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Résumé

Résumeé :

Dans cette étude, notre choix s’est porté sur trois plantes médicinales poussent
spontanément dans la région de Saida a savoir : Thymus ciliatus,Phillyrea aungustifolia et
Globularia alypum L, possédent des métabolites reconnus a travers diverses activités
biologiques telles que [activité antioxydant,antibactérienne et anti-fongique.Les tests
phytochimiques ont montré la richesse de ces plantes en flavonoides,coumarines,stérol et
stéroides comme on note la présence de 1’amidon chez thymus ciliatus et I’absence des
alcaloides et des antocyanes chez Globularia alypum, thymus ciliatus avec une existence forte
des alcaloides chez Phillyrea aungustifolia. L'activité antioxydant évaluée par le test DPPH a
montré une capacité bonne a modeérée avec (IC50 = 0,22 mg/ml), (IC50 = 0,26 mg/ml) des
extrait hydroéthanolique de Globularia alypum, Phillyrea aungustifolia réspectivent sachant
que I’huile essentiel de Thymus ciliatus classe en premier par une excellente capacité
d'antioxydant (IC50 =0,00001mg/ml),en dernier lieu I'infusion de Phillyrea aungustifolia avec
un 1C50=3,04 mg/ml.

L’effet antimicrobien des extraits des plantes étudiees évaluées par la technique de
diffusion sur le gélose vis-a-vis 14 souches microbiennes. Par ailleurs, les résultats de
I’activité antimicrobienne suggeérent que les souches Bacillus sp
,Entérobacer,E.coli,C.albicans et ,A.Niger sont les souches les plus sensibles sur I’extrait
hydoéthanolique de Globularia alypum avec les diamétres 24mm,23mm,20mm,21mm et20
mm respectivement alors que Phillyrea aungustifolia a une faible activités sauf que E.coli
avec une zone d’inhibition d’un 25mm. Tandis que la meilleur activité de 1’huile essentiel de
Thymus ciliatus agir contre toutes les souches testés d’une inhibition totale.

La présence contemporaine de bioactivites suggére que Thymus ciliatus, Globularia
alypum L et phillyrea angustifolia peuvent etre des nouvelles molécules dans les industries

alimentaires et pharmaceutiques .

Mots clés : Thymus ciliatus,Phillyrea aungustifolia,Globularia alypum,activité antioxydant,
activité antimicrobienne, tests phytochimiques,huile essentiel.
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Résumé

Abstract:

In this study, our choice fell on three medicinal plants growing spontaneously in the
region of Saida, namely: Thymus ciliatus, Phillyrea aungustifolia and Globularia alypum L,
possess metabolites recognized through various biological activities such as antioxidant
activity, antibacterial and anti-fungal. Phytochemical tests have shown the richness of these
plants in flavonoids, coumarins, sterols and steroids as we note the presence of starch in
thymus ciliatus and the absence of alkaloids and antocyanes in Globularia alypum, thymus
ciliatus with a strong existence of alkaloids in Phillyrea aungustifolia. The antioxidant
activity evaluated by the DPPH test showed a good to moderate capacity with (IC50 = 0.22
mg/ml), (IC50 = 0.26 mg/ml) hydroethanolic extracts of Globularia alypum, Phillyrea
aungustifolia respectively knowing that the essential oil of Thymus ciliatus ranks first with an
excellent antioxidant capacity (IC50 =0.00001mg/ml), lastly the infusion of Phillyrea
aungustifolia with an 1C50=3.04 mg/ml.

The antimicrobial effect of the extracts of the plants studied evaluated by the technique
of diffusion on the agar against 14 microbial strains. Furthermore, the results of the activity
antimicrobial suggest that Bacillus sp, Enterobacer, E.coli, C.albicans and A.Niger strains are
the most sensitive strains on the hydoethanolic extract of Globularia alypum with the
diameters 24mm, 23mm, 20mm, 21mm and 20 mm respectively then that Phillyrea
aungustifolia has a weak activity except that E.coli with a zone of inhibition of 25mm. While
the best activity of the essential oil of Thymus ciliatus acts against all strains tested with total
inhibition.

The contemporary presence of bioactivities suggests that Thymus ciliatus, Globularia
alypum L and Phillyrea angustifolia may be new molecules in food and pharmaceutical

industries.

Keywords: Thymus ciliatus, Phillyrea aungustifolia, Globularia alypum, antioxidant activity,

antimicrobial activity, phytochemical tests, essential oil.
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Partie |. Introduction



Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. A travers les

siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et l'utilisation des plantes
médicinales dans le but de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé des humains. Ces
plantes médicinales sont reconnues pour leurs effets therapeutiques et leurs caractéristiques
biologiques, sous leur forme originale ou semi-synthétique, en raison de leur capacité a
produire un grand nombre de métabolites secondaires (Fraga, 2007); parmi eux les
terpénoides et les composes phénoliques (Halliwel,2006).

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés importantes, plusieurs médicaments
pharmaceutiques ont été¢ dérivés de plantes, ces derniers passent dans 1’esprit de la population
pour efficacité et tolérance du fait de son origine naturel faisant partie de la médecine douce
(Hami et acl., 2011).

Les plantes medicinales sont utilisées depuis des siecles comme remede a diverses
maladies humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites
alors actives, qu'elles renferment. Pour I'évaluation de I'activité biologique de ces plantes, il
est impératif de recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening
chimique (Tyihakal., 2007).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser. Un grand nombre des plantes, aromatiques, des
plantes épices et autres, possedent des propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent
des applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et
I’agriculture (Bahorun, 1997).

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se
concentrent principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et
seront sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Yano et al.,
2006) .

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la mer Méditerranée et I'Afrique sub-
saharienne. Le Sahara le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde posséde dans sa
partie nord, le Sahara septentrional renfermant une flore spontanée potentiellement riche et
dont beaucoup d'especes endémiques sont présentes. De cette flore, nous avons choisi les trois
plantes endémiques Globularia alypum,Thymus siliatus et phillyrea angustifolia, récoltées

dans la région de saida a ouled Ibrahim, Tifrit et Ain el manaa réspectivement et connues pour




Partie 1. Introduction

avoir des propriétés biologiques. C’est dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine
naturel que le présent travail s’inscrit

Le plan de notre travail est structuré comme suit :

X/

% Une introduction générale dans laquelle la problématique est posée.
% La premiere partie aborde une étude bibliographique concernant les plantes
médicinales en général et étudiées en particulier, les composés phénoliques et les

huiles essentielles ainsi que leurs activités biologiques

L)

» La seconde partie est réservée a I’étude expérimentale ou le matériel utilisé est cité et
les méthodes opératoires son décrites.
% Dans la troisieme partie, tous les résultats expérimentaux obtenus sont présentés et
discutés.
Enfin, une conclusion genérale vient achever ce travail renfermant également des

perspectives dans le futur.
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Partie 11. Synthése bibliographique

11.1 Généralites sur les plantes médicinales :

11.1.1.Qu’est qu’une plante médicinale ?

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme puisqu’il s’en sert
pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux.

L’utilisation des plantes médicinales comme source de reméde pour se soigner ou
prévenir des maladies est originaire des millénaires jusqu’a la récente civilisation chinoise,
indienne et du Proche-Orient. Elle est devenue certainement un art. Au fil des siecles, la
thérapeutique par les plantes s’est dissociée des pratiques magiques pour devenir empirique
puis scientifique. Cela était évident au début du 19°™ siécle qui marque la découverte des
alcaloides (la morphine, la strychnine, la quinine...).

La flore algérienne est caractérisee par sa diversité florale : mediterranéenne,
saharienne et une flore paléo tropicale estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botaniques. Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non
négligeable (15%) d’espéces endémiques. Ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une
richesse inestimable. Les objectifs fixés sont I’inventaire ainsi que 1’évaluation chimique et
pharmaceutique des plantes medicinales algériennes dans le double but de valoriser et de
rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des composés d’intérét thérapeutique potentiel
(Benkiki, 2006).

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité
pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. Cela grace a la présence
d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme humain.
Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie ainsi que dans la
confection de boissons, soit nature, soit en préparation galénique ou encore sous formede
principes actifs comme matiére pour I’obtention de médicaments (Naghibi et al., 2005 ;

Babulka, 2007).
Il 1.2.Les caractéristiques des plantes médicinales :

> Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possede des
propriétés medicamenteuses (Omar et Mohammed EI haykle,1993).

» Elles sont impliquées dans différents secteurs sous formes de principes actifs, des
huiles, des extraits, des solutions aqueuses ou organiques ou méme telles qu’elles

sont (Iserin,1996)
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» Elle contient, au niveau de ses organes, un ou plusieurs principes actifs utilisables a
des fines thérapeutiques. En fait il s’agit d’une plante qui est utilisée pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux.

» Les plantes médicinales sont de drogues végétales dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses (Omar et Mohammed EI haykle,1993).

> Environ 35000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les
étres humains.

» Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I’influence croissante du systéme sanitaire moderne (Ahmad,1995).
I1.1.3.Intérét et Importance des plantes medicinales :

Les plantes médicinales sont la principale source de médicaments et de substances
actives utilisées dans la fabrication de médicaments, leur importance augmente avec
l'augmentation des progrés de la civilisation, au cours des dernieres décennies, la recherche
pharmaceutique a décrypté la composition chimique des propriétés de nombreuses plantes
médicinales. L’industrie pharmaceutique a réussi a reproduire chimiquement un grand nombre
de leurs composantes et a découvrir de nouvelles combinaisons, pour le bénéfice de patients et
celui des herbes ont été utilisées dans plusieurs domaines y compris la médecine, la nutrition,
la teinture, les cosmétiques, ainsi que dans d’autres domaines d’industrie (Djeridane et al.,
2006).

Un certain nombre de plantes médicinales sont encore utilisées de nos jours sous
forme de décoctions et d’infusions, mais la plupart d’entre elles ont ét¢ délaissées au profit de
produits pharmaceutiques de synthése. Cependant, les connaissances actuelles permettent
d’analyser ces plantes et souvent de comprendre I’activité préconisée par nos ancétres
(Bourrel, 1993).

Certaines plantes sont utilisées comme traitement du rhume et de la fievre (Marrubium
vulgare et Rosmarinus officinalis), troubles d’estomac (Mentha spicata) (Venderjagt et al.,
2002), dans les traitements des maladies rénales (Coriandrum saturom) (Aissaoui et al.,
2008), et plusieurs d’entre elles sont utilisées pour leurs effets analgésiques, antipyrétiques et
anti-inflammatoires (Rasekh et al., 2001 ; Kanko et al., 2004).

Quelques espéces de Helichrysun ont été utilisées pendant 2000 ans passés comme

forme de thé grace a leurs effets régulateur de la bile et diurétique (Suzgeg et al., 2005).
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En nutrition, plusieurs espéces sont utilisées comme épice, colorant, boisson, ou
encore pour leur effet aromatique (Suzge¢ et al,. 2005). Hippomaratram microcarpum est
utilisée en nutrition par la population Turque (Hakan et al., 2007).

D’autre part, il existe une augmentation en intérét des antioxydants naturels,
particulierement ceux qui ont tendance a présumer les effets de délétion du radical libre dans
le corps humain, et de prévenir la détérioration de la matic¢re grasse et d’autres constituants de
la denrée alimentaire (Bounatirou et al., 2007).

Plusieurs espéces appartenant a la famille des Lamiacée, font actuellement 1’objet
d’études phytochimiques visant a découvrir de nouveaux antioxydants (Hennebelle, 2006).
protection des ressources naturelles (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

11.1.4.Présentation des plantes étudiées :

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous-ligneuses, pouvant atteindre 40cm
de hauteur. Ils possédent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et
qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent
I’huile essentielle majoritairement composée de mono-terpénes. Les calices et les jeunes tiges
sont aussi couverts de ces structures qui libérent 1’essence par simple contact, bien qu’en plus
faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et

leur couleur varie du blanc au violet en passant par la rose (Soto-Mendivil et al., 2006).

I11.1.4.1.Le Thymus ciliatus : 1’origine du nom sujette a diverses interprétations : Thym
proviendrait du mot latin "thymus" qui signifie "parftimé".Thym & partir du mot grec
"thymus" qui signifie "courage" . Le thym appartient a la famille des labiées, environ 215
espéces sont cultivées dans le monde (Ebrahimi et aL, 2008).

Figurel : Thymus ciliatus
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11.1.4.1.1.Description morphologique de Thymus ciliatus :

Le Thymus ciliatus est une espece spontanée, c'est un arbrisseau de petite taille, mais
pouvant former des touffes bien étalées sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des
feuilles caulinaires, en général fortement dilatées a leur portion inférieure. Rencontrée dans
les broussailles, matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien

drainés, la plante se répartit sur (Benabid, 2000).
11.1.4.1.2.Classification de Thymus ciliatus :
Embranchement : Phanérogames.
SousEmbranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

SousClasse : Gamopétales.

Série : Gamopétales Hypogynes.

Sous Série :DivisionBicarpétalées.

Ordre :Tubiflorales.

Sous-ordre :Lamialles.

Famille : Labiées.

Genre : Thymus.

Espéce :Thymus ciliatus.
11.1.4.1.3.Répartition géographique dans le monde :

Le genre Thymus est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
(Naghibi et al., 2005). Selon Dob et al. (2006), il existe prés de 350 espéces de thym
réparties entre 1’Europe, I’Asie de 1’ouest et la Méditerranée. C’est une plante trés répandue
dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye). Elle pousse également sur les
montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en

Egypte. On peut la trouver également en Sibérie et méme en Himalaya.
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Selon une étude menée par Nickavar et al., (2005), environ 110 espéces différentes du genre
Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela que I’on peut considérer

la région méditerranéenne comme étant le centre de ce genre.
11.1.4.1.4.En Algérie:

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie
et sa de diversité bioclimatique. Le Thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées,
comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions
internes jusqu’aux zones arides (Saidj et al., 2006). Il est représenté en Algérie par de
nombreuses especes qui ne se prétent pas aisement a la détermination en raison de leur
variabilité et leur tendance a s hybrider facilement.
11.1.4.1.5.Usage traditionnel du Thym :

C'est une plante aromatique trés odorante, utilisée dans la cuisine algérienne pour faire
les différents plats ; recommandée contre tous les types de faiblesse, et indiquée pour les
crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi que les affections
de la bouche, les contusions (Iésion produite par un choc sans déchirure de la peau), et les
accidents articulaires (Djerroumi et Nacef, 2004).

e |l est considérée aussi comme l'un des remedes populaires les plus utiles et

efficaces, dans le traitement des affections respiratoires ; rhume, grippes, et angine.
Il contribue également dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, et aussi

I'expulsion des gaz intestinaux (Hans, 2007).

11.1.4.1.6.Huile essentielle du thym :

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

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

especes de Tunisie.
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11.1.4.1.7.Thymol :

Le thymol est I'un des principaux phénols reconnus dans I’huile essentielle de
quelques lamiacées comme le thym, 1’origan et la sarriette dont le contenu peut atteindre
jusqu’a 84% (Kaloustian et al., 2008). Le thymol a été découvert par Caspar Neumann en
1719 et épuré en 1853 par M. Lallemand qui lui a donné le nom « thymol» et lui a attribué la
formuleCyoH140, formule qui aujourd’hui, correspond a C19H140 de la nouvelle notation. Le
thymol est un phénol (2-isopropyl-5-méthyl-phénol) et est isomérique avec le carvacrol (2-
isopropyl-5-méthyl-phénol).

Le thymol existe dans I’huile de thym et est li¢ a d’autres hydrocarbures d’une plus
grande volatilitt comme le p-cymene (CioH14) et le thymene (CioH16) (Pauli et Knobloch
1987).

Plusieurs études ont montré que le thymol possede de nombreuses activités
biologiques telles que I’activité antispasmodique, antimicrobienne, fongicide, insecticide,
antioxydant, anti-cancérigéne et anti-inflammatoire (Ipek et al., 2005 ; Szentandrassy et al.,
2003).

11.1.4.2.Phillyrea angustifolia :

11.1.4.2.1.Description :

Le Phillyrea angustifolia est un arbuste persistant de la famille des oleaceae un petit
arbre d'origine méditerranéenne que I'on rencontre sur les sols pierreux de la garrigue et dans
les bois. Son allure est assez proche de celui de I'olivier, en plus petit : un tronc court, des
rameaux longs et minces, et un port compact et buissonnant de 1 a 3 metres de haut.

Par rapport aux feuilles de couleur gris argenté des olives, la Phillyrea angustifolia a
des feuilles étroites, vert foncé et coriaces. A la fin du printemps, au début de I'été, les fleurs
blanc creme légérement parfumées apparaissent en petites grappes serrées a l'aisselle des

feuilles, suivies de fruits globuleux bleu/noir.

La floraison est précoce dés le mois de mars. Il rappelle un peu aussi I'olivier de Bohéme.
(Gerbeaud.com)



https://www.gerbeaud.com/jardin/fiches/fp_olivier.php3
https://www.gerbeaud.com/jardin/fiches/olivier-de-boheme-elaeagnus-angustifolia,1517.html
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Figure 2 :Phillyrea angustifolia(originale, prise le 16 Janvier 2022 a Ain el manaa, Saida)
11.1.4.2.2. Taxons supérieurs :

Ordre : Lamiales
Famille : Oleaceae
Genre : Phillyrea.

Nom commun masculin :

Filaire ou Filaria a feuilles étroites

v' Origine :
Bassin Méditerranéen
v" Mode de multiplication :
Bouturage.
v’ Destination :
Isolé, rocaille, haie basse, massif d'arbustes ou bac.
Quialité du sol :
Il est relativement peu exigeant en matiére de terre, du moment qu'elle est bien drainée
et assez humifére.
Il accepte bien les terres calcaires.
.En cas de culture en bac, mettre des gravillons dans le fond pour assurer un bon
drainage.

v" Amendement et Fertilisation :



https://www.tela-botanica.org/eflore/?referentiel=bdtfx&module=fiche&action=fiche&num_nom=102757&type_nom=nom_scientifique&nom=Lamiales
https://www.tela-botanica.org/eflore/?referentiel=bdtfx&module=fiche&action=fiche&num_nom=101058&type_nom=nom_scientifique&nom=Oleaceae
https://www.tela-botanica.org/eflore/?referentiel=bdtfx&module=fiche&action=fiche&num_nom=86976&type_nom=nom_scientifique&nom=Phillyrea

Partie 11. Synthése bibliographique

Faire un apport de fumier ou de compost décomposé a la plantation.
Tous les ans, au printemps, effectuer un apport d'engrais pour arbres.
v' Maladies :
Résistant.
Voisinage propice — Plantes compagnes :
C'est un bon compagnon pour les autres arbustes.( http://www.homejardin.com)

11.1.4.2.3.Utilisation Phillyrea angustifolia :

e Les Phillyrea sont tres résistants aux maladies et aux parasites quelconques.

e |l est utilisé comme coupe-vent et bloqueur de cléture dans les zones séches chaudes
te tempérées.

e |l est utilisé dans les jardins comme cléture décorative avec une odeur agréable

e |l est utilisé en médecine pour traiter de nombreuses maladies, notamment les
maladies de la gorge, du cceur, des arteres et des reins.

e Les feuilles sont utilisées comme aliments pour animaux.
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11.1.4.2.3.Globularia alypum L :

11.1.4.2.3.1.Description :

La plante Globularia alypum autrement appelée Globulaire est une plante classique
appartenant a la famille des Globulariacées comprend deux genres dont Globulariaet
Poskeaet d’environ trente especes répandus en Europe et en Afrique du nord (Quezel et
Santa, 1963). Son nom Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et
le terme alypum vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur. Globularia alypum
appelée communément Tasselgha(Beniston et Beniston, 1984) ; « Chebra », « Chelr'a », «
Zerga », « zeriga », « zouitna », « alk », « haselra », « oulbarda » (Chograni et al., 2011).

Figure 3 : Globularia alypum L (originale, prise le 10 Janvier 2022 a Ouled Ibrahim, Saida)
11.1.4.2.3.2.Taxonomie :

La classification de Globulariaalypum est :

Régne : Plantae .

Sous-regne : Tracheobionta .

Division : Magnoliophyta .

Classe : Magnoliopsida .
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Sous-classe : Asteridae .

Ordre : Scrophulariales .

Famille : Globulariaceae .

Genre: Globularia

Espéce : Globularia alypum L. (Quezel et al., 1963).
11.1.4.2.3.3.Dénominations:

-Nom scientifique :Globularia alypum L. (Quezel et al., 1963).

-Nom berberes : Aselgha, Tasselra, Taselga, Selga. (Jouad et al., 2002).

-Nom vernaculaire arabe: Chebra (Quezeletal., 1963).Chebra, Chelr'a, Zerga, zeriga,

zouitna, alk, haselra, oulbarda(Chograni et al., 2011).

-Nom francais : Globulaire (Kaddem, 1990).Globulaire buissoante, Globulaire turbith,
Turbith, Turbith blanc, Séné de provence, Alypon, Herbe terrible (Fournier, 2010;Couplan,
2012; Ait Youssef, 2006).

Les plantes du genre Globularia sont vivaces arbustes rameux d’environ 60 cm de hauteur
(30-60cm), a feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux
entourés de bractées. Les fleures ont une corolle a deux lévres, la supérieure bilobée souvent
atrophiée, 1’inferieure trilobée. Elles sont en général bleues, a quatre étamines (Leporatti et
Ghedira, 2009). Les feuilles toutes éparses sur les rameaux, coriaces, persistantes, glauques,
de forme ovale ou oblongue, atténuées en court pétiole et disposées le long et au sommet des

tiges trés rameuses en buisson et ordinairement dressées(Beniston et Beniston, 1984).
11.1.4.2.3.4.Utilisation de Globularia alypum L:

Cette plante est connue pour ses utilisations dans le traitement de I'hnypoglycémie,
rhumatismale, maladies de lI'estomac et infectieuses (Djeridane et al., 2006). De plus, ses
feuilles sont souvent utilisées traditionnellement dans le traitement du diabéte, des maladies
rénales et cardiovasculaires, de la goutte, de la typhoide et de la fiévre intermittente (Fehri et
al., 2012). Son nom Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et le
terme alypum vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur (Jouad et al., 2002; Es-

safiet al., 2005). L'étude de la composition chimique de la plante a été realisée dans un but de
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découvrir les principaux produits naturels responsables de ces différentes activités
thérapeutiques. Plusieurs composés ont été isolés et caractérisées de genre Globularia. Ces
composés sont essentiellement des flavonoides, des polyphénols, des tannins, des
anthocyanines (Khlifi et al., 2011 ; Boussoualim.,2014). La présence de globularine, de
résine, de mucilages, de tanins, de choline, de chlorophylle, d’acide-cinnamique, d’acide
globularique a été démontrées (Chograni et al., 2013 ;Kada.,2018) .
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11.2.Les composés phénoliques :

L'intérét pour les composés phénoliques a augmenté au cours de la derniére décennie
en raison de leur activité structurelle et protectrice dans les plantes, mais aussi en raison des
effets anti-allergéniques, antiathérogénes, anti-inflammatoires, antimicrobiens, anti-
thrombotiques, cardio protecteurs et vasodilatateurs qu’ils présentent chez les animaux

(Balasundram et al., 2006).

les composés phénoliques constituent I'une des grandes familles de molécules
largement répandues dans le regne végétal (Beta et al., 2005). lls regroupent un vaste
ensemble de substances chimiques caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant
des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Cette désignation concerne a
la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent une, deux ou

plusieurs fonctions phénoliques respectivement (Macheix, et al., 2005).

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux superieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou

la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

Composés phénoliques

Polyphénols Composés phénoligues
simples
|
| |
Tannins Flavonoides Acides phénoliques coumarines
!
| |
Acides hydroxy Acides hydroxy
benzoiques cinnamigques

Figure 04 : Schéma de classification des composés phénoliques .




Partie 11. Synthése bibliographique

11.2.1.Les pricipales classes des composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a 1’ester ou hétérosides
(Brineton, 1999)

11.2.1.1.Les Tanins :

Ils sont d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux tels
que les écorces d'arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao....) et les feuilles de thé. Se sont
des composés poly phénoliques, solubles dans I’eau de masse molaire entre 500-2000D, de
structures variées ayant en commun la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et les

protéines (Vermirris et al., 2006).

Utilisées depuis I’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux d’animaux , les
tanins ont une importance économique et écologique importante parmi les caractéristiques des
tanins le gout astringence qui est une sensation tactile due a la précipitation des protéines

salivaires et qui crée une sensation d’asséchement dans la bouche(Peronny,2005) .
Ils sont classés en deux groupes selon leur structure chimique :

» Tanins condensés (proanthocyanidines) : ce sont des polymeres de flavanols. lls
sont constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone de type C4-C8 ou C6-C8, on les appelle également proanthocyanidines,
largement présents dans le régne végétal, et que I’on rencontre dans de nombreux
produits alimentaires (prunes, fraises et pommes ou des boissons ....) (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

» Tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils
sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en ose
(généralement le glucose) et en acides phénols. Selon la nature de 1’acide phénol qui
est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit I’acide hexahydroxy di-

phénique et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques(Bruneton, 1999).
11.2.1.2.Les flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universel des végétaux qui

sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, ils
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constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du regne végétal ( Ghedira,
2005),qui sont caractérisés par la présence d’une structure phénolique dans leurs molécules, et

méme d’une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénoles ( Toufektsian et
al,2008).

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertorié et il en reste des milliers
d’autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements comme des groupements hydroxy,méthoxy,methyl,benzyl et isoprényl
(Beecher,2003 ; Williams et Grayer , 2004 ; Kueny-Stotz,2008)

5 4

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides

11.2.2.3.Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle ;le plus souvent
végétales, azotés ,basiques, douées, a faible dose, de propriétés pharmacologiques
marquées(AZZI1.R,2013).
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Figure 06 : Structure d’alcaloide

Ils présentent des réactions communes de précipitation. Aprés extraction, ils sont

détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur leur capacité de se combiner
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avec des métaux. La caractérisation de la présence d’alcaloide peut se faire par précipitation a
I’aide de: Réactif silicotungstique : reactif de Bertrand .Réactif tétraiodomercurate de

potassium : réactif de Valser —Mayer, lodobi smuthate de potassium :réactif de Dragendorff.

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe des
métabolites secondaires d’un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central ils
agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine,
strychnine....).Au niveau dy systéme nerveux autonome comme sympathomimétiques
(éphédrine), anti cholinergiques (antropine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux
(cocaine) , d’antipaludiques (quinine) (AROUS.S ,2012).

11.2.2.4.Les coumarines :

Les coumarines tirent leur nom de «coumarou »,nom vernaculaire de la féeve
tonka(Dipteryxodoratawilld, famille des fabacées) d’ou fut isolée, en 1820 ,la coumarine. Les
coumarines sont des 2 H-1-benzobyran-2-ones qu’on peut considérer, en premicre
approximation, comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamique. Elles sont
solubles dans les alcools et dans les solvants organiques tels que I’éther ou les solvants
chlorés avec les quels on peut les extraire. Les formes hétérosidiques sont plus au moins
solubles dans 1’eau (Macheix.J et al ,2005)

La coumarine est connue pour ses propriété anti-cedémateuses, a fait 1’objet d’étude
cliniqgue chez des patients atteints de cancers avancés ;elle est immunostimulante et

développerait une activité cytotoxique (Benmahdi .H ;2002).

Figure 07 : Structure des coumarine




Partie 11. Synthése bibliographique

11.2.2.5.Les anthocyanes :

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles, de
teinte rouge, violette ou bleue. Ils colorent généralement les fleurs, les fruits et parfois les

feuilles.

Les anthocyanes sont présentes dans la nature uniquement sous forme d'hétérosides
appelés anthocyanosides ou anthocyanines. Les génines Anthocyanidines ou anthocyanidols
sont des dérivés du phényl-2-benzopyrylium ou flavylium (ou I'oxygéne est sous forme
oxonium) présents dans la plante sous forme de sels (Bassas et al,2007)
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! Cyanidine -R,=OH, R =H

on Malvidine -R, =R, ~OCH,

Pélargonidine -R,=R_,=H
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Figure 08:Structure des principaux anthocyanes
11.2.2.6. Terpenes et stéroides :

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 molécules
différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre de
base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la variation de nombre n,
dont les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes (Wichtl et Anton,
2009). Les molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et golt des plants,
pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol). Chez toutes les
plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool, nommés ‘stérols’ prenant
une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne different de celui-ci que par leur
chaine latérale comme : B-Sitostérol, Stigmastérol (Hopkins, 2003;Kadri et Abdoullahi,
2019).
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11.2.3.Les huiles essentielles :

Une huile essentielle est un mélange complexe de composés naturels de structures
organiques variées. Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles
essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales. Le terme “huile”
vient de leur caractere hydrophobe et de leur propriéte de se solubiliser dans les graisses, alors
que le terme “essentielle” fait référence a I’odeur dégagée par la plante productrice. Les huiles
essentielles sont bio synthétisées comme métabolites secondaires par des plantes odorantes,
dites aromatiques. Ces plantes se caractérisent par la présence de structures sécrétrices des
huiles essentielles dans presque tous les organes du végétal (fleurs, graines, racines, feuilles,
fruits...). 11 s’agit de structures histologiques sécrétrices spécialisees qui different selon
I’organe végétal considéré et qui sont souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante. Ces structures sont également impliquées dans le stockage de ces huiles. (Isman MB.

Plant essential oils for pest and disease management. CropProt 2000 ; 19 : 603-8.)
11.2.3.1.Les groupes des huiles essentiels :

Sont constituées principalement de deux groupes de composes odorants distincts selon

la voie métabolique empruntée :

o Il s’agit des terpenes et de leurs dérivés oxygénés (alcools, aldéhydes, esters, éthers,

cétones, phénols et oxydes) prépondérants dans la plupart des huiles essentielles,

e Des dérivés du phénylpropane retrouvés en tant que composés majoritaires dans les

huiles de quelques especes.
11.2.3.2.Mode d’action contre les bactéries :
D’une manicre générale, leur action se déroule en trois phases :

e Attaque de la paroi bactérienne par 1’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire
et la synthése des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bacteérie.
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Figures09 : mode d’action contre les bactéries.
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11.3.Les activités biologiques des composés phéenoliques :

Les composés phénoliques font I'objet d'un intérét scientifique croissant en raison de
leurs Effets bénéfiques possibles sur la santé humaine. lls sont reconnus pour leurs activités
biologiques nombreuses a savoir : activité antibactérienne, anticancéreuse, antifongique,
analgesique et diurétiqgue (Dorman et Deans, 2000). Comme Ils possedent une activité

antioxydant, anti-inflammatoire et anti-age(Benavente-Garcia et Castillo, 2008).

Vers la fin du XXe siecle, des études épidémiologiques et des méta-analyses associees
suggerent fortement que la consommation de composés phénoliques, et plus spécifiquement
de flavonoides, offre une certaine protection contre le développement de cancers
(Nichenametla et al., 2006), de maladies cardiovasculaires(Kris-Etherton et al., 2002), de
diabete, d'ostéoporose et de maladies neuro dégénératives(Graf et al., 2005; Arts et
Hollman, 2005). Ces vertus thérapeutiques sont due a leurs propriétés antioxydants (Fleuriet
et al.,, 2005)

ACTIVITE
BIENFAITS ekl L ACTION
CARDIOVASCULAIRES T ANTIULCEREUSE
ACTIVITE s POLYPHENOLS e ACTIVITE
ANTIBIOTIQUE e ANTIVIRALE
ACTION l PROPRIETES
ANTI-INFLAMMATOIRE ANTITUMORALES

ACTIVITE
ENZYMATIQUE ET HORMONALE

Figure 10 : Effets bénéfiques des poly phénols végétaux sur la santé.

Les composants phénoliques présents dans les huiles essentielles sont connus pour
posséder une activité antimicrobienne et certains sont classés comme des substances
reconnues comme généralement sires (GRAS) et pourraient donc étre utilisés pour prévenir la
croissance post-récolte des bactéries natives et contaminants (Singh et al., 2001). Les huiles
essentielles possédent aussi des propriétés antitoxique, antivenimeuse, antiviral,

antiparasitaire et antioxydant (Valnet, 2005).
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11.3.1.Activités antioxydant :

11.3.1.1 Les antioxydants :

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 1’oxygene peut €tre
¢galement une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de I’oxygene peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet
des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou C., 200) Les
formes de I’oxygeéne provoquant ces troubles sont: 1’oxygene singulet O2, le peroxyde
d’hydrogéne H202, les peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O2, les radicaux
hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO .Les conséquences au niveau de

I’organisme se font ressentir sur I’ADN, les lipides et les protéines(Ahamet S., 200).
11.3.1.2Mécanismes d’action des radicaux libres :

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’étre
neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de
I’organisme tout a fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries. Il s’agit des
ions oxygene, hydroxyde et de 1’eau oxygénée qui sont libérés lors des réactions
biochimiques. Avant d’étre neutralisés ils provoquent des Iésions sur tous les €¢léments qu’ils

cotoient.

L’organisme sait cependant se défendre contre eux, grace aux enzymes antioxydants
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action anti radicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systémes de défense sont débordés
ou insuffisants, les radicaux libres ont tout le loisir d’€tre nuisibles : ils s’attaquent alors aux
membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur structure est
modifiee); ils agressent également les protéines, les micro fibrilles de collagéne, 1’acide
hyaluronique, les acides nucléiques des chromosomes et I’ADN lui-méme est transformé
entrainant 1’apparition d’ou une série d’anomalie dont le risque de cancérisation. Lorsque les
radicaux libres lésent les acides gras insaturés on parle de lipidoper oxydation des membranes
cellulaires. Cela déclenche alors une réaction en chaine sur les divers acides gras du voisinage

jusqu’a ce qu’ils soient neutralisés.

Il en résulte des lésions de la membrane cellulaire, qui peuvent aboutir a des

déréglements d’intensité variable, conduisant éventuellement a la mort cellulaire. Ils ont un
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effet analogue sur les mitochondries, les enzymes cellulaires, les chromosomes, le collagéne
et ’acide hyaluronique. Au cours de la vie nous sommes soumis a des millions de
circonstances favorisant la production de ces radicaux libres, particulierement néfastes pour la

peaul.

Les métabolites secondaires inhibent les générations des radicaux libres en piégeant
non seulement la meére, la fille mais aussi les produits en induisant une augmentation de la
SOD, CAT, la GST et la GSH, ce qui entraine I'obstruction de la formation de diverses
maladies. Il est indéniable que les poly phénols présentent d’importantes propriétés sur divers
systemes biologiques. Ces effets pourraient avoir des applications en thérapeutique. Mais
toutes ces potentialités ne sont pas encore concrétisées méme si de nombreux travaux
soutiennent 1’utilisation possible de ces composés en thérapeutique. Cependant, les dérivés de
la rutine sont utilisés en thérapeutique pour améliorer la résistance capillaire. Les flavonoides
sont les constituants habituels des vasculo protecteurs et veinotoniques utilisés en
phlébologie. Par ailleurs, I’utilisation de plantes renfermant des flavonoides, seules ou en
association, est en progression constante en raison d’une demande croissante par les
consommateurs de produits d’origine naturelle et en raison de 1’intérét porté aux plantes aussi
bien médicinales qu’* alimentaires contenant cette classe de composés d’origine naturelle
ayant des propriétés justifiant leur emploi dans la prophylaxie des maladies cardiovasculaires,

Alzheimer, des cancers...
11.3.1.3.Les principales sources d’antioxydants :

Certaines classes thérapeutiques telles que les AINS (anti-inflammatoire non
stéroidien), les anti hyper lipo proteinémiques, les R-bloguants et antihypertenseurs sont

connus pour leurs propriétés antioxydants .

Le plus simple des capteurs des radicaux libre est 1’alcool éthylique, agent de transfert
d’hydrogéne qui conduit & un composé biologiquement compatible, 1’acétaldéhyde, bio

oxydable par la chalne enzymatique avec production d’énergie.
CH3 CH20H +2 Re ™" CH3 CH=0 + 2 RH
a) Les médicaments

Certains médicaments (exemple du probucol (lurselle)) fait diminuer le taux du

cholestérol dans le sang et, la N- acétylcysteine agit dans la régénération du glutathion en
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pénétrant les cellules. Les propriétés de la glutathionne ont été reconnues lors d’études sur les
phospholipides des feuilles de certains végétaux. En effet les thiols sont beaucoup plus actifs

que les hydrocarbures, les alcools ou les phénols comme agents de capture radicalaire [183].
GSH + OHe=——> GS- + H20
2 GS =—> GS-GS

La capacité de protection de la glutathionne est jugée supérieure a celle d’un antioxydant
aussi puissant que 1’a-tocophérol. On observe in vitro, que la glutathionne introduit une
période d’induction a la prise d’oxygene par I’hémoglobine et retarde I’oxydation de la
fraction hydrocarbonée insaturée des Iécithines (esters insaturées d’acide gras de

phospholipides) et de I’aniline [184].
b) Les vitamines
- Acide ascorbique : Vitamine C

La Vit C contient une forme énediol qui produit la forme di cétonique par transferts successifs
de ses deux atomes d’H. La forme énediol est régénérée par I’intervention d’enzyme
superoxydedismutase en présence d’une catalase. On trouve la vitamine C dans les 1égumes,
les choux, le poivron, le persil, les agrumes et le kiwi. Elle joue un role important dans la

régénération du vit E [185].
- La vitamine E

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon,
tournesol, olive pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les légumes a

feuilles vertes.
- R-carotéene

Parmi les photo-protecteurs actifs, le B-caroténe apparait comme un piégeur efficace. Sa
constitution polyiénique lui confére une capacité de piégeage de 1’oxygene par formation d’un
dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygeéne) ou par production
d’hydroperoxydes (insertion d’oxygene dans toutes liaisons C-H conjuguées d’une double
liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour. Il est présent dans les 1égumes verts, la salade,

les carottes, I’abricot, le melon, les épinards, la papaye .
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c) Les antioxydants naturels

Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique,

tanins, anthocyanines,...)
11.3.1.4.Mode d’action des antioxydants :

Les antioxydants peuvent agir selon divers mécanismes d’activité d’oxydation et avec

plus d’un mécanisme ce qui ne facilite pas leur classification (Frankel et Meyer, 2000).
11.3.1.4.1.Inhibition enzymatique :

Les flavonoides sont capables d’inhiber plusieurs enzymes génératrices du O2 et
d’autres ERO, comme la xanthine oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur), la
prote protéine kinase C, la cyclooxygenase, la lipooxygenase, la monooxygenase microsomal
et la glutation S- Transférase. Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-
diphénol ou 1,2- dihydroxybenzéne) inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH
oxydase (Pietta, 2000).

11.3.1.4.2.Chélation des ions métalliques :

Les flavonoides (tels la quercétine) peuvent chélate les ions fer et cuivre qui sont
essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques(Cuyckens et Claeys, 2004). lls
entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du
systeme de défense antioxydant. Ainsi, les ions fer sont nécessaires pour la biosynthese de la
catalase, et ceux cuivrique pour la formation du superoxydedismutase. Les sites de liaison
proposes pour chélater les traces de métaux par les flavonoides sont la fraction catéchol dans
le cycle B, le 3hydroxyl, les groupes 4-oxo dans le noyau hétérocyclique, et les 4-oxo, les

groupes 5-hydroxy entre I’hétérocycle et le cycle A.
11.3.1.4.3.Evaluation in vitro de I’activité antioxydant :

Diverses méthodes sont utilisées pour eétudier les propriétés antioxydants des
¢chantillons (extraits de plantes, antioxydants commerciaux...etc.). L'activité antioxydant ne
devrait pas étre conclue sur la base d'un seul modéle d'essai antioxydant. Et en pratique,

plusieurs procédures de test in vitro sont effectuées pour évaluer les activités antioxydants
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avec les échantillons d'intérét. Ces analyses difféerent entre eux en terme de mécanismes de
réaction, oxydants et espéces cibles (les sondes), états des réactions et la forme dont sont
exprimés les résultats. En plus, méme lorsque seulement une de ces analyses est envisagée, ¢a
engendre d’autres paramétres a prendre en considération tels que : le solvant, le temps de

réaction et le pH (Magalhaes et al., 2008).

Par conséquent, il est difficile de comparer complétement une méthode a l'autre
(Alam et al., 2013).0n va citre quelque testes :

11.3.1.4.5.Le test de piégeage de radical DPPH :

La molécule 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyl est caractérisée comme un radical libre
stable en raison de la délocalisation de I'électron de rechange sur la molécule dans son
ensemble, de sorte que la molécule ne se dimeriez pas, comme ce serait le cas avec la plupart

des autres radicaux libres.

La délocalisation de I'électron donne également naissance a la couleur violette
profonde, caractérisée par une bande d'absorption dans une solution d'éthanol ou méthanol se
situe vers 515-517 nm. Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée a celle d'un substrat (AH)
qui peut donner un atome d'hydrogéne, alors cela donne la forme réduite avec la perte de cette

couleur violette (Gouveia et Castilho, 2012).

DPPH DPPH-H

 Rose,S17am Jaune

& . represents antioxidant

Figurell : Principe du test DPPH.
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11.3.1.4.6.Le test de la réduction de fer (FRAP) :

Cette méthode mesure la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique. 1l est basé
sur la réduction du complexe ferrique de la tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe (1l1) - (TPTZ) 2]3+
au complexe ferreux coloreé par le bleu [Fe (Il) - (TPTZ) 2]2+ a faible pH(Alam et al., 2013).

Cette réduction est suivie en mesurant le changement d'absorption a 700 nm (Oyaizu, 1986).
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Figure 12:Principe réactionnel du test FRAP (Toure, 2015)
11.3.1.4.7.Le test d’inhibition de blanchiment du B-caroténe_:

C'est I'une des méthodes rapides de criblage des antioxydants, basée principalement
sur le principe que I'acide linoléique, qui est un acide gras insaturé, est oxydé par les «especes
réactives de lI'oxygéne» (ROS) produites par I'eau oxygenée. Les produits formes initieront
l'oxydation du B-carotene, ce qui conduira a une décoloration. Les antioxydants diminuent
I'ampleur de la décoloration, qui est mesurée a 434 nm (Alam et al., 2013).

AcCEA; AcHE;

Apreés 2h extvaits successifs; Aprés 2h
i Gose \ acide ascorbique

a 50°C
-2 e Effet antioxydant - 0

Prévention de blanchiment
du B-caroténe
(en présence d’antioxydant)

Blanchiment du B-carotene
(En absence d’antioxydant)

Figurel3 : Principe du test de blanchiment du B-caroténe_
11.3.1.4.8.L’activité antioxydant des composés phénoliques et huiles essentielles :

Les poly phénols constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes,
les fruits et les légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. ils n’ont aucun

effet nuisible sur la santé humaine, contrairement aux antioxydants synthétiques comme le
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butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT) (Bounatirou et al., 2007). Les
acides phénoliques, les flavonoides sont les composés phénoliques de plantes qui possedent
des capacités de piégeage des radicaux libres, inhiber 1’oxydation lipidique et prévenir les
dommage oxydatifs de I’ADN( Yu-Ling Lee et al., 2008).

Les propriétés antioxydants des huiles essentielles sont depuis peu massivement
¢tudiées. Les huiles essentielles de cannelle, de muscade, de clou de girofle, d’origan et de
thym possedent de puissants composes antioxydants(Edris, 2007). L’efficacité antioxydant
des huiles essentielles peuvent étre liée a I’activité de certain type de composés tels que les
mono terpénes oxygénés, en particulier les alcools et les phénols (Bourgou et al., 2008). De
méme, le terpinéne-4-ol, géraniol, eugénol et thymol semblent avoir une activité anti-

radicalaire intéressante(Dorman et Deans, 2000).

L’activité antioxydant des huiles essentielles est également attribuée a certains alcools, éthers,
cétones et aldéhydes monoterpéniques : le linalool, le 1,8-cinéole, le géranial/néral, le

citronellal, et quelques monoterpénes : y-terpinéne et 1’a-terpinolene(Edris, 2007).
11.3.2.Lactivité antimicrobienne :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires comme les Pseudomonas
et les Bacillus classés parmi les procaryotes, elles sont divisées en bactéries proprement
dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées
en pathologie appartiennent aux Bacteria, elles ont généralement un diamétre inférieur a
Ium. Leurs structures sont visibles qu’en microscopie €lectronique.

Elles sont cultivées dans des milieux liquides (bouillons) dontles bactéries se
dispersent librement et leur multiplication se traduit par un trouble, le plus souvent homogéne.
Ou dans des milieux solides dont elles forment un amas de bactéries visible a I’ceil nu, que
I’on appelle colonie ce dernier milieu permet le dénombrement des bactéries viables dans un
échantillon (Nauciel et Vildé, 2005).

Le terme « moisissure», est communément utilisé pour désigner tout micro-
organisme fongique, c’est des champignons microscopiques par exemple les Fusarium et les
Aspergillus, eucaryotes, hétérotrophes de tres petites tailles ne pouvant se développer que
dans une cellule vivante, généralement les aliments sont les substrats les trés favorables a leur

développement (Cahagnier, 2018).
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11.3.2.1.Définition :

Le terme antimicrobien fait référencé a un ensemble de composés qui ont la capacité
d’¢liminer ou de réduire la prolifération de microbes. Les microbes visés par un
antimicrobien peuvent étre des bactéries, desvirus, des mycetes ou des parasites. Les
traitements antibiotiques font partie également des antimicrobiens. Ils ciblent les champignons
ou les bactéries.

L’utilisation des antibiotiques qui sont par définition, des produits microbiens,
capables de tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance (Perscott et al.,
2018),conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection des populations microbiennes
résistantes. Cette résistance est due a des mutations chromosomiques ou a 1’acquisition des
génes de résistance portés par des éléments génétiques mobiles. Ces résistances ont conduit a
chercher de nouveaux agents antimicrobiens possédent une efficacité plus importante que les
drogues synthétiques d’une part et bien accepté par I’organisme d’autre part 1’exemple des

alternatifs naturels (Garcia-Ruiz et al.,2008 ;Kempf et Zeitouni.,2014).

A cet effet, dans notre cas on a utilisées des extraits et de I’huile essentielle, car les
études montre que I’huile essenticl de Thymus cilaitus est active contre différents
souches parce que une plante endémique algérien d'une part, et par leur richesse en HE
phénoliques d'autre part. et constitue une source incontournable de molécules

bioactives. Ainsi, elle pourrait contribuer a lutter contre les infections .
11.3.2.2.Les alternatifs naturels :

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probléme de santé important a 1’échelle mondiale. Suite a cette préoccupation concernant les
effets indésirables des molécules synthétiques destinées a la lutte contre les infections
bactériennes, il semble donc important de trouver une alternative a 1’utilisation des

antibiotiques classiques.

Les remédes a base de plantes constituent une alternative dans les systémes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes
médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels a savoir les poly phénols, les

flavonoides, les tanins, etc, qui possédent des activités antimicrobiennes.(Boutlelis,2014).
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11.3.2.3. Méthode d’évaluation de ’activité antimicrobienne :

11.3.2.3.1.Méthode de diffusion en milieu solide :

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisé pour mettre en
évidence I’activité antimicrobienne des germes pathogenes vis-a-vis des antibiotiques et des
extraits bruts. La diffusion de I’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé
résulte d’un gradient de 1’antimicrobien. Quand la concentration devient trés diluée qu’il ne
peut plus inhiber la croissance de la souche testée , la zone d’inhibition est démarquée (EI
Kalamouni,2010)

11.3.2.3.2.Méthode des micros dilutions en milieu solide :

La méthode de dilution en milieu solide consiste a incorporer l'antibiotique a une
concentration finale donnée dans du milieu de culture standard gélosé maintenu en surfusion a
45°C. Une serie de boites de Pétri est préparée avec des concentrations d'antibiotique variant

selon une progression géométrique de raison.

Les inocula des différentes souches a tester sont réalisés sur les différentes boites de
Pétri contenant les différentes concentrations de l'antibiotique a tester. L'inoculum standard
est un dépbt d'environ 102 bactéries (a partir d'une suspension ajustée) pour la plupart des

souches).

Les boites ensemencées sont incubées. La lecture est alors effectuée : il s'agit de
repérer I'emplacement de chaque souche et de noter une croissance visible ou une absence de

croissance visible.
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I11. Introduction

L’ Algérie bénéficie d’une gamme tres variée de climats favorisant le développement
d’une flore riche et diversifiée. En effet, le territoire Algérien a une couverture végétale
diversifiée répartie sur les cotes, les plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et autour des
points d’eau (Hamel etal.,2018). Ces plantes représentent une source de composés bioactifs et

sont utilisées dans différents domaines.

A cet effet, on s’est intéressé a étudier les extraits aqueux et hydro éthanoliques des
plantes Phillyrea angustifolia et Globularia alypum Sachant que des expériences d'extraction
d'huile de ces plantes ont déja été menées, et que I'huile n'a pas été obtenue, nous sommes
donc passés aux extraits et I’huile essentielles de Thymus ciliatus ainsi que I’évaluation de

leurs activités biologiques (antioxydant, antibactérienne, antifongique).
Notre étude a comme objectif de vise les principaux axes suivants :

» Faire un screening phytochimique afin de déterminer les différentes familles des
composés chimiques qui existent dans nos plantes.

» Extraire I’huile essentielle et quelques extraits afin de les mettre en évidence par des
tests biologiques.

» Evaluer le pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de piégeage des
radicaux libre(DPPH).

» Evaluer I’activité antibactérienne et antifongique contre 8 souches bactériennes et 6

souches fongiques.
I11.1.Caracteristiques écologiques de la wilaya de Saida :

La wilaya de Saida couvre une superficie totale de 6765 km?, localisée au Nord-ouest
de I’Algérie. La wilaya de Saida est constituée de six dairas et de seize communes, qualifiée

de territoire hybride, ni franchement steppique, ni franchement tellien (ANAT, 2008).

Le territoire de la wilaya se distingue par une palette d’entités géologique,
géomorphologique, hydrogéologique, bioclimatique, pédologique et sociale en plus des
richesses naturelles importantes et variées (Skim F, 1998). Dans les temps historiques, cette
position de contact a fait vivre la région d’échanges avec la steppe et les régions
présahariennes, cette économie d’échange trés largement ouverte sur le Sud, convenait

parfaitement au type de ressources qu’offre le territoire de la wilaya.
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Figure 14 : Carte de situation géographique de Saida.
I11.2.Matériel vegétal :

les parties aériennes des deux echantillons Globularia alypum L et Phillyrea
angustifolia ont été récoltées de la région de Saida ( Ouled Ibrahim 38" 28' 0° Est , 24" 59'
34° Nord), (Ain el manaa 40" 8' 0° Est ,31" 45' 34° Nord) respectivement pendant le mois de
janvier 2022, tandis que Thymus ciliatus a été récolté a (Tifrit 06" 09' 0° Est , 49" 49' 34°
Nord) pendant la période de floraison (mars 2022).Les deux premiers plantes ont été
identifiées par le chef du departement des forets —Balloul Mr Seddiki abdelkader alors que
Thymus ciliatusa eté identifiée par Dr.Terras (botaniste a I’université Dr.Mouley taher-Saida).

Le matériel végétal a eté étalé sur le sol et laissé secher a température ambiante
pendant 15-20 jours et a I'abri de la lumiere directe du soleil. Une fois séchée, une partie a été
broyée en une poudre fine, pour étre soumise a des tests phytochimiques et également a

différentes extractions.
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I11.2.1.Screening phytochimiques :

Dans le cadre de la recherche des nouvelles molécules biologiques d’origine végétale,
il est préférable de déterminer leurs compositions chimiques par un dépistage
phytochimique, nous avons caractérisé les différents groupes chimiques (tanins, flavonoides,
anthocyanes, coumarines, composés réducteurs, amidon stérols et stéroides, alcaloides et
saponines) Pour connaitre la composition chimique du matériel végétal.
111.2.1.1.Différentes classes recherchées :
111.2.1.1.1.Les tannins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a Iml de I’extrait
¢thanolique, 2ml d’eau et 2 & 3 gouttes de solution de FeCl 3 diluée (1 %). L apparition
d’une coloration bleue-noire caractérise la présence des tannins galliques, verte ou bleue-

verte celle des tannins cathéchiques (Trease et Evans, 1987).

Photo 01 : Test mise en évidence des tannins

GLB : Globularia alypum
PHI : Phillyrea angustifolia
THY : Thymus ciliatus
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111.2.1.1.2.Les flavonoides :
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter Sml de 1’extrait éthanolique

avec 1ml de Hcl concentré et 0,5g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides

est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes

(Cavé, 1993).

Photo 02 : Test mise en évidence des flavonoides

111.2.1.1.3.Les anthocyanes :
Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a 2ml de Hcl 2N. L’apparition

d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la

présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971 ; Paris et al., 1969).

Photo 03: Test mise en évidence des anthocyanes
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111.2.1.1.4.Les coumarines :

Une masse de 1gramme de poudre végétale est placée dans un tube en présence de
quelques gouttes d’cau distillée. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH
dilué et sont portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de
coumarines apres examen sous ultra-violet (Rizk, 1982).
111.2.1.1.5.Les alcaloides :

Nous avons procédé a une macération de 24 heures de 2grammes de poudre végétale
mélanges & 50ml de H2SO4 dilué au demi et a de I’eau distillée. Nous avons filtré le
mélange et rincé a I’eau de maniére a obtenir 50ml de filtrat. Ensuite nous avons pris deux
tubes a essai dans lesquels nous avons introduit 1ml du macéra. Nous avons ajouté dans le
tube n°® 1, 5 gouttes de réactif de Mayer et dans le tube n° 2, 5 gouttes de réactif de Wagner.
La présence d’une turbidit¢ ou d’un précipité, aprés 15 minutes indique la présence

d’alcaloides (Paris et al., 1969).

Photo 04 : Test mise en évidence des alcaloides
111.2.1.1.6.Stérols et triterpénes :
Deux essais ont été effectués :
» Essai 1 : Test pour les stérols et stéroides :
Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenemayer. Apres
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on
melange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant

quelques gouttes d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer.
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Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 minutes a 21 ° C) (Trease et Evans, 1987).

» Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpeniques :
11 consiste a évaporer a sec 1’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on dissout le
résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis on filtre et
on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de Liebermann-
Burchardt).
Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la
présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et Evans, 1987).
111.2.1.1.7.Les composes réducteurs :

Leur détection consiste a traiter 1 ml de 1’extrait éthanolique avec de 1’eau distillée
et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer.
Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans,
1987).
111.2.1.1.8.L.’amidon :

On Chauffe 5 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaOH saturée dans
un bain marie jusqu’a I’ébullition. Ajouter ensuite le réactif d’amidon. Un test positif est

révélé par I’apparition d’une coloration bleue-violacé (Bruneton, 1999).

PhotoO05 : Test mise en évidence d’amidon.
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111.2.2.Procédure d’extraction :
111.2.2.1.Extraction des huiles essentielle :

Il existe plusieurs méthodes d’obtention des huiles essentielles a savoir 1’entrainement
a la vapeur, I’hydro-distillation...etc. Dans notre cas, nous avons utilisé¢ la technique d’hydro-
distillation, c’est une technique d’extraction dans laquelle le solvant est I’eau. Elle peut étre
utilisée pour extraire des espéces insolubles dans I’eau.

» Principe de I’hydro-distillation
Son principe est le suivant :
e La substance contenant I’espéce volatile a extraire est mélangée avec de I’eau et

I’ensemble est porté a 1’ébullition.

e La phase gazeuse, contenant I’espece volatile et la vapeur d’eau, arrive en haut de la
colonne, passe dans le réfrigérant ensuite elle se condense.
e Le résultat de I’hydro-distillation est le distillat. Ce dernier comporte alors deux

phases liquides, qu’on peut séparer par décantation (Bagard, 2008).

» Technique
La méthode d’extraction est décrite ci-dessous :

On place la matiere végétale séche : 200 g dans 2 litres d’eau distillée en utilisant un
appareil de type Clevenger, puis on chauffe I’ensemble pendant 4 heures, aprés on récupere
les vapeurs refroidies. Enfin, les huiles essentielles sont récupérées dans des flacons de verre
scellées puis conservées au réfrigérateur a 4°C. Le montage de 1’hydro-distillation est

représenté ci-dessous.

Photo 06 : Montage d’extraction de 1’huile essentiel de Thymus ciliatus
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Le rendement en huile essentiel obtenu est déterminé comme suit :

Huile%(v/p)= poids d’huile extraite en (g) / poids de I’echantillon traité en (g) x 100

Photo 07 : L’huile récupéré de Thymus ciliatus

111.2.3.Préparation des extraits :

Des extraits aqueux obtenus par infusion et un extrait hydro éthanoliques est préparé a

partir de la partie aérienne de Globularia alypum L et Phillyrea angustifolia

111.2.3.1.L’extrait aqueux :

Elle est basée sur la préparation d’une infusion, en introduisant 2g de la poudre
végétale dans 200ml d’eau distillée bouillante, laissé le mélange refroidir pendant 15 minutes,
apres une filtration. Le filtrat récupéré est évaporé a sec sous pression réduite a 70°C a I’aide
d’un évaporateur rotatif. (L. Majhenic, M.S. kerget et Z.2007).

111.2.3.2. L’extrait hydro éthanolique :

Cet extrait est préparé aussi par une infusion en utilisant 1’éthanol a la place du 1’éthanol a

la place de I’eau distillée, cela est réalisé comme suite :

®,

¢ Mélanger 1g de la poudre végétale avec 30 ml d’éthanol.

%+ Macérée sous agitation (150 tour /min) pendant 1 heure, aprés filtrer le mélange on
obtient le filtrat 1.

% Résidu plus 30 ml d’éthanol, ré-extrait sous agitation (150 tour /min) & 25°C pendant

1 heure, et filtré le tout pour I’obtention le filtrat 2.

s On mélange le filtrat 1+2 pour obtenir un extrait hydro-éthanolique.
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¢ Ce dernier récupéré et évaporer a sec a 1’aide d’un rotavapor.

X/

% Récupération de I’extrait sec dans 1’éthanol et I’eau distillé pour I’activité antioxydant

et dans le DMSO pour I’activité antimicrobienne.
od

Extrait Aqueux

Photo 08 : L’extrait aqueux / éthanolique.

I11.3.Evaluation de I’activité antioxydant :

L’activité anti-radicalaire des différents extraits et I’huile est déterminée en utilisant(
le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydant en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale libre et la simplicité de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520 nm (Gouveia et Castilho, 2012). La méthode de DPPH° présente plusieurs
avantages du fait qu’elle soit indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le
radical DPPH® (de couleur violette), en présence des molécules dites « antioxydants » afin

plus, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur d’onde.

I11.3.1.Dosage de I’activité anti-radicalaire (test DPPH) :

Le protocole expérimental suivi et celui (d’Atoui et al 2005):a différentes
concentrations (5 ; 2.5;1,25;0,62 ;0,31) et pour 1’huile (1/2 ;1/4; 1/8 ; 1/16) 50 pl de chaque
extrait et I’huile, sont ajoutés a 1950 pl d’une solution éthanolique de DPPH® a 6.34x 10°M
(0,0025g dans 100 ml ethanol). Parallelement, un controle positif est préparé en mélangeant
50 pl du éthanol avec 1950 pul d’une solution éthanolique de DPPH?® a la méme concentration

utilisée.
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Photo 09: Résultats du test DPPH®.

Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la
réduction du DPPH® s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de
la solution, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
Le témoin positif utilisé et le DPPH®.Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition,
calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du mélange est répété 3 fois, selon

la formule :

P1=(D.Otémoin~D. Oexrait/ D . Otémoin) X100

Pl : Pourcentage d’inhibition.
D.O témoin : Absorbance du témoin négatif.

D.O.extrait : Absorbance de 1’extrait.

111.4.Evaluation de ’activité antimicrobienne :

C’est une méthode de mesure in-vitro du pouvoir antibactérien et antifongique des
composées. Cette technique compte deux méthodes , la méthode de diffusion et la méthode
des puits, nous avons adopté la derniére voir Photo 10.C'est la technique de base utilisée pour
étudier la capacité d'une substance a exercer un effet anti microbien(P.QUEZL et S ,2018).

L’étude de ’activité antimicrobienne vis-a Vis des de 14 souches de référence est

réalisée comme suite :
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Photo 10:La technique des puits

I11.4.1.Matériels biologiques :

111.4.1.1.Les souches bactériennes : Les souches bactériennes suivantes sont utilisées dans
notre recherche :
e Les bactéries a Gram-négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922, MRS A3 ATCC 13311, et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.
e Les bactéries a Gram-positif: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10876, Enterobacter ATCC 49452 et Lysteria monocytogenes ATCC 15313.
e Ces souches bactériennes proviennent du Laboratoire d’hygiéne de Saida. Elles sont
conservées dans le milieu MHB (Muller Hinton Broth) additionné de 10% (V/V) de
glycérol a -20°C.

111.4.1.2.Les souches fongiques :

e Champignon non filamenteux : Candida albicans ATCC 10231,
e Champignon filamenteux : Aspergillus niger Aspergillus parasiticus Aspergillus flavus
MNHN 994294 pénicillium sp et phytophtora sp

111.4.1.3.Milieu de culture :

e bouillon nutritif (milieu de repiquage)

e (G¢lose de Sabouraud (milieu de I’activité antifongique)

e Gélose Mueller Hinton (milieu de I’activité antibactérienne)

111.4.1.4.Conservation des souches :
Les souches sont conservéees a 6°C dans des Boites de pétrie stériles contenant milieu

de culture (gélose nutritive)
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111.4.1.5.Préparations des prés cultures :
Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le bouillon nutritif

puis incubées a 37 °C pendant 72.

111.4.1.6.Préparation de I’inoculum :

Chaqgue souche est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour obtenir une
culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mis en suspension
dans un bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 % NaCl). Puis cette suspension est
ajustée au standard Mc Farland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre, correspondant a une
densité optique DO entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension
contenant environ 108 UFC/ ml (CA-SFM, 2010).
111.4.1.7.Dilution des extrait des plantes étudiées :

Chaque 50mg de extraite déja Préparé diluée dans 1ml DMSO avec I’agitation a 1’aide
d’un vortex.
111.4.1.8.Mode opératoire :

Le milieu de culture utilisé pour I’évaluation de I’activité antibactérienne est la gélose
Mueller Hinton et le milieu Sabouraud pour I’activité antifongique. La technique des puits
utilisée pour étudier la capacité¢ d’une substance a exercer un effet antimicrobien est aussi
appelée la technique de dilution en gélose pour la détermination des extraits actifs. Des boites
de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton sont ensemencées aseptiquement par une
suspension qui provient d’une culture jeune de bactéries et des autres boites contenant du
Sabouraud pour les moisissures .L.’ensemencement se fait par écouvillonnage, le frottement
de I’écouvillon sur la méme boite de pétri a été répété a trois reprises en tournant a chaque
fois la boite d’un angle de 60°. Aprés le séchage des boites, cinq puits pour les bactéries et
trois puits pour les champignons perforés dans la gélose sont réalisés a ’aide de la partie
supérieure d’une pipette Pasteur.

Ces puits ont ¢été ensuite remplis avec 80 pl de chaque extrait a différentes
concentrations (0.5, 0.25, 0.15, 0.075 et 0.037 mg/ml) pour les bactéries et pour les
champignons ( 0.25, 0.15, 0.075 mg/ml) Des essais témoins sont effectués avec le DMSO 5%
comme contrdle négatifs vis-a-vis de chaque type de souche microbienne. Les boites sont
ensuite mises en incubation dans une étuve a 37°C pendant 24h pour les bactéries et pour les
champignons & 25°C pendant 48h. L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une

auréole autour des puits.
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Photo 11 :L’activité antimicrobienne

111.4.1.9.La lecture des résultats s’cffectue par mesure des diamétres des zones

d’inhibitions. Un produit est considéré actif lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est

supérieur 8 8 mm (QUEZEL.1963).
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IVV.1.Screening phytochimique et potentiel bioactif in vitro des plantes

Thymus ciliatus,Globularia alypum L et Phillyrea angustifolia

Les plantes représentent 1’essentiel de la pharmacopée et 1’avénement de la chimie
moderne. Les analyses phytochimiques sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire
et d’une grande importance puisqu’elle révéle la présence des constituants connus par leur

activites physiologiques et possédant des vertus médicinales (Sofowora, 1993).

Les tests phytochimiques ont été réalises sur différents extraits préparés a partir des
parties aériennes de Thymus ciliatus ,Globularia alypum L et Phillyrea angustifolia en
utilisant des solvants de polarités différentes et des réactifs spécifiques de révelation.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus vegétaux de nos plantes. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiére ultraviolette (Hagerman et al., 2000). Les résultats relatifs au screening
phytochimique sont regroupés dans le Tableau 1.

Tableau 1: Caractéristiques phytochimiques des plantes.

Tests Thymus Globularia alypum | Phillyreaea
ciliatus L angustifolia

Les flavonoides +++ + +

Les tanins +cathéchiques | + cathéchiques + galliques

Les alcaloides + - et

Les coumarines + + et

Les anthocyanes - -

Amidon ++ -
Stérols et + + +
stéroides

(+): Présence faible; (+++): Présence forte; (++): Présence moyenne; (-): Absence.
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Ces resultats nous ont permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de nos plantes, a savoir les flavonoides, les tanins,
les coumarines, Les alcaloides,les stérols et les hétérosides stérodiques et triterpéniques avec
des intensités variables dans les trois plantes et un absence de composeés réducteurs
caractérisant les extraits de Globularia alypum L et Phillyrea angustifolia.

Pour la plante Globularia alypum L, nous déduisons qu’elle est riche en divers
métabolites secondaires, ce qui explique I’intérét et ’attention particuliére portée par les
chercheurs, a travers des études scientifiques sur cette plante. (Harzallah et al., 2010).

Selon les travaux antérieurs, les espéces du genre Thymus sont riches en flavonoides
(Haraguchi et al, 1996 ; Ismaili et al, 2001) ; ces données sont comparables avec nos
résultats puisque les tests ont révélé la présence des flavonoides avec des quantites
importantes. De point de vue biologique, lesplantes constitué de principes potentiellement
actifs rencontrés dans toute ou une partie de la plante Jouentle rdle des précurseurs de drogues

treés utiles en thérapie clinique (Sofowora, 1993).
IVV.2.Rendement des extraits et huile essentielle

L’extraction des principes actifs, a partir de la matiere végétale, suscitent actuellement

beaucoup d’intérét en raison de leurs pouvoirs biologiques.

Les Rendements des extraits éthanoliques et aqueux de Phillyrea angustifolia et
Globularia alypum L ainsi I’huile essentiel de Thymus ciliatus ont été calculé selon la formule

suivante :

R®/o=(PE/PMV)x100

R : rendement.
PE : poids de I’extrait/huile.
PMV : poids de matiere végétale(g).
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Rendement%
0.018 1.70%

0.80%

ETOH AQ HE

B Thymus ciliatus W Phillyreaeangustifolia = Globulariaalypum

ETOH: extrait éthanolique, AQ: extrait aqueux, HE: huile essentielle.

L’hydro distillation des parties aériennes de Thymus ciliatus a donné une huile volatile

jaune foncée, d’odeur trés forte et d’une saveur piquante et amere avec un rendement moyen

de 0,8%.(voir photo)

Photo 12 :1’aspect de I’huile essentielle obtenu par hydrodistillation de Thymus ciliatus

L’essai olfactifs apportée a I’analyse de 1’huile essentiel est un ¢lément de trés grande

valeur puisqu’il permet d’en étudier les premiers caractéristiques qu’offrent la plante.

Le rendement en huile essentielle est moins important voire voisin de ceux obtenus dans
d’autres travaux notamment en Algérie (Tlemcen) par Loukidi (1990) sur le Thymus ciliatus
de Terny qui a présenté (1,56%) et celui de Sidi-Djillali (1,45%). Cependant, dans la partie
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sud dubassin méditerranéen (Maroc), certains travaux ont noté des rendements relativement
moins élevés que la notrede ’ordre de 0,1% (Benjilali, 1987) Ces variations ont une
corrélation significative avec certains facteurs édaphiques (pH, teneur en K20, texture du sol)
(Aboukhalid et al., 2017).

La concentration en huile essentielle des plantes aromatiques et médicinales varie
significativement avec le mode et la durée de séchage. La durée optimale de séchage est
d’environ 10 jours et a ’ombre (Bourkhiss et al., 2009). Il est actuellement admis que si les
conditions de séchage ne sont pas respectées, la plante risque de se dégrader ce qui engendre
quelquefois la perte de la totalité de ses huiles essentielles (Aghfir et al., 2007).

L’extraction des composés phénoliques par les deux méthodes: hydroalcolique, aqueuse
de Phillyrea angustifoliaet Globularia alypum L, nous a permis de déterminer les valeurs des
rendements pour chaque extrait par rapport au poids initial du matériel végétal sec mis en
poudre. Les extraits organiques obtenus ayant subi le méme traitement de vaporisation et les
mémes conditions de conservation ont présenté le méme aspect de couleurs différentes (voir

photo19). Les couleurs, les aspects des extraits sont consignés dans le tableau4.

Tableau 02 : Les caractéristiques des extraits aqueux et ethanoliques de Globularia alypum et
Phillyrea angustifolia.

Extraits Aspect couleur
physique
Phillyrea cristallisé Marron foncé

angustifolia (AQ)

Phillyrea pate Vert foncé
angustifolia(ETOH)

Globularia cristallisé Marron foncé
alypum(AQ)

Globularia pate Vert foncé
alypum(ETOH)
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Photo 13:I’aspect des extraits éthanoliques/ aqueux (liquide et séché) des plantes
étudiées.

Les résultats obtenus montrent que parmi les extraits des deux plantes étudiées, les
extraits aqueux présentent les rendements les plus élevés; que c’elle éthanolique; avec
un pourcentage de 1.20% et 1.70% pour Phillyrea angustifolia et Globularia alypum
respectivement. Ceci peut étre attribué a la grande capacité de dissolution de 1’eau. En
effet, I’eau possede un indice de polarité ¢€levé, une constante diélectrique et une
énergie cohésive trés élevée par rapport aux autres solvants, ce qui permet une liaison
forte entre les molécules d’eau et les composés polaires du soluté provoquant leur

dissolution (Dhananiet al.,2017).

En effet, I’extraction des polyphénols se fait a 1’aidede plusieurs solvants ou par des
mélanges solvant/eau. Le mélange éthanol/eau a 80/20 (v/v) est considéré comme un mélange
de polarité élevée et le solvant apolaire eau(infusion) est tres utilisé en thérapie traditionnelle;
ces deux solvantssont choisis pour la réalisation des extractions. Plusieurs travaux antérieurs
montrent que le rendement d'extraction augmente de maniere significative avec I'utilisation
d'éthanol aqueux ou de méthanol aqueux par rapport & des extractions aux solvants organiques
purs (Mussatto et al., 2011).

Selon Vermerris et Nicholson(2007), la différence des valeurs peut s’expliquer par
la richesse ou la pauvreté de la plante en composés solubles dans les solvants utilisés et
peut étre liee a leurs degrés de solubilité dans ces derniers et leur degré de
glycosylation(Markham.,1982).

IV.3.Activité antioxydant des plantes étudiées (Dpph):

Le stress oxydatif est impliqué dans plusieurs maladies y compris le diabéte, la

polyarthrite rhumatoide, les maladies cardiovasculaires, I'athérosclérose, les maladies
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neuro dégénératives (Parkinson, Alzheimer et Huntington), le cancer et le vieillissement

(El Jemli et al., 2016) . Les antioxydants naturels tels que les composés phénoliques,

composés de plantes, peuvent offrir une résistance contre le stress oxydatif en piégeant

les radicaux libres, en inhibant les lipides de peroxydation et par d'autres mécanismes
(Dai et Mumper, 2010).

Les résultats sont donnés en valeur ICsy représente essentiellement la concentration

requise pour qu'un antioxydant atteigne 50% du piégeage des radicaux DPPH

35

2.5

1.5

0.5

La concentration inhibitrice mg/ml

3.04

0.47

0.22 0.26

0.00001
[

1

B HETHY MEXTET-OHGLB ®EXTAQGLB EXT ET-OH PHI W EXT AQ PHI

Figure 15:Valeurs des ICso du test de piégeage des radicaux libres des extraits des

plantes étudiées

ETOH: extrait éthanolique, AQ: extrait aqueux, HE: huile essentielle.

GLB :Globularia alypumPHI :Phillyrea angustifoliaTHY :Thymus ciliatus
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Activité anti radicalaire pg/ml

120000

100000
100000

80000
60000
40000

20000

4540 220 3840 2120

1

EHETHY ®EXTET-OHGLB mEXTAQGLB EXT ET-OH PHI  mEXT AQ PHI

Figure 16:Valeurs de I’activité anti radicalaire des extraits des plantes étudiées

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH et
anti radicalaire sont représentés dans la figure 14 et 15.Montre que [’huile
essentielle de Thymus ciliatus a exercé une excellente activité inhibitrice du radical
DPPH avec un IC50 = 0.00001 mg/ml suivi par celles de I’extrait hydroéthanolique
de Globularia alypum et phyllirea angustifolia avec un 1C50=0,22 mg/ml et
0,26mg/ml respectivement et par suite une valeur acceptable de I’extrait aqueux de
phillyrea angustifolia avec un IC50=0,47mg/ml et et en dernier lieu l’extrait aqueux
de Globularia alypum de 3,04 mg/ml. Il faut savoir que I’IC50 est inversement lié a
la capacité antioxydant d’un composé, car cette valeur exprime la quantit¢ d’un
antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus une activité antioxydant d’un composé est grande.

D’un autre coté, L’excellente activité antioxydant de Thymus ciliatus est
principalement due a son profil chimique, riche en thymol. En effet, les constituants
phénoliques (thymol et carvacrol) ont déja prouvé leur fort pouvoir antioxydant Ces
composés phénoliques, grace a leurs propriétés d'oxydoréduction, agissent en tant
qu’agents réducteurs, donateurs de I'hydrogéne et de l'oxygéne singulier .en
enregistrant une IC50 de 0.85 mg/ml) (Kholkhal et al., 2013)valeurs moin puissante
que notre résultats Selon (Amarti et al., 2011) qui ont étudié I’activité antioxydant
de quatre especes de thym du Maroc, qui ont enregistré un bon effet antioxydant tell
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que T. capitatus, T. ciliatus et T.bleicherianus avec IC50= 0.069mg/ml, 0.074mg/ml
et 0.078 mg/ml respectivement, Ces résultats montrent que [’huile essentielle de

Thymus ciliatus possede une bonne activité antioxydant.

Par ailleurs, et selon les valeurs obtenues d’IC50, on s’apercoit que les extraits
issus des deux méthodes d’une extraction : extraction aqueuse et extraction
hydroéthanoliqgue ont dévoilé des activités anti oxydant nettement supérieures a
celles déterminées. Nous pouvons donc noter que la variation de la capacité
antioxydant de nos extraits par pourrait étre due a la teneur et/ou a la présence de
certaines flavonoides et/ou phénoliques potentiellement actives dans les extraits.

Nos résultats corroborent ceux de (Djeridane et son équipe 2010), qui ont
déterminé pour un extrait hydroalcoolique de Globularia alypum une valeur d’IC50
¢gale a 8,77 + 0,04 pg/ml.

L’ensemble des extraits et I’huile étudiés révelent des activités anti radicalaires
qui se manifeste par de fortes valeurs. Ces concentrations varient de 320 a 100000
pug/ml I’huile essentiel de Thymus ciliatus présente un trés bon pouvoir antioxydant
efficace égale a 100000ug/ml supérieur a celui des extraits. Ces résultats montrent
que I’huile essentielle de Thymus ciliatus posséde une bonne activit¢ anti radicalaire
Comparée a notre ¢étude il y’a une différenciation dans le résultats de 1’activité anti
radicalaire, cette activité peut étre attribuée a la présence du thymol et carvacrol car

plusieurs auteurs 1’ont confirmé (Ruberto; Baratta, 2000 ; Miguel et al.).

Par ailleurs, les extraits éthanoliques ont enregistré des valeurs anti
radicalaires moyennes (4540 et 3840 pg/ml), cette activité peut s’expliquer par sa
forte teneur en composés polyphénoliques et notamment sa richesse en flavonoides,
connus pour leur propriétés antioxydants. Par contre, les extraits aqueux marquent
des valeurs faibles ca revient a sa richesse en acides-phénols, classe de composés
reconnue pour avoir une activité anti radicalaire rapide car basée sur la libération

d’atomes d’hydrogéne.
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IV.4. Activité antimicrobienne de plantes étudiées :

Nous avons effectué un criblage de I‘activité antimicrobienne sur 14 germes
pathogénes dont 8 bactéries (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia,Klebsiella sp,Bacillus sp,Enterobacter,Listeria monocytogeneses MRS A3)et 6
souches fongiques (Aspergillus flavus,Candida albicans Penicillium sp,Aspergillus

niger,Aspergillus parasiticus et phytophtora sp).
IV.4.1. Evaluation de I'activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne de nos extraits est déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé, qui est une technique qualitative basée sur la mesure des diameétres des zones
d’inhibition qui apparaissent autour des puits contenant les extraits a tester. Dans le (Tableau
03) sont incluses les valeurs en (mm) des zones ou diamétres d’inhibitions relatives aux

différentes souches testées :




Tableaux 03 :Activité antimicrobienne des extraits des plantes étudiées

Activité antimicrobienne
Globularia alypum Phillyrea angustifolia
Extrait éthanolique Infusion Extrait Ethanolique Infusion
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
050 ]0.25 | 0.075 050 |025 |0.075 050 |025 J0075 [050 [0.25 |0.075

Gram-negative DD
Escherichia coli 13 11 10 20 18 15 25 18 10 / 11 13
Klebsiella pneumoniae | 12 11 12 19 16 14 / / / / 08 08
Pseudomonas 12 10 09 18 16 / / / / / 09 /
aeruginosa
MRS A3 11 08 08 19 17 15 / / / 13 08
Gram-positive
Staphylococcus aureus | 13 11 10 18 15 12 / / / / 07 /
Bacillus cereus 12 / / 24 18 14 / / / 10 11
Enterobacter 11 10 12 23 18 16 09 / / 13 13 09
Lysteria monocytogenes | 12 10 09 16 13 12 / 10 / / 10 12
Les souches fongiques
Candida albicans 14 11 10 21 16 14 / / / / /

Aspergillus niger / / / 20 14 12 / / / 08 08
Aspergillus parasiticus | / / / / / / / / / / /
Aspergillus flavus / / / / / / / / / / /
pénicillium sp / / / 14 18 / / / 09 /
phytophtora sp / / / 20 16 13 / / / / /

Activité antimicrobienne de I'huile essentiel de thymus ciliatus
0.075 mg/ml 0.050 mg/ml | 0.015 mg/ml
Inhibition totale envers toutes les souches testé

Control Négatif 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06

(DMSO)

DD: diamétre de la zone d'inhibition (mm) y compris le diametre de puits de 6 mm, -: non testé.

—
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Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de
synthése ainsi que la résistance de certains germes microbiens face aux medicaments
existants, 1’utilisation des plantes qui contiennent des composes bioactives synthétisees par
ces plantes possédant des propriétés biologiques: antioxydants, antibactériennes, et
antifongique est en progression constante. En effet, compte tenu de leur meilleure

biocompatibilité on observe une demande croissante des produits d’origine naturelle.

Notre présente étude a porté sur 1’étude des activités biologiques et screening
phytochimiques de I’huile essentiel et des extraits de quelques plantes aromatiques
originaires de la région de Saida, il s’agit de trois plantes Thymus ciliatus, Globularia alypum
L, et Phillyrea angustifolia qui poussent spontanément dans Tifrit, Oueld Brahim et Ain

Manaa respectivement.

La premiére partie de notre travail est consacré a L’extraction des principes actifs de
ces especes sont effectuées par infusion en utilisant un solvant de différente polarité (I’eau).
Pour mettre en évidence la présence de quelques métabolites secondaires dans ces différents
extraits, une analyse phytochimique est faite en se basant sur les propriétés physicochimiques
de ces métabolites. La quantification de quelques classes des composés phénoliques

(alcaloides, flavonoides, coumarines et tanins condensés...)

Nos résultats montrent que nos plantes contiennent toutes des composés phénoliques,
celle qui en contient le plus est Globularia alypum L et le genre Thymus qui est riche en
flavonoides.

La deuxieme partie de notre étude nous a permi de déterminer I’évaluation de I’activité
antimicrobienne des extraits et de I’huile essentielle est déterminée contre huit bactéries
pathogenes et six champignons par la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats suggeérent
que I’huile essentielle de Thymus ciliatus a une activité antimicrobienne forte sur toutes les
souches testées, concernant 1’extrait éthanolique et aqueux de Globularia alypum L ont
montrée une inhibition significative sur la plupart des souches. Les souches les plus sensibles
sont Bacillus sp, Enterobacter , E.coli, C.albicans, et Phytophthora sp .Alors que 1’extrait de
Phillyrea angustifolia a montré une sensibilité modérée a faible aux souches testées. Sa
meilleure activité est contre E.coli. L’activité antioxydant de I’huile essentielle et des extraits
est évaluée en utilisant le test de piégeage des radicaux libres DPPH, I’huile essentielle de
Thymus ciliatus a montré une activité antioxydant élevée est excellente avec un 1C50=

0,0001mg/ml, aussi celle de Globularia alypum L et Phillyrea angustifolia de I’extrait
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éthanolique et Globularia alypum L avec 1C50=0,22 ;0,26 et 0,47 mg/ml respectivement.
Alors que I’extrait aqueux de Phillyrea angustifolia montre un potentiel de piégeage des
radicaux DPPH modéré avec une valeur de CI50 égale a 3,04 mg / ml ce qui la rend moins
active .

Il serait intéressant de poursuivre et faire des études sur ces plantes dans le but
d’identifier leurs métabolites secondaires et mis en évidence par une évaluation de leurs
propriétés antimicrobiennes et antioxydants. Il apparait que ces plantes présentent des

propriétés antimicrobiennes et antioxydants intéressantes.

Cette étude valide scientifiquement 1’usage traditionnel de ces plantes et révéle leur
intérét dans le cadre d’une exploitation en biotechnologie et leurs efficacités pour déterminer

I’utilité de ces derniers dans le domaine pharmaceutique et/ou alimentaires.
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Annexe

Annexe 01 : Muller Hinton :

Maceration de viande 300 ml
Peptone de caséine 17,5 mi
Amidon 1,5ml
Agar 719

Ph 7,4

Annexe 02 : Réactif de Wagner

KI 29
I 1,279
L’eau distillée 100ml

Annexe 03 : Réactif de Mayer

Hgcl, 1,358¢g
Kl 59
L’eau distillée 100ml

Annexe 04 : sabouraud

Peptones 10g
Agar 159
Ph 54
Eau distillée 1L

Annexe 05 : Résultats de la concentration inhibitrice.

Les plantes IC5 (mg/ml)
HE THY 0,00001
EXT ET-OH GLB 0,22
EXT AQ GLB 3,04
EXT ET-OH PHI 0,26
EXT AQ PHI 0,47
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Annexe 06 : Fraction résiduelle du DPPH des extraits du Globularia alypum L.
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Annexe 07 : Fraction résiduelle du DPPH des extraits du Phillyrea angustifolia.
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Annexe 09 : Fraction résiduelle du DPPH de I’huile essentielle de Thymus ciliatus
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