solvants
organiques. Pour cela, différents systémes de solvants ont été essayés pour définir ceux

qui donnent les meilleures séparations (Tableau IV.2).

Tableau IV.2: les systemes utilisés pour les extraits DCM, AcOET et ButOH.

Systéme volume (ml)
Chloroforme — méthanol 9/1
Chloroforme - méthanol 8.5/1.5
Chloroforme — méthanol 7/3
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IV.7. Analyse par chromatographie liquide a haute performance

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance (pression), abrégée HPLC (CLHP en
francais). Elle est trés utilisée dans de nombreux secteurs d’activités tels:

I’agroalimentaire, 1’industrie chimique et pharmaceutique, les cosmétiques, etc.

IV.7.1.Principe :

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes €léments de base que
ceux employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs
solvants et une colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage
plus sophistiqué. C'est une méthode physico-chimique basée sur les différences
d’interactions entre les molécules a séparer et les phases mobile et stationnaire.
Préalablement, les solutés sont mis en solution dans la phase mobile (solvant). Aprés son
injection, ce mélange passe sous haute pression a travers la colonne (tube en acier
inoxydable) qui renferme la phase stationnaire 131,

IV.7.2.Mode opératoire :

L’analyse est réalisée par un chromatographe (SHIMADZU SPD-10A), au niveau du
laboratoire de Valorisation et de Technologie des Ressources Sahariennes (VTRS),
Université Hamma Lakhdar d'EL Oued.

Ce chromatographe HPLC-RP-C18, est équipé des €léments suivants :

- une colonne (d’une longueur de 125mm et d’un diameétre interne de 4,6mm) contenant la
phase stationnaire apolaire (phase inverse), cette derniére est constituée de silice modifié
chimiquement par greffage de résidus (C-18), les colonnes en phase inverse permettent la
séparation des composés polaires et solubles dans I’eau ou dans les mélanges hydro-
alcooliques ;

- un systeme de pompage, Pompe: VARIAN 9010, pour déplacer la phase mobile a haute
pression (plusieurs dizaines de bars) ;

- un injecteur : VARIAN 9100, pour introduire I’échantillon, dans le systéme a haute
pression ;

- un détecteur monochrome: VARIAN 9065 ;

- un logiciel informatique permettant de visualiser les signaux enregistrés par le détecteur ;
-Temps d’analyse : 15min ;

La phase mobile est de composition constante (mode isocratique), elle est composée d’un

mélange méthanol - eau (60 : 40 V/V) 141,
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Différentes substances de nos extraits sont identifies par comparaison des
chromatogrammes des standards avec ceux des échantillons.
Les conditions opératoires sont les suivantes:
<~ Débit: 1 ml/min ;
Volume d’injection: 20ul ;
La température est réglée a 25°C.

Longueur d’onde: 300nm ;

IR

Concentration de I’échantillon: 10mg/ml ;
< Temps d’analyse : 50min ;
La phase mobile est un mélange de deux phases dont la composition est précisée dans le
tableau IV.3 :
» A =Eau acidifié¢ (acide acétique 0,2%)

= B = Acétonitrile

Tableau IV.3 : Gradient d’élution CLHP pour I’analyse des polyphénols.

Temps (min) A (%) B (%)
0.01 10 90
0.02 10 90
6.00 14 36
16.00 17 33
23.00 19 31
28.00 23 77
30.00 10 90
50.00 10 90

IV.8. Analyse quantitative des composes phénolique

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires
ont été effectuées sur les extraits de Teucrium polium L. ssp thymoides; Cette plante a été
choisie pour I’évaluation de I’activité biologique sur la base de sa richesse en composés
phénoliques. La recherche bibliographique réalisée sur les plantes Lamiacée, en général et
les Teucrium polium en particulier, ainsi que I’analyse des chromatogrammes des extraits
AcOEt et n-BuOH, ont confirmée cette richesse. Par conséquent, la teneur en composés
phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins) de nos extraits choisis est

déterminée colorimétriquement avec le spectrophotomeétre UV-Vis de marque DR2800

HACH LANGE.
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Tous les dosages des composés phénoliques et également le test DPPH, ont été
réalisés au sein du laboratoire de phytochimie du Centre de Recherche Scientifique et

Technique sur les Régions Arides (CRSTRA), Biskra (Algérie).
IV.8.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

» Principe :

Le dosage des polyphénols se fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu, qui en milieu
alcalin se réduit en oxyde de tungsténe et de molybdéne donnant une couleur bleue en
présence de polyphénols 151, Le réactif FCR est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMoi12040), de
coloration jaune. Lors de I’oxydation, il est réduit en mélange d’oxydes de tungsténe
(W3023) et de molybdéne (MogO»3). La coloration produite est proportionnelle a la quantité
de polyphénols présents dans I’extrait analysé et I’intensité de cette coloration est mesuré

dans le visible a une longueur d’onde de I’ordre 760 nm.

> Protocole :

On réalise une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (6 points de concentrations a partir
de Al jusqu’a A6, voir annexe) avec un polyphénol témoin, en général de 1’acide gallique
(2g de I’ AG dissout dans 2ml d’eau distillée pour obtenir la solution S1).

On peut représenter la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Figure IV.2) en
prenant la concentration (mg/ml) en fonction de 1’absorbance, le coefficient de corrélation

R? = 0,98646.

Abs
(nm) 1,4
1,2

0,8 /
0,6

0/
0,4 v=0,0038x + U,0009
0,2 RZ=0,9864

0 100 200 300 400

conc( pg/l)

Figure IV.2: Droite d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne + de trois essais SD).
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Brievement 125ul d'extrait de 1'échantillon ont été ajoutés a 125ul de réactif de Folin-
Ciocalteu (10 fois dilué). Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 3 minutes a
une température ambiante. Apres I’incubation, 1250ul de la solution de carbonate de
sodium Na,COs (75g/1) a été ajoutée. Le mélange a été ensuite ajusté avec 1ml d’eau
distillée puis incubé pendant 90 min dans l'obscurité a température ambiante. L'absorbance

a été mesurée a la longueur d’onde A = 760 nm [16:17],

A partir de la courbe d’étalonnage précédente, la concentration des polyphénols
totaux des extraits est calculée et le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

Une courbe d’étalonnage effectuée a 1’aide de 1’acide gallique a différentes concentrations

est réalisée dans les mémes conditions que les échantillons.
I1V.8.2.Dosage des flavonoides totaux (FVT)

» Principe :

Le dosage des flavonoides est réalisé a I’aide de la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le
visible a 510 nm selon la méthode décrite par (Dewanto et al., 2002) 17! et (Kim et al.,

2003) 181 ayec quelques modifications.

> Protocole :

Une quantité de 250ul d’extrait dilué est ajouté a 75ul d’une solution de NaNO; a 5%.
Aprés 6min d’incubation a température ambiante, 150 pl d’une solution fraichement
préparée de chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) est additionnée au mélange précédent.
Aprés 5 mn de repos, toujours a température ambiante, S00ul de soude (NaOH, 1M) est
ajouté. Le mélange homogene résultant est ajusté a 2500ul avec de 1’eau distillée.

L’absorbance de cette préparation est mesurée a 510 nm.

N

La concentration des flavonoides, dans les extraits, est calculée a partir de la gamme
d’étalonnage de la catéchine (Figure IV.3) et exprimée en mg d’équivalents de la

catéchine par gramme d’extrait (mg EC g! extrait).
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Abs 1% 0,003x + 0,018 PN
1'6 V = 2 X + 2

(nm) R? = 0,997
1,4

1,2
1 v
glz / & Sériel

—— Linéaire (Sériel)

0,4
0,2
0 T T T T T )
0 100 200 300 400 500 600
conce(mg/l)

Figure V.3: Droite d’étalonnage de la catéchine (moyenne % de trois essais SD).

I1V.8.3. Dosage des tanins condensés (TC)
» Principe :
Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en utilisant la
procédure rapportée par Sun et al. 1?1, Cette méthode est basée sur la capacité de la
vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés, en présence d’acide pour produire

un complexe coloré mesuré a 500 nm.

En milieu acide, les tanins condensés se dépolymérisent et par réaction avec la vanilline, se
transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par spectrophotométrie a

500nm 191,

» Protocole :
Une aliquote de 0,05ml d’extrait est ajoutée a 1,5 ml de vanilline a 4% et 750ml
d’acide chlorohydrique (HCI). Le milieu réactionnel est mélangé grace a un vortex, laissé a
incuber pendant 20 minutes puis analysé en spectrophotométrie a 500 nm contre un blanc

contenant de 1’acétone 80 %.

Les teneurs en tanins condensés sont déterminées, en se référant a une gamme étalon
de catéchine (0 a 400 pg.ml'). Comme pour les flavonoides, les teneurs en tanins
condensés sont exprimées en mg d’équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EC g!

extrait).
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Remarque :

Les valeurs des concentrations de polyphénols seront lues a partir des droites d’étalonnage,
établies de la solution de référence d’acide gallique et la gamme étalon est préparée avec

de I’acide gallique a des concentrations variable de 50, 100, 200, 300, 400 ul/I1.
IV.9. Evaluation in vitro de ’activité antioxyante

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, 1'activité antioxydante
des huiles essentielles, des composes phénoliques, des aliments et des systémes
biologiques. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration
d'un réactif dans un milieu réactionnel. La méthode du piégeage du radical libre DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la plus simple a réaliser in vitro 2%, Le DPPH est
largement employé pour évaluer le balayage de divers produits naturels et il est considéré
comme un composé modele pour les radicaux libres de ces produits.

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du pouvoir antioxydant des

extraits naturels de la partie aérienne de la plante Teucrium polium L. ssp thymoides en

vue de leur valorisation en tant qu’antioxydants.

IV.9.1.Estimation du pouvoir antiradicalaire (DPPHe)

» Principe :

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe) est un radical organique libre, stable et
de couleur rouge pourpre. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPHe est
réduit et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son
absorbance 21, Le virage vers cette coloration et ’intensité de la décoloration de la forme
libre en solution dépend de la nature, de la concentration et de la puissance de la substance

antiradicalaire [?21. On peut résumer cette réaction par 1’équation suivante :

DPPH: + AH — DPPH-H + A-
(Violet) (Jaunatre)
Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH. (violet)

pour le transformer en molécule DPPH-H 231,

Le (DPPHe) est généralement le substrat le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et

directe de ’activité antioxydante, en raison de sa stabilité en forme radicale libre et la
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simplicité de I’analyse (Figure IV.4). Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de

515 a4 520 nm 124,

VIOLET JAUNE

Figure IV.4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre
1‘espece radicalaire DPPHe et un antioxydant.

» Mesure de I’activité

Pour la mesure de cette activité antiradicalaire, une prise d’essai de 1 ml de chaque
extrait (0.1mg/ml) et 250 pl de la solution méthanolique, est soumise au DPPH (0.2 mM).
Apres agitation au vortex, les tubes sont placés a I’obscurité et a température ambiante,
pendant 30 minutes pour réagir [?%1, L’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin
négatif (sans extrait). Le témoin positif utilisé est un antioxydant de synthéese: le 2,6-di-t-
butyl-4-methylphenol ou butylhydroxytoluéne (BHT) pour les extrait phénoliques et
l'acide ascorbique pour les HE. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et
calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule

suivante [26]:

PI = (DO témoin — DO extrait / DO témoin) x 100

PI : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin négatif.

DO extrait : absorbance de la solution d’extrait acétonique.

L’étude de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clso),

une faible valeur de la Clso correspondant a une grande efficacité de I’ extrait.
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Le calcul des ICso a été réalisé graphiquement par les régressions linéaires des graphes
tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions
testées. La valeur de la Clsp est exprimée en ug/ml (3 répétitions pour chaque

concentration).

IV.10. Analyse statistique

Toutes les analyses ont été effectuées a trois reprises. Les résultats sont exprimés en
moyenne * écart-type. Les données sont analysées statistiquement en utilisant le logiciel
statistique Minitab.2000. Le test indépendant « ¢ » a été utilisé pour la comparaison des
moyennes entre les groupes. L’analyse de la variance a un facteur contr6lé (ANOVA) et le
test de la différence significative de Tukey ont été utilisés pour comparer les moyennes des

groupes. Le niveau de signification est fixé a p <0.05.

IV.11. Etude de I'activité antibactérienne

C’est une méthode de mesure in-vitro, du pouvoir antibactérien des composés. La
technique utilisée est celle du contact direct qui compte deux méthodes, la méthode des
puits et la méthode de diffusion. Nous avons adopté la dernicre, qui est une vieille
méthode, mais toujours d’actualité puisqu’elle est encore utilisée fréquemment dans les
laboratoires de bactériologie pour la mesure du pouvoir antibactérien des antibiotiques de
synthése 271, Cette étude a été effectuée au laboratoire de bactériologie du Centre de
Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Arides (CRSTRA), Biskra (Algérie),

sur les souches bactériennes pathogenes suivantes (Tableau 1V .4.):

Tableau IV.4: Souches bactériennes sélectionnées.

Groupe Code ATCC

Souche

Salmonella Gram - 13311
Staphylococcus aureus Gram + 25923
Candida levure -
Enterococcus faecalis Gram + 10541
Pseudomonas aeruginosa Gram - 27893
Klebseila oxytoca Gram - 13182
Escherichia coli Gram - 25922
Vibrio cholerae Gram - 14035
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IV.11.1.Technique de diffusion sur milieu gélosé (Antibiogramme)

Le principe de cette méthode, consiste a mesurer le diameétre de la zone d’inhibition
de la croissance microbienne autour d’une source d’antibiotique déposée a la surface de la
gélose. La sensibilité des souches aux extraits de la plante a été réalisée par la technique, in
vitro, de diffusion en milieu gélosé, ou méthode des disques 281, Cette technique consiste a
introduire le germe que 1’on veut étudier a la surface du milieu gélosé (Muller Hinton),
contenu dans des boites de pétri sur une épaisseur de 4 mm puis, on applique des disques
imprégnés de substance chimique que 1’on veut tester. On apercoit les substances diffuses
dans la gélose avec une forme circulaire. Apres 18-24 heures, les disques apparaissent

entourés d’une zone d’inhibition 2],
a) Repiquage des especes bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries,
puis incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum.
b) Préparation de I’inoculum

Pour préparer I’inoculum, on racle 4 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques a partir d'une culture de 18h, sur le milieu d'isolement puis déchargées dans de
I’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée a 1’aide
d’un vortex et sa turbidité est ajustée a 0,5 Mc Farland, soit une densité optique égale a

0,08 20,10 ; lue a une longueur d’onde de 625 nm correspondant & 108 UFC/ml 21,
¢) Préparation des disques

Dans cette étude, on a utilisé le papier Wattman N°3, coupé en disques de 6 mm.
Ces disques doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile a
mesurer. Ces derniers, une fois préparés, sont placés dans une boite de pétri (en verre)

contenant 10 ml d'eau distillée et auto clavés pendant 20 mn a 120 °C B%,
d) Ensemencement

Des boites de pétri stériles, préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a
l'aide d'un rateau stérile. L'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une

distribution homogene des bactéries. A 1'aide d'une pince stérile, les disques de papier
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filtre, contenant les produits a tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée au
préalable. L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone

d'inhibition produite autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37° C 301,

Les extraits préparés sont dilués dans le DMSO. Ce choix a été fait, parce que ce dernier
est le solvant préconisé par la majorité des auteurs qui ont prouvé qu’il n'a aucun

pouvoir antibactérien puissant.
e) Lecture :

Apres la culture, la lecture s’effectue en mesurant sur chaque disque le diameétre
d’inhibition du principe actif. Cette distance millimétrique est ensuite reportée sur 1’échelle
de concordance afin que la souche soit interprété sensible, intermédiaire ou résistante vis-

a-vis du principe actif étudié 1311,

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis de 1’huile essentielle étudiée est classée

selon le diamétre d'inhibition et selon les critéres suivants 32-331:

- Non sensible (-) pour @<8 mm;

- Sensible (+) pour 9-14 mm;

- Trés sensible (++) pour @ 15-19 mm et extrémement sensible (+++) pour @ >20 mm.
Les bactéries montrant une sensibilité aux extraits, sont sélectionnées pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Plus la zone d’inhibition mesurée est grande,

plus le germe est sensible.

IV.11.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible ou la plus petite concentration de la substance qui peut
inhiber le développement des bactéries pendant 18 a 24 h a 37 °C. On peut la déterminer,
soit en milieu liquide soit en milieu solide 134351, celle ci est réalisée uniquement pour les
extraits les plus actifs constatés lors des tests de sensibilité 3¢, Elle est déterminée par la

méthode de micro-dilution en milieu gélosé. Pour cela, on réalise une série de

dilutions a partir de la solution mere (Tableau IV. 5), cette solution a été préparée en
solubilisant 20 mg de I’extrait dans le méthanol. Une méme quantité¢ de bactéries de
densité 10° pg/ml répartie dans une série de tubes, contenant des concentrations

croissantes de la substance, de volume de 2ml pour chaque tube. Apres 18 heures
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d’incubation, on observe une croissance bactérienne (se traduisant par une turbidité du

milieu visible a I’ceil nu), dans les tubes contenant une faible concentration de 1’extrait 371,

Tableau IV.5 : Les différentes dilutions de la solution meére.

Concentration Volume Volume d’eau Concentration
initiale (ug/ml) (ml) Distillée (ml) finale (ug/ml)
2000 6.4 3.6 128
1280 2 2 64

1 3 32
0.5 3.5 16
0.5 7.5 8
80 2 2 4
1 3 2
0.5 35 1
0.5 7.5 0.5
5 2 2 0.25
1 3 0.125

IV.11.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse plus de 0,01% de germes survivants. C'est la plus petite concentration
d’une substance qui peut tuer les bactéries apres 18h de culture a 37°C. On peut la

déterminer, soit en milieu liquide soit en milieu solide 3831,

Pour déterminer la CMB nous avons procédé a des sous culture, a partir des tubes qui ne
contiennent aucune croissance bactérienne visible. Donc c'est la concentration minimale

d’une sous culture dont il n’y a pas de poussée bactérienne.

¢ Le rapport CMB/CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et
bactériostatique de 1’huile essentielle étudiée. Lorsque ce rapport est supérieur a
4, T’huile essentielle (I’extrait) a un pouvoir bactériostatique, il est bactéricide
quand il est inférieur ou égal a 4 M0,
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Chapitre V Résultats et Discussion

V.1.Criblage phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante et d'avoir une bonne
idée sur ses activités pharmacologiques. Ces métabolites lui confeérent la protection contre
les bactéries, les champignons et les attaques pesticides et sont donc responsables de
l'effort d'activité antimicrobienne contre certains micro-organismes [,

La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des

constituants, des réactions de précipitation et du changement de couleur.

Les résultats obtenus au terme des tests préliminaires pour le criblage phytochimique,
réalisés sur la partie aérienne de Teucrium polium L. sous espece des thymoides sont
résumés dans le tableau V.1. IlIs révelent la présence ou I’absence d’un groupe de
métabolites secondaires.

Réaction positive : (+) abondant ; Réaction négative : (-) absent

Tableau V.1.: Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne de Teucrium

polium L. Thymoides.

Polyphénols +
Flavonoides +
Flavonoides libres +
Glucoside de flavones +
Coumarines .
Alcaloides +
Huiles essentielles +
Tanins +
Stérols non saturés et terpenes +
Cardenolide +
Saponosides +
Amidon -

Sucres réducteurs -
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A la fin de cette étude qualitative des différentes substances bioactives, nous
remarquons 1’absence totale des coumarines, de 1'amidon et des composés réducteurs. Par
contre nous apercevons 1’existence des autres substances naturelles bioactives. D'apres ces
résultats, nous déduisons que la plante Teucrium polium L. sous espéce Thymoides de la
région de Beni souik, Biskra, comme d'autres especes de la famille Lamiaceae, est riche
en divers métabolites secondaires, ce qui explique I’intérét et 1’attention particulieére portée

par les chercheurs, a travers les études scientifiques sur cette plante [21.

V.2.Controle d’une drogue végétale

V.2.1. Dosage de I’eau par Gravimétrie (Perte a la dessiccation) :

< Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches en renferment de 60 a 80 %. Pour
assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10% B3I,
Nous avons donc utilisé la méthode pondérale pour en déterminer la teneur dans la poudre
des feuilles seéches de notre plante. C’est la détermination de la perte de masse par

dessiccation a 1’étuve.

«» Résultats:

Masse de I’échantillon avant le séchage m=2 g X= 2_2—’83 * 100% = 8,5%

Masse de I’échantillon apres le séchage m’= 1,83g

W eau

W matiére
végétale

Figure V.1 : Teneur en eau dans le Teucrium polium L.

X/

s Interprétation des résultats:

Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité inférieure a 10%, dans la
plante de Teucrium polium L, avec une valeur égale a 8,5%. La teneur en eau, inférieure a

10% confere a notre poudre une meilleure conservation a long terme.




Chapitre V Résultats et Discussion

V.2.2.Dosage des cendres

Le dosage des cendres totales et cendres sulfuriques a été déterminé, apres calcination dans
I'étuve a 600°C pendant 6h, les résultats obtenus en utilisant les formules citées en annexe

sont exposés dans la figure V.2.

s+ Résultats

cendres M cendres
totales sulfuriques
a)Teneur en cendres totales b) Teneur en cendres sulfuriques

Figure V.2 : Résultat des cendres

«»» Interprétation des résultats :

v Le pourcentage de la quantité de substance non volatilisée est de 12,40%, valeur
n’ayant pas dépassé les normes décrites dans la pharmacopée européenne.
v Le pourcentage des cendres sulfuriques est de 4,20%, valeur légérement élevée, ce

qui peut se justifier par une richesse en éléments minéraux de notre poudre.
V.3.Préparation des extraits

V.3.1.Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation, en utilisant le
chloroforme (CHCI3), excellent solvant d'extraction pour de nombreux matériaux
organiques tels que les graisses, ’huile ...etc. La densité de la phase organique est
supérieure a celle de la phase aqueuse, ce qui donne une bonne séparation dans I'ampoule a

décanter. Apres évaporation, I'huile obtenue, a une masse de 1,37g.
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V.3.2. Extraction des composés phénoliques

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilités des composés d’un
mélange dans un solvant. Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de
I'extraction par macération, avec un gradient de polarité croissante, en utilisant des solvants
de plus en plus polaires afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules d’intérét [41,

Cette méthode d’extraction menée a température ambiante, permet d’extraire le maximum
de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable, dues aux
températures €levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction 151, Cette étape permet
de séparer les polyphénols selon leur structure et leur degré de polymérisation; en les

affrontant par plusieurs solvants spécifiques allant du moins polaire au plus polaire.

» Affrontement par I’éther de pétrole
Généralement utilisé pour dégraisser la drogue, surtout les lipides, la chlorophylle et les
impuretés qui risquent de compliquer I’épreuve chromatographique. La masse obtenue est

0,44g.

» Affrontement par le dichlorométhane
Les plantes sont donc extraites avec du dichlorométhane pour entrainer les terpénoides et
les polyphénols aglycones (flavonoides, coumarines, tanins, et anthracenosides),

(m= 4,4g).

» Affrontement par ’acétate d'éthyle
L’affrontement par ce solvant entraine les aglycones, les mono-O-glycosides et
partiellement les di-O-glycosides présents dans les extraits éthanoliques et les tannins

dimériques. L'extrait brut obtenu a une masse de 7,47g.

» Affrontement par le n-butanol
Le n-butanol va entrainer essentiellement le reste des di-o-glycosides, les tri-

oglycosides et les C-glycosides. La masse obtenue est 9,5 g.
V.4.Caractéristiques des extraits obtenus

Les résultats de 1'extraction des huiles essentielles et des polyphénols de la plante
étudiée, incluent les rendements des extraits obtenus ainsi que leurs -caractéres

organoleptiques.
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V.4.1.Rendement de l'extraction :

La détermination des rendements est réalisée a partir du poids des extraits obtenus,

apres évaporation a sec par rapport au poids initial. Les rendements sont calculés par la

moyenne des trois essais + 1’écart-type pour chaque extraction et les résultats ainsi obtenus

sont illustrés sur la figure V.3.

1 /— },37 1
022"

HE EP DCM ACd'ET But

Figure V.3. : Rendements moyens des extraits de Teucrium Polium L. exprimés en % massique

D'apres ces résultats, on peut dire que la partie aérienne de Teucrium polium L. ssp
thymoides, présente un rendement satisfaisant en huile essentielle (1,37%), en
comparaison avec ceux obtenus pour les autres especes de Teucrium étudiées et qui
est de 0,55 % et 0,75 % pour Kabouche A. et al ! et Moghtader M.
respectivement, 0,37 % pour Lograda T 81, 0,21% trouvé par Belmekki N.*! et
pour Roukia H.[' il est de I’ordre de 0,5%.

Du point de vue rentabilité en poids, les extraits polaires (AcE et BuT), ont donné les
proportions les plus élevées en comparaison avec les extraits moins polaires (EP et
DCM).

Ces résultats montrent que cette plante est riche en HE et en polyphénols et que le
bon rendement est attribué a l'extrait butanolique qui contient les flavonoides

glycosylés 11121,

On peut déduire que le rendement, en extrait naturel d'une méme espéce peut varier, et ceci

en fonction de plusieurs parametres comme des études 1’avaient montré, d'une part, de

I'influence de la technique d'extraction et d'autre part, de celle du cycle végétatif, ainsi que

100



Chapitre V Résultats et Discussion

la période de récolte et la localisation géographique. Le temps de séchage de la plante

influe également sur le rendement des extraits [ 1314151,
V.4.2.Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques d’un extrait sont des données nécessaires
pour I’appréciation de la qualité de ce dernier. En effet, il est généralement admis que ces
caractéristiques peuvent étre corrélées avec la composition chimique 1%, Ces caractéres

sont résumés dans le tableau V.2.

Tableau V.2. : Caractéristiques organoleptiques des extrais bruts de I’espece Teucrium

polium L. de la région de Biskra.

Extrait Aspect Couleur Odeur
HE liquide —limpide jaune Forte
Ether de pétrole visqueux vert foncé Agréable
Dichlorméthane visqueux vert foncé Agréable
Acétatk2e d'éthyle Pateux vert jaunatre Faible
n- Butanol Solide marron foncé Piquante

V.4.3.Analyse par la chromatographie sur couche mince :

Cette technique nous donne une indication sur le contenu des extraits analysés et
procure les informations nécessaires pour la poursuite d’autres études.
Pendant I’analyse CCM, plusieurs systémes de solvants ont été essayés sur les extraits
bruts obtenus, en utilisant des plaques analytiques recouvertes de gel de silice. Chaque
extrait, avec un systeme spécifique, donne une bonne séparation et une visibilité acceptable

des spots, comme il est indiqué par les chromatogrammes illustrés dans la figure V.4.

La CCM nous a permis de controler la qualité de nos différents extraits, méme si elle n’est
pas suffisante pour identifier un constituant précis, elle nous a aidé a obtenir des
renseignements utiles sur les éléments constitutifs de nos extraits (fluorescence, coloration,

facteur de rétention...) comme il est indiqué dans I'Annexe VI.
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HE extrait EP extrait DCM extrait AcOEt extrait ButOH
HX -DCM 5/5:V/V EP -Ac 7/3 :V/V Chlforme — méthanol Chloroforme — méthanol
9/1 : VIV 7/3 : VIV

Figure V 4. : Résultats de I'analyse par CCM des extraits de Teucrium Polium L.

Ces résultats montrent 1’existence de plusieurs taches de différents facteurs de rétention, ce
qui nous a permit de révéler un polymorphisme chimique trés important dans les extraits

préparés de la plante sélectionnée.

* Le chromatogramme de l'huile essentielle montre une richesse en composés
terpéniques.

* Les solvants éther de pétrole et dichlorométhane sont généralement utilisés pour
dégraisser la drogue végétale. A I'ceil nu, les taches apparaissent vertes dans la plaque
CCM de ces fractions et sont typiques des chlorophylles, les taches mauves
représentent les stérols.

* L'extrait acétate d'éthyle présente une bonne migration. Les taches sont bien distinctes
avec un facteur de rétention qui différe d'une tache a l'autre, tout cela montre que
I’extrait analysé manifeste une richesse en composés phénoliques. L'extrait butanolique
renferme les composés les plus polaires de type flavonoides glycosylés. Partant de
leurs fluorescences, les échantillons (AcOET et ButOH) sont riches en flavones, en
premier lieu. Celles-ci correspondent aux taches violettes, brunes et grises. En 2°™ lieu,
en flavonols et qui présentent la couleur jaune et ses dérivés: jaune pale, jaune

fluorescent, et jaune orangg.

Les profils chromatographiques des deux extraits n-ButOH et AcOEt Teucrium polium L.

thymoides, montrent clairement leurs richesses en polyphénols et en particulier en
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flavonoides. Ceci a travers les différentes taches visibles sous la lumiere UV aux longueurs

d’onde 254 nm et 366 nm, ainsi que leur révélation en jaune.

V.4.4. Résultats de caractérisation par HPLC

Le besoin de connaitre 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 171,

Les résultats de 1'analyse HPLC-RP-C18, des extraits de la partie aérienne de la
plante sélectionnée, sont repris dans le tableau V.4. Les chromatogrammes de cette
analyse HPLC sont présentés dans la figure V.5, comme on peut ’observer (suivant le
nombre de pics sur les chromatogrammes), afin de comparer leur profil chromatographique
avec ceux des standards et d’obtenir une information sur la nature chimique de quelques
constituants.

Huit composés phénoliques purs ont été utilisés dans 1’analyse HPLC comme témoins et

leurs temps de rétentions (Tr) sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau V.3.: Temps de rétention des différents t€émoins polyphénoliques obtenus apres

séparation par CLHP.
Standards Temps de Equation de Coefficient de
rétention (min) la courbe d'étalonnage corrélation
Acide ascorbique 4,21 _ _
y=211.7x - 1098 R2=0,96144
Acide gallique 5,23 y =23616x - 7232 R2=10,99864
Acide chlorogénique 13,62 y =39775x - 1881 R2 = 0,9983
Acide caféique 16,3 y =72328X R?2=0,99864
Quercétine 20,37 y = 548.0x - 2832 R2 =0,9960
Vanilline 21,46 y = 82773x - 1423 R? = 0,99525
Acide B coumarine 23,95 y=157538x R? = 0.9996
Rutine 29,04 y=24112.98x - 1060 | R2=0,99842
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Figure V.5. : Résultats de I'analyse par HPLC des extraits de Teucrium Polium L..

104



Chapitre V Résultats et Discussion

Tableau V.4 : Les phénols identifiés dans 1'extrait acétate d'éthyle et 1'extrait butanolique

N° de composé | Composés AcOEt | T(nim) ButOH | T(nim)
phénoliques

01 Acide ascorbique + 4,43 + 4,44
02 Acide gallique + 5,18 - -

03 Acide chlorogénique + 13.46 + 13,56
04 Acide caféique + 16,01 + 16,71
05 Quercétine + 20,19 + 20,11
06 Vanilline + 21,10 + 21,15
07 Acide B coumarine + 23,35 + 23,24
08 Rutine + 29,05 + 29,20

(+) abondant ; (-) absent

L'analyse de la fraction de l'huile essentielle montre qu'il ya une diversité de
produits dans sa composition, révélés par plusieurs pics dont l'un est majoritaire a
3min, cependant tous non identifiables par manque de standards des huiles
essentielles.

L'extrait AcOEt est plus riche en substances chimiques que l'extrait butanolique, ce
qui en accord avec les résultats obtenus par CCM.

L’analyse CLHP nous a permis d'identifier huit composés phénoliques. L’extrait
acétate d'éthyle montre trois autres pics majoritaires; le premier, avec un temps de
rétention Tr = 3,46min; un deuxiéme, avec un temps de rétention Tr = 30,69min et
un dernier pic avec un temps de rétention Tr = 32,287min. Dans cette fraction, la
teneur la plus élevée est attribuée a la rutine.

L’extrait butanolique montre aussi trois pics majoritaires; le premier, avec un temps
de rétention Tr = 3,47min, un deuxiéme, avec un temps de rétention Tr = 30min qui
est la plus forte et un dernier pic avec un temps de rétention Tr = 33,42min, alors

que les autres composés phénoliques identifiés sont les moins représentatif.
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V.5. Quantification des composés phénoliques

Cette analyse permet d'avoir une estimation sur la teneur en polyphénols dans
I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de
Dewanto et al.'®], en utilisant le réactif de Folin-Siocalteu, tandis que les flavonoides ont
été quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d'aluminium d'aprés une méthode
adaptée de Dewanto et al. Pour les Tanins condensés, le dosage s’est fait par le test de
vanilline selon la méthode de Sun et al. [1°].

Tous les résultats de dosages sont rassemblés dans les tableaux de 'Annexe VII.

V.5.1. Dosage des Polyphénols totaux

La détermination de la quantité des composés phénoliques a été faite a ’aide d’une
courbe d’étalonnage linéaire (y = ax+b), réalisée avec des solutions étalons de 1’acide
gallique a différentes concentrations.

La teneur en polyphénols totaux de chaque extrait a été calculée, a partir de la
courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique par
gramme d'extrait, la mesure de la densité optique a été effectuée a une longueur d’onde de

760nm. Les résultats sont rassemblés dans le tableau A de 1'Annexe VII.

L’étude statistique montre que la quantité des composés phénoliques extraits a
partir de Teucrium polium L. ssp thymoides présente des différences significatives selon

le solvant utilisé. Les résultats sont représentés dans la figure V.6.
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Figure V.6. : Teneurs en PPT des extraits de I’espece Teucrium polium L..
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Concernant les teneurs en composés phénoliques obtenus, nous avons enregistré une
variabilité claire en fonction du solvant. On remarque d'apres ces résultats que la quantité
des composés phénoliques varie entre 119,66, 109,99 et 49,89 mg EAG /g d'extrait.

Le taux des composés phénoliques le plus élevé est détecté dans l'extrait acétate d'éthyle
(119,66 mg EAG/g d’extrait), suivi par l'extrait butanolique (109,99 mg EAG/g d’extrait).
Tandis que I’extrait aqueux présente la plus faible teneur (49,89 mg EAG/g d’extrait).

D’une maniere générale, I’estimation de la teneur en polyphénols totaux, en utilisant le

réactif du Folin Ciocalteu, indique que cette plante est riche en ces composés.
V.5.2. Dosage des flavonoides :

La détermination du dosage des flavonoides a été faite selon la méthode de
trichlorure d’aluminium (AICI3), a l’aide d’une courbe d’étalonnage linéaire (y = ax+b)

et est réalisée avec des solutions étalons de la catéchine a différentes concentrations.

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage
et exprimée en mg d’équivalents catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g d’extrait). La
mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d’onde de 510 nm, les résultats
sont portées sur le tableau B Annexe VII. Les valeurs de ce tableau sont reprises en

histogramme dans la figure suivante:
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Figure V.7. : Teneurs en flavonoides des extraits de 1’espece Teucrium polium L..
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Comme cité précédemment, les flavonoides suivent aussi la méme tendance. Nous
remarquons, d’apres ces résultats, que la quantité de flavonoides est comprise entre
31,55 et 97,55 mg EC/ g d'extrait. Il parait clairement que le taux de flavonoides le plus
élevé a été détecté dans 1'extrait d'acétate d'éthyle (97,55 mg EC/ g d'extrait), par contre
la quantité enregistrée pour l'extrait aqueux (31,55 mg EC/g d'extrait) reste la plus
faible par rapport a l'extrait acétate d'éthyle et le n-butanol (94,55 mg EC/g d'extrait),

ces deux derniers sont 3 fois plus riche que 1’extrait aqueux.
V.5.3. Dosage des tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés de 1’espece étudiée ont été déterminées, en
utilisant le réactif de la vanilline, a 1’aide d’une courbe d’étalonnage linéaire (y = ax+b)
réalisée avec des solutions étalons de la catéchine a différentes concentrations.

La teneur en tanins condensés de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimée en mg d’équivalents catéchine par g d’extrait (mg EC/g Ext). La
mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d’onde de 550 nm et les résultats
obtenus sont présentés dans la figure V.8 et les valeurs sont indiquées dans le tableau C

Annexe VII.
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Figure V.8. : Teneurs en tanins condensés des extraits de Teucrium polium L..

D'apres les résultats présentés par l'histogramme, nous avons enregistré une
variabilité significative. Nous notons que la quantité des tanins condensés varie entre 31 et
152 mg EC/g d’extrait, elle est la plus élevé (152 mg EC/g d’extrait) dans 1'extrait acétate
d’éthyle, cependant elle est faible dans ceux rapportés dans les extraits n-butanol et aqueux

avec 31 et 40 (mg EC/g d’extrait) respectivement.
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Tous les résultats obtenus montrent que la partie aérienne de notre plante présente
une quantité intéressante des composés phénoliques. Toutefois, la plus forte concentration
est notée pour la fraction acétate d'éthyle. Ces résultats sont en accord avec ceux
mentionnés dans l'analyse par CCM et HPLC, qui montre la richesse de 1'extrait acétate

d'éthyle de la plante Teucrium polium L. Thymoides en ces composés.

La comparaison des teneurs des extraits de notre plante en polyphénols avec les
autres especes de Teucrium, a montré que notre plante présente une teneur €levée. Par
exemple, les résultats trouvées par R. Mahmoudi **! montrent que 1’extrait acétate
d’éthyle obtenu par macération, renferme la plus grande quantité de phénols totaux
89.05+0.50 mg EAG/ g MS de la plante Teucrium polium geyrii. 1ls sont nettement
inférieurs a nos résultats, par contre la plante de Teucrium polium L. Capitatum de Biskra
semble renfermer une grande quantité en polyphenols totaux, soit en moyenne 206,54 *
58,17 mg éq.AG/g MS et 146,13 = 18,95 mg éq. AG/g MS pour la plante de Sétif, ce sont
les résultats trouvés par S.MALKI 211, tandis que DJERIDANE et al. 2], rapportent que
la plante Teucrium polium provenant de Tamanrasset est riche en composés phénoliques.

Les dosages par spectrophotométrie UV-visible ont montré que les extraits acétate
d'éthyle, butanolique et aqueux de la plante sélectionnée contiennent des composés
phénoliques (PPT, FVT et TC) mais avec des quantités différentes. Plusieurs facteurs
influencent la teneur en composés phénoliques d’une plante. D’une part, les facteurs
externes ou exogenes qu’ils soient de natures biotiques ou abiotiques et d’autre part, les
facteurs internes ou endogenes tels que les facteurs génétiques conduisant a des différences
importantes entre les espéces du méme genre 231, 1ls peuvent étre d’origine géographique,
ou dues aux conditions climatiques ou de stockage, a la période de maturité a la récolte, et

aussi a la technique d’extraction employée [24-251,

Les travaux conduits par Katalinic et al. #2261 et Koffi et al. ?”! confirment nos
résultats en indiquant que le milieu hydro-alcoolique permet une meilleure extraction des
polyphenols totaux. L’addition de 1’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des
polyphenols par modulation de la polarit€é du solvant organique. La solubilité des
polyphenols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles, du poids

moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique du squelette de base 281,
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V.6. Activités biologiques des extraits

L’étude des activités biologiques des substances bioactives des plantes médicinales
se trouve a la base des médecines dites alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la
conservation des produits alimentaires crus ou cuits et des substances actives exploitées
dans les produits pharmaceutiques. L'étude précédente confirme la richesse de la plante
médicinale Teucrium polium L. Thymoides en métabolites secondaires ce qui nous a

incité a explorer biologiquement leurs extraits.

La présente étude, s’intéresse particuliecrement a I’activité antioxydante et antibactérienne

des extraits naturels issus de cette plante [2],
V.6.1.Evaluation de I'activité antioxydante

Dans cette étude, la méthode choisie pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante des
extraits préparés de cette plante, est le piégeage du radical libre DPPH car cette technique
est reconnue comme étant simple, rapide et efficace, en raison de la grande stabilité du
radical 3%, L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de 1’absorbance d’une

solution alcoolique de DPPH a 515 nm qui est due a sa réduction a une forme non

radicalaire DPPH-H, par les antioxydants présents dans I’extrait végétal 31321,

L’effet de piégeage des extraits sur le radical DPPH est exprimé en valeurs de ICso
(ug/ml). On rappelle que la ICso représente la quantité de réactifs nécessaire a 1’inhibition
de la moitié de la quantité initiale de radicaux présents. En effet, la ICso est inversement
liée a la capacité anti-oxydante d'un composé, plus cette valeur est basse, plus l'activité

anti-oxydante est grande.

Cette concentration est calculée graphiquement par les régressions linéaires des tracés:
pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des échantillons

testées.

Les résultats obtenus du test de mesure de 1’absorbance du radical libre DPPH (Annexe
VIII), nous a permis de tracer I’histogramme de variation du pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration de chaque extrait de la plante étudiée (Figure V.9).
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Figure V.9: Valeurs des Clso du test DPPH (ug/ml) de HE et polyphénols.

- A la lumiére de ces résultats, on constate que 1’huile essentielle de Teucrium polium L.
ssp thymoides peut ramener le radical libre stable 2,2 diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) au
diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec un ICso de 1250 pug/ml montrant une activité
antioxydante inférieure a celle de 1’acide ascorbique.

Khaled-Khodja N. et al. [33, ont trouvé une valeur d’ICso de 95 pg/ml, en étudiant I’effet
antioxydant de I’huile essentielle de Teucrium polium de (Bejaia, Algérie), ce qui est
supérieur au pouvoir antioxydant de I’huile essentielle de la plante étudiée. Pour le
Teucrium polium geyrri , le résultat trouvé par Hammoudi R.est 19,46 pg/ml 34, malgré
que ce sont les mémes espéces. D’autre part, a comparer avec d’autres espéces comme
Teucrium marum (Lamiaceae), Ricci, D., et al. 351 trouvent une valeur d’ICso de 13,13
ug/ml ainsi que Bencheikh S. E. %1 qui obtient avec un ICso de 58,6336 pg/ml montrant
une valeur inférieure a celle signalée dans notre étude .

D'une maniere générale, 1’huile essentielle de I’espéce étudiée posséde une activité

antioxydante tres faible en comparaison avec celle des autres especes de Teucrium.

- Dans le cas des polyphénols, en comparant les ICso des différents extraits testés de notre
plante par rapport a celle de standard butylhydroxytoluene BHT (11,5 pg/ml). Nous
remarquons, en premier lieu que tous nos extraits ont des activités moins importantes que
la substance de référence. En second lieu, I’extrait Acétate d'éthyle est généralement le

plus actif par rapport aux autres extraits.

Selon les valeurs indiquées dans le tableau B (AnnexeVIIII) qui sont reprises en
histogramme de la concentration d'inhibition a 50% (Clso). Nous notons une divergence

évidente dans les valeurs obtenues entre les différents solvants utilisés dans le processus
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d'extraction des plyphénols. Les profils d’activité anti-oxydante révelent que 1’extrait
acétate d’éthyle a manifesté un pouvoir antioxydant important (41, 47 pg/ml), suivi par
l'extrait n-butanol d'une valeur égale a (47,56 nug/ml). Tandis que l'extrait aquatique est le
moins actif avec une valeur égale a (149,92 pg/ml). Ce résultat peut étre expliqué par la
richesse de I’extrait AcOEt en composés phénoliques comme les flavonoides qui sont des
antioxydants puissants.

Nos résultats se révelent plus importants que ceux trouvés par MalkI S.et Hamoudi
R. P31 qui ont enregistré des valeurs de Clso plus élevées pour les deux sous especes

Teucrium polium L. Capitatum et Teucrium polium geyri respectivement.

Il est important de noter que les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides sont

corrélées avec I’activité anti-oxydante.

En effet, dans ce sens et d’une maniere générale, le pouvoir antioxydant est
fortement tributaire de la concentration en composés phénoliques (Hanson et al., 2004) [38],
Ces données sont corroborées par les travaux de (Trabelsi et al. 2010) 1, qui ont montré
une corrélation significative et positive entre les teneurs en  composés
phénoliques et [D’activité antioxydante. Néanmoins dans le cas de nos résultats relatifs a
Iactivité antiradicalaire DPPH, cette relation n’est pas toujours évidente, puisqu’elle
peut étre non significative voire méme négative dans certains cas. En effet, (Djeridane et
al. 2006) MO estiment que I’existence d’une synergie entre les différents composés
phénoliques peut étre déterminante dans la capacité antioxydante d’une plante donnée.
Ainsi cette activité ne dépend pas seulement de la teneur en polyphénols mais aussi

de la structure et de I’interaction entre les différents composés [41:421,

V.6.2.Evaluation de 1'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits obtenus est déterminée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Elle nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien vis-a-vis de huit bactéries de références. Les souches bactériennes utilisées
sont des souches de référence obtenues de I’American Type Culture Collection (ATCC).

La gentamicine et le DMSO ont servi de témoins positif et négatif, respectivement.
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V.6.2.1.Résultats de I’antibiogramme

La détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caracteére de
sensibilit¢ ou de résistance de la souche bactérienne vis-a-vis des extraits testés. Les
diameétres des zones d’inhibition sont mesurés par un pied a coulisse en mm (Annexe X).
Les résultats obtenus aprés 24h d’incubation a I’étuve a 37 °C, sont rassemblés dans le
tableau V.5. D’aprés Ponce et al. (2003) 31, 1a sensibilité d'un extrait a ét€ classée par le
diametre des halos d'inhibition : non sensible (-) pour les diameétres de moins de 8mm ;
sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14mm ; trés sensible (++) pour des diameétres de 15

a 19mm et extrémement sensible (+++) pour les diameétres de plus de 20 mm.

L’extrait est considéré comme bactéricide si aucune colonie n’est observée dans la zone
d’inhibition. Par contre, il est dit bactériostatique quand quelques colonies sont présentes,

méme en densité faible.

Tableau V.5.: Zones d’inhibition en mm des extraits de Teucrium polium L. sur les
souches bactériennes testés.

Les bactéries HE EP DCM Ac-Et | ButOH T+
Les extraits
Entero D 16 00 00 00 00 22
S ++ - - - - +++
Pseudomenas D 10 00 00 00 00 25
S+ - - - - FRFRER.
E. Colie D 11 00 00 00 00 21
S + - - - - +++
Salmonelle D 12 07 00 11 10 23
S + + - + + .
Vibrio D 14 00 00 00 00 22
S+ - - - - e+
Staph NCTC D 16 08 08 16 14 30
S 4+ - - ++ + +++++
Candida D 14 00 00 00 00 22
S+ - - - - ++4+
K.O. D 16 00 00 00 00 23
S+ - - - - e+
D : diamétre de la zone d’inhibition ; S : Sensibilité ; - : Résistante ; + : Sensible ; ++ : Trés sensible.
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V.6.2.2.Résultats de la CMI et la CMB

Les valeurs obtenus des CMI et CMB de 1'huile essentielle et des extraits acétate d'éthyle et

celle de n- butanol de la plante étudiée, sur la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923

sont illustrés dans le tableau V.6.

On appelle CMI, la plus faible concentration d'une substance, qui peut inhiber le

développement des bactéries pendant 18 a 24 h a 37 °C et la CMB, la concentration

d’antibiotique qui laisse moins de 5% de survivants apres 18 heures. Les antibiotiques

classés comme bactéricides sont ceux pour lesquels il y a peu d’écart entre la CMI et la

CMB 441,

Tableau V.6. : Résultats des CMI et CMB des extraits actifs de Teucrium polium L.

V.6.2.3.Interprétation des résultats

Staphylococcus aureus

Extrait HE Ac-Et But
CMI (ug/ml) 1 0.125 0.125
CMB (ug/ml) 2 0.25 0.25

Les résultats portés sur le tableau V.6, montrent que les réponses sont trés variables, ils

permettent de mentionner :

Il apparait un effet antibactérien de la plante Teucrium polium L.ssp Thymoides sur

différentes souches bactériennes Gram positif ou négatif. Lequel effet est due a la

présence des huiles essentielles et des flavonoides qui sont des métabolites

secondaires, réputés pour leur activité antibactérienne.

Le diamétre de la zone d’inhibition variant de 7 a 16 mm, différe d’une bactérie a une

autre et d’un extrait a un autre. La variation de ’activité antibactérienne des extraits

explique les variations de leurs compositions chimiques.

Les résultats de ce travail ont démontré que 1'huile essentielle de Teucrium Polium L.

présente un potentiel antimicrobien contre une gamme de microorganismes (bactéries

testés).
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* Pour les composés phénoliques, nous constatons que Salmonnelle et Staphylococcus
aureus sont les bactéries les plus sensibles. Ceci pourrait €tre expliqué par le fait que
les bactéries a G+ possedent des dispositifs structuraux qui sont plus susceptibles aux
extraits naturels 451,

e 1l est clair que I’extrait acétate d'éthyle présente le meilleur résultat sur un diametre
élevé de la zone d’inhibition (16 mm) avec une CMI de 0,125 pg/ml et une CMB de
0,25 ug/ml. Son effet inhibiteur couvre aussi bien les bactéries Gram positif que celles
Gram négatif.

e L’extrait butanolique est doué d’une activité non négligeable sur Staphylococcus
aureus avec un diametre de la zone d’inhibition (14 mm), une CMI de 0,125 pg/ml, et
une de CMB de 0,25 pg/ml.

e Une faible réactivité est présentée par les deux extraits éther de pétrole et
dichlorométhane, ceci peut s'expliquer par leur richesse en composés les moins actifs.

* Vis-a-vis des bactéries a Gram négatif Pseudomonas aeruginosa, Klebseila oxytoca,
E.coli et Vibrio cholerae ainsi qu'envers la levure candida, elles se sont avérées les
plus résistantes.

* La présence d’une zone d’inhibition bien appréciable autour des extraits testés permet
de constater une activité relativement importante vis-a-vis des Cocci Gram +
Staphylococcus aureus et salmonelle et Bacille Gram -.

* On peut dire que cette espece de Teucrium est significativement sensible aux extraits
avec des CMI extrémement faibles montrant un effet bactériostatique.

* Les CMB obtenues pour les extraits étudiés, sont plus proches des CMI, ce qui

explique que les deux extraits testés ont un pouvoir bactéricide.

Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux déja réalisés sur 1’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle et des polyphénols de Teucrium Polium L. sous
espece Thymoides. Pour cela, les résultats de cette étude sont comparés a ceux obtenus
pour d'autres especes de Teucrium. Les résultats obtenus par R. Hammoudi et M.H.
Mahammed 6 montrent une activité sur E.coli et une résistance envers Pseudomonas
par contre ceux de S. Benchikh 351, ne présentant pas d’activité sur E.coli et Leisteria
mais sont actives sur Pseudomonas et d'autres bactéries. Les résultats portés par Ozkan G
[471 réveélent une activité antibactérienne des extraits de Teucrium montbretii. Selon

Derwich et al. 8] I’activité antimicrobienne des produits naturels est expliquée par la
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présence de groupes d'hydroxyles phénoliques capables de former des liaisons hydrogenes

avec les emplacements actifs des enzymes de la cellule ciblée.

Le mode d’action des extraits dépend du type de microorganismes, du type d’extrait et de
sa concentration. En général, les bactéries Gram(-) sont plus résistantes que les bactéries
Gram(+) et ce grice a la structure de leur membrane externe 1. Plusieurs travaux ont
confirmé la grande résistante des bactéries G- par rapport aux G+. Ce constat peut €tre dii a
l'action de certains composés, d’une part et a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barriere
efficace contre n'importe quelle biomolécule entrante, d’autre part 5%, L’activité des
principes actifs et des extraits végétaux peut dépendre de leur composition chimique. Elle
peut étre liée a la polarité des substances bioactives, aux conditions de séchage, de broyage
de la plante 1 et dépend également de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction et la

concentration en principes actifs 521,

Par conséquent, il est suggéré que les extraits phénoliques et les huiles essentielles soient
utilisés comme source potentielle d'agents antibactériens naturels contre les bactéries

multi-résistantes 531,
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La majorité des médicaments actuels sont des copies concentrées de remedes
végétaux. Notre pays est doté d’une biodiversité végétale immense qui reste a découvrir.
Une grande partie de cette flore est constituée par des especes médicinales et c'est dans le
cadre de la recherche de molécules a activités biologiques nouvelles, d'origine végétale,
que notre travail s'inscrit. L’objet de cette étude est, en l'occurrence, 1'évaluation de
I'activité antioxydante et antibactérienne des extraits organiques de la partie aérienne de la

plante médicinale Teucrium polium L. sous espece thymoides, de la wilaya de Biskra.

La sélection de la plante est basé sur quelques données ethno-pharmacologiques.
Le screening phytochimique réalisé, a mis en évidence la présence de divers métabolites
secondaires tels que: huiles essentielles, polyphénols, flavonoides, tanins, stérols, terpénes,
saponosides et alcaloides dans cette plante. Dans un premier temps, nous nous sommes
intéressés a la qualification, par analyse chromatographie CCM et HPLC qui a révélé la
présence de l'acide ascorbique, gallique, chlorogénique, caféique, quercétine, vanilline,

béta coumarine et la rutine et d'autres composés majoritaires non identifiés.

L'analyse semi-quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés des
extraits phénoliques a été réalisée par dosage colorimétrique. Celle-ci nous a permis de
confirmer que cette plante est riche en composés phénoliques. La teneur en polyphénols
totaux estimée, par la méthode de Folin Ciocalteu est comprise entre 119,66 et 49,89 mg
EAG/g d'extrait. Le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCI3 a révélé, que 1’extrait
acétate d'éthyle détient la quantité la plus élevée (97,55 mg EC/ g d’extrait), suivi par
I'extrait butanolique (94,55 mg EC/g d'extrait). La teneur la plus élevée en tanins
condensés par la vanilline est attribuée a 1'extrait acétate d'éthyle (152 mg EC/g d’extrait).
Les résultats de cette quantification prouvent la richesse de l'extrait d'acétate par les
composés phénoliques.

La détermination de 1'activité antioxydante de 1'huile essentielle de cette plante est
effectuée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, elle a donnée des résultats
acceptables, avec une valeur de 1.250 mg/ml donc l'huile essentielle de notre plante
présente une capacité de réduction du DPPH- non négligeable, mais celle-ci reste moyenne
par rapport au pouvoir antioxydant des huiles essentielles des autres especes de la famille
des Lamiacées. Par contre celle des polyphénols, réalisée toujours par la méme méthode

(piégeage de radical libre DPPH) sur les extraits phénoliques, a montré que la fraction




Conclusion Générale

acétate d'éthyle présente un pouvoir antioxydant plus important que les autres extraits, avec

une valeur de 41, 47 ug/ml.

En parallele, 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits préparés a été
évaluée in vitro, en utilisant I’antibiogramme standard et la micro-dilution en milieu
liquide; L'huile essentielle de la partie aérienne de Teucrium polium L. Thymoides,
présente une excellente sensibilité vis-a-vis des huit microorganismes sélectionnées. Pour
le pouvoir antibactérien des polyphénols, seule la souche Staphylococcus aureus a montré
une bonne activité pour les extraits testés suivi par Salmonella, qui exhibe une activité
moyenne. Les autres souches bactériennes Enterococcus faecalis, Vibrio cholerae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebseila oxytoca et la levure Candida se sont
révélées insensibles aux extraits phénoliques de notre plante. Les résultats obtenus ont
montré que I' extrait acétate d'éthyle a manifesté une activité modérée contre S.aureus et
une faible activité contre Salmonella. En revanche l'extrait butanolique a présenté une

faible activité vis-a-vis de ces bactéries.

Concernant les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits
phénoliques et de 1’huile essentielle de Teucrium Polium L. Thymoides, envers la souche
bactérienne la plus sensible, varient entre 0,125 et 2 pg/ml. L’étude des concentrations
minimales bactéricides (CMB) a permis de mettre en évidence 1’effet bactériostatique de

ces extraits, permettant de les classer comme agents antibactériens "bactéricides".

Pour la continuité des travaux entamés avec plus d’efficacité, de nombreuses
perspectives peuvent €tre envisagées :

& élargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo.

& élargir le spectre d'activités biologiques ciblées, en incluant l'activité cytotoxique,
anti-inflammatoire, antifongique et anticancéreuse, ou autres...

& isoler et caractériser les principes actifs responsables de ces propriétés
pharmacologiques.

< approfondir 1’étude phytochimique, en utilisant des techniques plus performantes
pour la détermination de la structure chimique de ces composés par différentes
méthodes de séparation et d'identification.

< étudier la toxicité des extraits pour déterminer leur utilisation.

< investigation phytochimique, pharmaceutique et ethnobotanique des autres plantes

médicinales algériennes.
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Annexe I : Structure de quelques composés terpéniques
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Annexe II: Quelques métabolites secondaires isolés du genre Teucrium

Espece

Principes actifs isolés

Références

Teucrium polium L

Polyphénols, flavonoides

ABDOLLAHI et al., 2003

Teucrium hyrcanicum L.

5, 6, 4’-trihydroxy-7-éthoxyflavone
(7méthylscutellareine). cirsiliol (6-
hydroxyluteolin derivatives

OGANESYAN, 2005

Teucrium polium subsp.
Pilosum

19-acétylteupoline

LA TORRE et al., 1986

Teucrium podium

Teupoline

MALAKOV etal., 1982

Teucrium orientale

Flavone : cirsilineol (5,4’-dihydroxy-
6,7,3’trimethoxyflavone).

OGANESYAN, 2007

Teucrium tomentosum

3-acétoxy-4,18:15,16-diepoxy-6,12-
dihydroxyneocleroda-13(16),14-dien-
19,200lide,

SOUNDARYA et al., 2003

o
&
na t :
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Teucrium frutican

Diterpénes, flavonoides

SOSA et TONN, 2006 ;
COLL et TANDRO, 2004

Teucrium lusitanicum et
T. algarbiensis

a-pinene, sabinene, B-pinene,
limonéne, germacreéne D et élemol.

CAVALEIRO et al., 2004

Teucrium divaricatum

villosine B, villosine A, teuvincenone
D

ULUBELEN et al., 1994

Teucrium arduini L.
(Croatie)

Sesquiterpene (P - caryophylléne
(35.2 %) et germacrene D (18,7 %)).
Composés phénoliques (quercétine,
acide férulique et acide rosmarinique)

KREMER et al., 2013

Teucrium chamaedrys

Steroides

ULUBELEN et al, 1993 ;
LOPEZ et al., 2007

Teucrium cylindrunium

neoclerodane diterpénes

OLGUIN et al., 1998

Teucrium marum
(Sardinia)

Isocaryophylléne, B-bisabolén,
Bsesquiphelletrene, o -santalene
dolichodial et, A-caryophyllene.

RICCTI et al., 2005

Teucrium Iberian
(Peninsula et Balearic
islets)

Terpenes

VELASCO- NEGUERUELA
et PEREZ-ALONSO, 1990

Annexe III: Les réactifs utilisés pour le criblage phytochimique

Réactif de MAYER

Chlorure mercurique.............ooveenunnnees o 1,35¢g
Iodure potassium.............ccoeeviiiiienennn.. 5¢g
Eaudistillée............oooiiiiiiiiiiin, 30 ml
Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter :

Eau distillée.............c.oooiiiiiinnn. g.s.p 100 ml
Réactif DE BOUCHARDAT

Tode....oovi 2g
Tode de potassiu..........cooeeviiiiiiiiiinninnn... 2g
Eau distillée............ccocceeviinni.i g.s.p 100 ml
Réactif de DRAGENDORFF

Sous nitrate basique de bismith.................. 0.85¢g
Todure potassium............ccooeeviiiiiiiiiiin.. 8¢g
Acide acétique glacial....................ooa 10 ml
Eaudistillée.........c..oooooiiiiiiiiii, 70 ml

Chauffer et filtrer sur verre fritté, si nécessaire.

Réactif de STIASNY :

Formol.....................
Acide chlorhydrique.....




Annexes

Annexe IV: Organigramme de I'extraction des polyphénols

\ Poudre végétale 50 g

Marcs ¥

Extrait aqueux

Extraction par EP (3 x 150 ml)

Phase organique ) .
: Décantation

— Séchage sur Na,SO,

— Filtration et évaporation Phase aqueuse

Extrait EP

Phase organique Phase aqueuse

— Séchage sur Na,SO,
— Filtration et évaporation -

Extrait DM

Phase aqueuse Phase organique

— Séchage sur Na,SO,

-Extraction par n-butanol (3 x 150 ml) o ; .
— Filtration et évaporation

-Décantation

Phase organique Extrait AcCOET

— Séchage sur Na,SO,
— Filtration et évaporation

Extrait n-butanol

Annexe V: Calcul des cendres totales (CT)et cendres sulfuriques (CS)

La masse finale (totale) M= 60,83¢g 60.83-6021

CT * 100% = 12,4 %

La masse de creuset vide M’= 60,21 S—

La prise d’essais de la matiere PE= 5¢g
0,084

% CS =

—— 2

* 100% = 4,20 %
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Annexe VI : Relation entre structure et couleur de flavonoides

Couleur de tache Type de flavonoide

Brun 3-OH absent ou 3-substitué

Violet Flavone 5-OH et 4-OH
Flavone 3-OR et 5-OH ; 4-OH
Flavone 6 ou 8 OH

Chalcone, isoflavone, dihydroflavonol, flavanones.

Bleu clair Flavone sans 5-OH libre
Flavonol sans 5-OH libre avec 3-OH substitué

Jaune terne, jaune, Flavonol 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre.
fluorescence orangée

Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué

Jaune fluorescent avec 3-OH libre
Aurone, chalcone, flavanone.

Jaune pale Dihydroflavonol
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Chalcone, isoflavone, dihydroflavonol, flavanones.

Bleu clair Flavone sans 5-OH libre
Flavonol sans 5-OH libre avec 3-OH substitué

Jaune terne, jaune, Flavonol 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre.
fluorescence orangée

Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué

Jaune fluorescent avec 3-OH libre
Aurone, chalcone, flavanone.

Jaune pale Dihydroflavonol

Annexe VII : Résultats de dosage des composés phénoliques

GAMME D'ETALLONAGE
Gamme Acide R1 R2 R3 MOY
gallique

25 0,067 0,08 0,057 0,068

50 0,16 0,152 0,142 0,151

100 0,451 0,458 0,449 0,453

200 0,809 0,806 0,793 0,803

300 1,137 1,141 1,039 1,106
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valeurs de I’absorbance pour la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Polyphenoles totaux

Absorbane
a 760 nm

R1 R2 R3 Moy Cal
acétate 0,37 0,389 0,318 0,359 119,66
d’éthyle
N-butanol | 0,289 0,327 0,329 0,315 106,99
aqueux 0,143 0,153 0,353 0,149 49,89

Valeurs moyennes de I’absorbance d’étalonnage de la catéchine.

Catéchine | MOY
0 0
50 0,187
100 0,371
200 0,64
300 1,056
500 1,645

Valeurs moyennes de I’absorbance de la courbe d’étalonnage de la catéchine.

FLAVONOIDES
R1 R2 R3 MOY Cal
acétate 0,333 0,308 0,291 0,310 97,55
Absorbant d’éthyle
a 510 nm y
n-butanol 0,302 0,317 0,289 0,302 94,55
aqueux 0,112 0,122 0,104 0,084 31,55
Valeurs moyennes de I’absorbance de la courbe d’étalonnage de la catéchine.
TANNIN CONDENSE
R1 R2 R3 Moy Cal
Absorbant | gcétate 0,425 0,438 0,559 0,474 152
a550 nm | @’éthyle
n-butanol 0,071 0,132 0,130 0,111 31
Aqueux 0,133 0,152 0,136 0,140 40,78
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Dosage des polyphénols

Concentrationv(mg/ml R1 R2 R3 Moy Cal PI%

[10] 0,326 0,345 0,321 0,330 0,173 17,3

acétate [20] 0,264 0,232 0,234 0,243 0,34 39,19

d’éthyle [50] 0,98 | 0,191 | 0,192 | 0,193 | 05158 | 51,58

[150] 0,194 0,260 0,179 0,166 0,5341 53,41

Absorbance [250] 0,198 0,183 0,188 0,189 0,5258 52,58
5 695 [20] 0,293 0,294 0,277 0,288 0,28 28

a n-butanol [50] 0,197 0,194 0,204 0,197 0,506 50,6
[150] 0,191 0,168 0,171 0,176 0,558 55,8

[250] 0,178 0,173 0,179 0,176 0,558 55,8
[20] 0,354 0,371 0,369 0,364 0,088 8,8

aqueux [50] 0,280 0,249 0,250 0,250 0,3508 35,08

[150] 0,201 0,201 0,190 0,193 0,5066 50,66

[250] 0,197 0,180 0,188 0,188 0,529 52,9

Tableau A: Quantité des phénols totaux dans les différents extraits.

y  Tableau B: Quantité des flavonoides totaux dans les différents extraits.

Tableau C : Quantité des tanins condensés (mg EC/g d’extrait).

Extrait Polyphénols totaux
(mg EAG/g d’extrait)
Acétate d’éthyle 119.66 *12.25
n-butanol 109.99 +7.53
Eau 49.89 +1.93

Extrait flavonoides totaux
(mg EAG/g d’extrait)
Acétate d’éthyle 97.55 *7.04
n-butanol 94.55 +5.17
Eau 31.55 £ 3.01

Extrait

tannins condensé

(mg EAG/g d’extrait)

Acétate d’éthyle

n-butanol

Eau

152,00 +24,63
31,00 11,55
40,00 + 3,40
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Annexe VIII : Résultats de I'activité antioxydante de I'HE de Teucrium
polium ssp thymoides

Concentrations Pourcentage d’inhibition du DPPH-
(ng/ml)
600 35.68 £0.17
800 38.54 £ 0.77
1000 44.37 = 0.46
1200 50.10 £ 0.77
1400 52.45 +1.40
1600 56.13 = 0.61
2000 59.40 = 0.78

Tableau A: Clso du test DPPH (ug/ml) des différents extraits

ntioxydants Valeur de ICso
(mg/ml)
HE de TP 1,250
Acide ascorbique 0.225
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Annexe VIIII : Résultats de 1'activité antioxydante des polyphénols de
Teucrium polium ssp thymoides

Extrait | Répétition CI50
acétate R1 49,5
d’éthyle R2 38,82
R3 36,08
n- R1 48,54
butanol R2 43,13
R3 51,01
aqueux R1 152
R2 155
R3 142,76

Tableau B: Valeurs des CI50 de différents extraits étudié

Extrait Valeurs de (IC
50 en pg/ml)
Acétate d’éthyle 41,47
n-butanol 47,56
Eau 149,92
BHT 11,5
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Annexe X : Antibiogramme des extraits préparés




