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De nos jours, une grande variété de plantes aromatiques et médicinales posséde des
caracteristiques biologiques vitales qui trouvent de nombreuses utilisations dans les domaines
de la médecine, de la pharmacie et de la cosmétique. Ce nouvel intérét est le résultat du fait
que les plantes médicinales sont une source inépuisable de composés bioactifs, tandis que
d'autre part, les consommateurs de produits pharmaceutiques sont préoccupés par les effets
secondaires et recherchent des thérapies moins dures pour leur corps.

La médecine traditionnelle est l'aboutissement de générations d'expériences
thérapeutiques des praticiens du systéeme indigene de la médecine. La préparation
traditionnelle comprend les matieres organiques, les mineraux et les plantes médicinales,
entre autres. Seuls les médicaments conventionnels qui utilisent principalement des produits
vegétaux meédicamenteux a des fins thérapeutiques sont considérés comme des médicaments a

base de plantes (Agrawal, 2009).

L’étre humain continue de rechercher dans son environnement les plantes pour soulager
ses maux (Tangara et al., 2022). En raison des risques toxicologiques potentiels, I'utilisation
de molécules antioxydantes de synthese est actuellement remise en cause (Bougandoura et
Bendimerad, 2013). Plusieurs pathologies, telles que I’arthrose, I’asthme, le cancer, le diabéte,
les maladies cardiaques et D’athérosclérose, seraient causées par les radicaux libres.
L’utilisation de produits naturels a base des plantes riches en antioxydants pourrait jouer un

réle important dans la prévention de ces maladies (Dieng et al., 2017).

Thymus est un grand genre de la famille des Lamiacées comprenant multiples especes
médicinales et aromatiques, y compris T. munbyanus subsp. Ciliatus qui est considéré comme
une espéces endémique en Afrique du Nord, caractérisée par des activités biologiques
intéressantes , a savoir des effets antimicrobiens, antioxydants, digestifs, anti-inflammatoires,

expectorants et anticancéreux (Bendif et al., 2018).

L’objectif essentiel de notre travail est I’estimation de contenu des parties aériennes de
la plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus en polyphénols totaux, en flavonoides totaux, en
flavonols et en triterpénes. Aussi I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits et de

I’huile essentielle de cette plante.
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Le présent travail est scindé en deux parties. La premiere est une étude bibliographique
concernant des informations sur la plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus, des notions sur
les métabolites secondaires et le stress oxydant. La deuxiéme partie, contient le matériel et la
méthodologie de travail et les résultats obtenus suivie des discussions, et enfin la conclusion.



Premiere partie
Partie bibliographigue
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Chapitre 1 Présentation de la plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus

1. Description botanique

Le genre Thymus est composé de sous-arbustes aromatiques aux fines branches qui
poussent souvent a partir de tiges courtes. On le trouve dans toute I'Eurasie, I'Afrique du Nord
et le sud du Groenland (Song et al., 2023). La partie aérienne de cette plante est un petit sous-
arbrisseau qui atteint 30 cm de haut, a des tiges prostrées et ramifiées et des feuilles sensibles,
petites et simples. La partie inférieure de la tige est généralement tétragonale et ligneuse
ramifiée (Bendif et al., 2020). Les feuilles florales sont vertes (Miara et al., 2013), et les

fleurs sont rose mauve pale et apparaissent au début de I'été (Nezhadali et al., 2014).
2. Systématique

Le genre Thymus comprend environ 400 espéces de plantes aromatiques vivaces et de
sous-arbustes (Chaouche et al., 2021). La classification de la plante Thymus munbyanus
subsp. Ciliatus est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1. Position systématique de Thymus munbyanus subsp. Ciliatus (Quezel et santa,

1963).
Embranchement Phanerogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Ordre Tubi florales
Famille Lamiacee ou Labiées
Genre Thymus
Espéce Thymus munbyanus
Sous espece Thymus munbyanus subsp. Ciliatus.

3. Composition chimique

Thymus munbyanus subsp. Ciliatus est une source naturelle importante de composés

phénoliques bioactifs qui peuvent étre exploiter pour le développement des médicaments
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naturels de substitution pour le traitement et la prévention de diverses maladies (Elbouny et
al., 2022).

Chaouche et al., (2021), ont identifié a partir d'extraits de n-butanol et d'acétate d'éthyle
de T. munbyanus subsp. Ciliatus deux substances jusqu'alors inconnues, (2,3,5,6
tétrahydroxybenzoate de méthyle et lacide 4-hydroxy-5-méthoxy-2-oxo-2H-pyran-3-
carboxylique), et 14 composés connus, dont des flavonoides (lutéoline et isorhamnetin-3-O--
glucoside), et des composés phénoliques, (acide salicylique, acide pluchoique, acide
protocatéchuique, acide férulique, acide p-coumarique, acide rosmarinique, et du tyrosol).

I’équipe de (Bendif et al., 2020), ont montrés que l'analyse de la composition chimique
des parties aériennes de Thymus munbyanus a permet d’identifier une large gamme de
composes bioactifs , principalement des flavonoides, des tri-terpénoides, des dérivés phényl-
propanoides et glycosidique. Ainsi que I’extrait méthanolique de T. munbyanus comprenne
essentiellement des acides phénolique, a savoir, ’acide rosmarinique, férulique, quinique, et
I’acide caféique. Egalement, plusieurs dérivés de flavonoides ont été identifiés, notamment,
I’ériodictyol-7-O-hexoside, la gallo-catéchine, des dérivés de la quercétine, de

I’isorhamnétine, et de la lutéoline.
3.1 Composition chimique de I’huile essentielle de T. munbyanus

L'huile essentielle isolée par hydrodistillation des parties aériennes (feuilles et
inflorescences) de T. munbyanus était un liquide jaune. Les analyses par chromatographie en
phase gazeuse et chromatographie en phase gazeuse-spectromeétrie de masse ont permis
d'identifier 64 composants représentant 98,9 % de la composition de I'huile. L'huile contenait
de grandes quantités de monoterpénes contenant de I'oxygéne (63,1 %), le composant suivant
le plus fréquent étant les hydrocarbures monoterpéniques (29,0 %). Les composants
prédominants détectés étaient le thymol, le vy-terpinéne, le p-cymene et le carvacrol

(Chikhoune et al., 2015). Les compositions en pourcentage sont présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2. Compositions en pourcentage de I’huile essentielle de Thymus munbyanus
(kabouche et al., 2009).

Composé % Composition
a-thuyéene 0.4 %
a-Pinéne 1.6%
p-Cyméne 5.6 %
Thymol 79.1 %
Carvacrol 4.4 %
Linalol 3.5%
y-Terpinene 4.1 %

4. Usage traditionnel et activités biologiques

Depuis I'Antiquité, les composés naturels a base de plantes et d'épices, notamment
certaines plantes du genre Thymus, ont été traditionnellement utiliseés comme ingrédients

aromatiques des préparations culinaires (Salehi et al., 2019).

En Algérie, les Thymus sont traditionnellement utilisés pour le traitement des maladies
respiratoires et gastro-intestinales et comme remede aux dysfonctionnements endocriniens
(Bendif et al., 2020).

Au Maroc, ils utilisent cette plante pour le traitement de plusieurs troubles
médicaux comme la diarrhée, la fievre, la toux, les zones infectées et les plaies.
Généralement, cette espece a été utilisé pour ses propriétés anti-inflammatoires apres

administration orale ou topique (Moukhles et al., 2018).
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Chapitre 2 Radicaux libres et pouvoir antioxydant

1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des intermédiaires tres réactifs avec un ou plusieurs électrons
non apparies ayant la capacité d'extraire des électrons des molécules qui les entourent, ce qui
provoque une dégradation oxydative des substrats des systémes biologiques comme les
lipides membranaires, les protéines cellulaires, les glucides, 'ADN et les enzymes. La
principale source d'especes réactives de l'oxygéne sont les mitochondries, ou ils constituent
des sous-produits de la chaine de transport d'électrons de la respiration aérobie (Elsayed Azab
etal., 2019).

2. Types des radicaux libres

Il est indispensable de distinguer un groupe spécifique de composés radicalaires, que
nous appellerons radicaux primaires, qui ont une fonction physiologique spécifique. Ces
radicaux libres primaires réagissent avec les composants métaboliques de la cellule pour
produire d'autres radicaux libres, appelés radicaux secondaires. L'anion super oxyde O:¢ et le

radical hydroxyle OHe, ainsi que des radicaux dérivés de 1'azote comme le monoxyde d'azote
NOe, sont des exemples des principaux radicaux produits lorsque I'oxygéne est reéduit a un

électron.

Bien qu'il ne s’agit pas de radicaux libres, d'autres especes formées a partir d'oxygene
appelées espéces d'oxygene actif, telles que I'oxygéne singulet 1’10, le peroxyde d'hydrogéne
(H202) ou I’acide peroxynitrique (ONOOH), sont réactives et peuvent agir comme précurseurs
des radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sont souvent appelés

especes reactives de I'oxygeéne (Favier, 2003).
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Tableau 3. Exemples d’espéces réactives 0Xygénées et azotées.

Especes réactives oxygénées

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Anion super oxyde Oy Peroxyde d’hydrogéne H:O:
Radical hydroxyle OHe Acide hypochloreux HOCI

Espéces réactives azotées

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Monoxyde d’azote NOe Acide peroxynitrique ONOOCH

3. Antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

Les antioxydants sont des substances qui empéchent d'autres molécules de s‘'oxyder sous
I’effet des radicaux libres. Ce sont des molécules biologiques et toute substance qui,
lorsqu'elle est présente a faibles concentrations par rapport a celles d'un substrat oxydable,
ralentit ou empéche significativement lI'oxydation de ce substrat. Donc, un antioxydant est
défini comme une molécule qui a la capacité de ralentir ou d'empécher l'oxydation d'autres

molécules (Trabsa et al., 2020).

La génération d'antioxydants enzymatiques et non enzymatiques est I'un des processus

les plus cruciaux du systéme de défense antioxydant interne.

Des antioxydants tels que la superoxyde dismutase (SOD) et la peroxydase (POD)
entrent en jeu pour piéger les ERO ; par exemple, la SOD facilite la conversion des radicaux
superoxydes (O1) en peroxyde d'hydrogéne (H.0O.) tandis que le POD décompose le H.O: en
eau (H:0) et O. moléculaire (Hassan et al., 2022). La catalase est une enzyme commune
antioxydante présente presque dans tous les tissus vivants qui utilisent 1’oxygéne. L'enzyme
catalyse la dégradation ou la réduction du peroxyde d'hydrogene (H:O:) a l'eau et a I'oxygéne
moléculaire, complétant ainsi le processus de détoxification initiée par la SOD (Ighodaro et
Akinloye, 2018).
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Tableau 4. Systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Garrel et Bigard,

2017).
Systémes antioxydants enzymatiques Systémes antioxydants non
enzymatiques
Superoxydes dismutases (SOD) Endogéne Nutritionnels
Catalases Coenzyme Q10 Vitamine E
Glutathion peroxydases (GPx) Glutathion (GSH) | Vitamine C
Bétacarotene

4. Antioxydants naturels (vit E, vit C et flavonoides)

Les antioxydants naturels, en particulier ceux que I'on trouve dans les fruits, les légumes
et dautres aliments a base de plantes, sont cruciaux pour la prévention des maladies
(Rahaman et al., 2023). Les antioxydants les plus connus sont les flavonoides, le tocophérol
(vitamine E) et l'acide ascorbique (vitamine C). La majorité des composés antioxydants
synthétiques ou naturels ont des groupes hydroxy phénoliques dans leurs structures, et leurs
propriétés antioxydantes sont en partie attribuées a leur capacité a lier les radicaux libres tels

que les radicaux hydroxyles et superoxyde.
e Lavitamine E

La vitamine E, qui est une famille de huit composés, est bien connue pour ses propriétés
antioxydantes (Landrier, 2011). La forme la plus courante de vitamine E dans les tissus
végétaux est le a-tocopheérol, qui est également le plus courant dans les graines et les produits
dérivés des graines (Mendonga et al., 2022). Ce sont des molécules chimiques liposolubles
principalement présentent dans les membranes cellulaires. lls peuvent prévenir la
peroxydation lipidique provoquée par les ERO au niveau des membranes plasmiques par
neutralisation des radicaux libres hydroxyles et des anions superoxydes (Kowalczyk, 2022).

La vitamine E protége aussi I'ADN et les protéines de I’oxydation (Rychter et al., 2022).
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e Lavitamine C (Acide ascorbique)

En tant qu'antioxydant non enzymatique, la vitamine C agit en empéchant les réactions
en chaine impliquant les radicaux libres. L'acide ascorbique joue un réle dans le maintien de
l'intégrité des tissus vasculaires ainsi que dans la biosynthése du collagene et du fer, la
neuroprotection, I'hématopoieése et la fonction des leucocytes (Mendonga et al., 2022).

e Les polyphénols

Les polyphénols et les flavonoides sont des composés végétaux naturels présents dans
de nombreux aliments tels que les fruits, les Iégumes, les grains entiers, le thé et le vin rouge.
Ils ont été largement étudies pour leurs effets bénéfiques sur la santé et leur réle en tant
gu'antioxydants naturels. Les polyphénols et les flavonoides ont été associes a une réduction
du risque de développer ces maladies en raison de leur capacité a piéger les radicaux libres et
a prévenir les dommages oxydatifs. En outre, certaines études ont montré que les flavonoides
peuvent egalement aider a protéger contre les maladies neurodégénératives telles que la
maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson. Des allégations nutritionnelles ont egalement
été établies concernant les bienfaits des polyphénols. Par exemple, les flavanols de cacao ont
été associés a la préservation de I'¢lasticité des vaisseaux sanguins, ce qui contribue a une
circulation sanguine normale. Les polyphénols et les flavonoides peuvent étre obtenus par la
consommation d'aliments riches en ces composes, tels que les baies, les agrumes, les légumes
verts et les noix, ou par la prise des compléments alimentaires (Mendonca et al., 2022;
Amelia et al., 2018; Papuc et al., 2017).

5. Stress oxydant

C’est un déséquilibre entre la génération d'especes radicalaires et la capacité
antioxydante cellulaire et qui cause une oxydation intracellulaire excessive (Migdal et Serres,
2011), qui inclue des événements dangereux comme la peroxydation lipidique et les
dommages oxydatifs de I'ADN (Yoshikawa et Naito, 2002). De nombreux types de
dommages, notamment la cytotoxicité, la génotoxicité, la peroxydation des lipides, lI'apoptose,
la dégradation des protéines intracellulaires et la dérégulation des ARNm, peuvent en résulter

au niveau cellulaire.
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FREE RADICALS
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Figure 1. Stress oxydant : Déséquilibre entre radicaux libres et antioxydants (Ighodaro et
Akinloye, 2018).

6. Pathologies liées au stress oxydant

Les radicaux libres sont produits soit par le métabolisme cellulaire normal, soit a la suite
de la pollution et d'autres facteurs environnementaux. Ces molécules attaquent I'ADN, les
proteines, les lipides et les glucides causant des lésions tissulaires, une inflammation, une
apoptose, une autophagie et une nécrose. Leur surproduction induit le stress oxydant qui est
responsable du vieillissement prématuré et contribue aux maladies cardiovasculaires, le

cancer, la maladie d'Alzheimer et les cataractes (Rahaman et al., 2023).
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1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont essentiellement des poids moléculaires inférieurs a
3000 Da, et sont produits lors de la croissance des plantes a partir des métabolites primaires
pour se défendre des herbivores phytophages (Divekar et al., 2022). De nombreux types de
plantes ont des metabolites différents, chacun avec une composition chimique unique. Les
métabolites secondaires présentent une variété structurelle, leur potentiel en tant que
médicaments candidats et/ou leur puissance en tant qu'antioxydants est trés convoitée (Twaij
et Hasan, 2022). Les structures chimiques des métabolites végétaux secondaires sont divisées
en différentes classes (A. Hussein et A. EI-Anssary, 2019). Les composés phénoliques, les
terpénes et les alcaloides sont trois grandes familles moléculaires des metabolites secondaires
(Bourgaud et al., 2001). Les métabolites secondaires des plantes sont utilisés depuis des

lustres en médecine traditionnelle en raison de leur activité biologique étendue.
2. Composés phénoliques

Le plus grand groupe de metabolites secondaires trouves dans les plantes sont
probablement les phénols. Leur complexité varie de composes simples a un cycle aromatique
a des substances polymeéres trés complexes, mais ils ont tous un point commun : la présence
d'un ou plusieurs groupes phénol (fig. 2). lls sont abondants dans les plantes et ont un impact
considérable sur la couleur, la saveur et I'ardme de nombreuses herbes, aliments et boissons.
Les composés phénoliques peuvent étre classés en fonction de leur structure ou de leur
biosynthése. Les composés phénoliques peuvent étre divisés en groupes en fonction de leurs
structures : les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (A. Hussein et A. EI-Anssary,
2019).

Figure 2. Structure de base des composés phénoliques
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2.1 Acides phénoliques

Ils sont communs dans tout le régne végétal. Ce sont des dérivés hydroxylés soit de
I'acide benzoique (C6-C1) formant ainsi la classe des acides hydroxy benzoiques comme
I'acide vanillique, I'acide syringique, I'acide gentisique et I'acide gallique (Chira et al., 2008).
Ils dérivent aussi de I'acide cinnamique (C6-C3) formant ainsi la classe des acides hydroxy
cinnamiques (Elie, 2022), comme I’acide para-coumarique (p-coumarique) (Chira et al.,
2008).

2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont le plus grand groupe de phénols naturels. Le squelette structurel
des flavonoides comprend un cycle chromane portant un cycle aromatique en position 2, 3 ou
4. Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes selon le niveau d'oxydation du
cycle central (cycle C). Les plus courants sont les anthocyanes, les flavones et les flavonols
(A. Hussein et A. El-Anssary, 2019). Par exemple, les anthocyanidines, les flavones, les
flavonols et les isoflavones présentent une insaturation C2=C3 (comme : les séranines, les
cyanidines...), tandis que les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols sont des

exemples de flavonoides saturés (comme : I’amorisine, 1’astilibine) (Dias et al., 2021).
2.3 Les tanins

Les tanins proviennent d'une variété de parties de plantes, y compris le bois, I'écorce, les
feuilles, les fruits et les galles ou les gousses. Les tanins vegétaux sont des produits chimiques
polyphénoliques qui sont fréquemment employés dans le secteur du cuir. Les sels de chrome
sont les tanins les plus utilisés, bien que des tanins végétaux et synthétiques soient également
utilisés (Nazer et al., 2006). Ces composés peuvent étre divisés chimiguement en tanins

condenses et hydrolysables (Sargsyan et al., 2020).

Les tanins condensés sont des polymeéres de flavan-3-ol (catéchine, par exemple) ou de
flavan-3,4-diol (proanthocyanidines), reliés par des liaisons C-C ou C-O-C pour produire des

substances de différents poids moléculaires (McMahon et al., 2000).

Comme leur nom l'indique, les tanins hydrolysables peuvent étre hydrolysés par chauffage
avec un acide doux et sont constitués de polyphénols (acide gallique et/ou acide

hexahydroxydiphénique) liés par un ester a un fragment hexose (McMahon et al., 2000).
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3. Terpénes

La classe la plus nombreuse et la plus variée de produits chimiques secondaires trouveés
dans les plantes sont les terpénes. Chimiquement parlant, ils sont tous formés d'unités
d'isoprene a 5 carbones de constructions diverses. Un préfixe dans le nom spécifie le nombre
d'unités terpéniques comme suit. Les terpenes sont classés en fonction du nombre d'unités

d'isopréne dans la molécule (A. Hussein et A. EI-Anssary, 2019).

Par exemple les triterpenes ont la formule chimique C30H48 et sont constitués de six
unités isoprene. Environ 4000 triterpénoides ont été identifiés, constituant une grande partie
des composeés gras présents dans toutes les plantes. Les triterpénes peuvent étre trouvés seuls
ou bien couplés a d'autres substances par exemples : Limonene, Lialool, Linalyl Acétate,
Citronellal, Carvone, Farnesol, Bisabolol, Caryophylene, Quassin (A. Hussein et A. El-
Anssary, 2019).
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1. Materiel végétal

e Thymus munbyanus subsp. Ciliatus (Desf)

La plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus (Desf) a été récoltée en avril 2022 dans la
région de Ras el-Oued, wilaya de Bordj Bou Arreridj. La partie aérienne de la plante (feuilles,
fleurs et tiges) a été nettoyée, puis séchée a température ambiante a 1’abri de la lumiere dans
un endroit sec, puis stockée jusqu'a utilisation. Juste avant I’extraction, le matériel végétal est

broyé dans un moulin électrique pour donner une poudre fine.

Figure 3. Thymus munbyanus subsp. Ciliatus (Desf), a gauche les parties aériennes récoltées

et a droite la plante broyée

Figure 4. Localisation de la région de récolte (Ras el oued) dans la wilaya de Bordj Bou
Arreridj
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2. Méthodes
2.1 Extraction
2.1.1 Extrait éthanolique

La préparation des extraits ethanoliques est réalisée selon Martinez-Cruz et Paredes-
Lopez, (2014), avec une légére modification. Dans le présent travail, nous avons ciblé les
métabolites secondaires (essentiellement des composés phénoliques) en utilisant des mélanges
hydro-éthanoliques comme solvant (50%,70% et 100%). Le premier extrait hydro-alcoolique
est préparé par macération de 10g de la poudre végétal de Thymus munbyanus subsp. Ciliatus
dans 100ml de mélange éthanol-eau distillé (50:50V/V), sous agitation pendant 24 heures a
I’obscurité et a température ambiante. Le deuxieme extrait hydro-éthanolique est préeparé avec
un mélange éthanol-eau distillé (70:30V/V) et le troisieme extrait éthanolique est préparé avec

de I’éthanol pure (100%), toujours dans les mémes conditions.

Les extraits sont récupérés dans un premier temps apres filtration du mélange a travers
le papier filtre Wattman, puis une évaporation du solvant a I’aide d’une étuve a 40°C est
effectuée. Les extraits secs obtenus ont été ensuite conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a

leurs utilisations.
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Gratter et conserver dans des flacons sombres au réfrigérateur jusqu'a ’utilisation

Figure 5. Différentes étapes de I’extraction éthanolique
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2.1.2 Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydro distillation dans un
appareil de type Clevenger. Trois distillations ont été réalisées par €bullition pendant trois
heures de 100g de matériel végétal avec 1 litre d’eau distillée dans un ballon de 2 litres
surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. L huile essentielle

obtenue a été stockée a 4°C a I’obscurité.

Figure 6. Extraction des huiles essentiels par appareil de type Clevenger

2.1.3 Extrait agueux

La solution issue de I’extraction des huiles essentiels est filtrée sur papier filtre
Wattman (3 mm) pour la séparée de la plante résiduelle, puis séchée dans une étuve a 40° C

pour former un extrait aqueux dans le but de valoriser cette solution résiduelle.
2.1.4 Détermination du rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

Le pourcentage des extrait bruts aqueux et éthanolique a été calculé par la formule suivante :

[ R(%) = (M2-M1)/M0*100 } ou -

R : Rendement exprimé en %
MO : Masse en gramme du matériel végeétal a traite.
M1 : Masse en gramme de boite pétrie vide.

M2 : Masse en gramme de boite pétrie plein par I’extrait.
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e Rendements des huiles essentiels

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le volume de I’huile extraite et le
poids de la plante utilisé pour I’extraction. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé

par la formule suivante :

R = (VB /Pa) x 100

Ou:

VB : Le volume d'H.E obtenue.

PA: La masse de la matiére végétale séche.
2.2 Analyse quantitative
2.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par la méthode colorimétrique au
réactif de Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d’acide phosphotungistique (H:PW:.04) et
d’acide phosphomolibdique (H:PMo0:O) (Ribéreau-Gayon, 1968). Lorsque les polyphénols
sont oxydes, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle

aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et Charpentier, 2006).

Le contenu phénolique total des extraits a été estimé avec la méthode décrite par
Deghima et al., (2020). Un mélange de 100 pl d'échantillon et 500 ul de réactif de Folin
Ciocalteu a 10 % a été incubé pendant 4 min dans un flacon sombre, puis 400 ul de carbonate
de sodium (7,5 %) ont été ajoutés. Tous les réactifs ont finalement été incubés pendant 2
heures et l'absorbance a été mesurée a 765 nm. Un blanc est préparé de la méme maniere en
remplagant I’extrait de la plante par le méthanol. Les résultats sont exprimés en
microgrammes d’équivalent en acide gallique par 1 mg d’extrait (ug de EAG/mg extrait) en
utilisant une gamme d’étalonnage réalisee dans les méme conditions (10-150 pg/ml acide

gallique).
2.2.2 Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5

susceptible de donner en présence de trichlorure d’aluminium un complexe jaunatre par
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chélation de I’ion Al La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de

flavonoides présente dans I’extrait (Ribereau-Gayon, 1968).

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée par spectrophotométrie selon
Djeridane et al., (2006). Un mélange de 600 pL d’extrait et 600 uL de trichlorure
d’aluminium (AICI3) & 2% ont été incubés a tempeérature ambiante pendant 15 min, et
I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm, contre un blanc qui contient 600
pL d’extrait et 600 uL. de méthanol. La concentration en flavonoides contenus dans les
extraits est calculée en se référant a la courbe d'étalonnage obtenue avec la quercétine comme
standard (5-50 pg/ml) et les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de quercétine

par un milligramme d’extrait (ug EQ / mg d’extrait).
2.2.3 Dosage des flavonols :

Les flavonols réagissent avec le trichlorure d’aluminium et ’acétate de sodium et donne

une coloration jaune mesurable a 440 nm.

La quantification des flavonols dans les differents extraits de Thymus munbyanus subsp.
Ciliatus a été effectuée avec la méthode de Kumaran et Karunakaran, (2007). Un mélange de
300 pl d’extrait avec 300 ul de trichlorure d’aluminium (2 %) et 450 pl acétate de sodium
(5%) ont été incubé a ’obscurité pendant 2,5 h a 25°C. L’absorbance est mesurée contre un
blanc dans lequel 300 ul d’extrait, 300 pul méthanol et 300 pl de I’eau distillé sont mélangés.
Une courbe d’étalonnage a également été construite en utilisant la rutine (5 a 150 pg/ml)
comme standard. Les résultats sont obtenus en ug ER/ mg d’extrait sec par extrapolation sur

la courbe d’étalonnage de la rutine.
2.2.4 Dosage des triterpénes

Le principe de base de cette méthode est la réaction des triterpenes oxydés avec la
Vanilline, ou l'acide sulfurique est utilisé comme oxydant. Les sapogénines stéroidiennes avec
ou sans double liaison en C-5, les sapogénines triterpénoides et les acides stéroliques et
biliaires qui ont un groupe OH en position C-3 réagissent avec la vanilline en milieu acide
pour donner des chromogenes avec des maximal d'absorbance a 548 nm, selon la nature des

saponines.

La détermination de la teneur en triterpénoide a été effectuée par la méthode de Chang
et al., (2012). Un mélange de 40uL d’extrait avec 200uL d’acide perchlorique et 60uL de
Vanilline (5%) a été incubé pendant 45 minutes a 60°C a ’obscurité. Apres refroidissement,

900 ul d’acide acétique est ajoutée. L’absorbance est mesurée a 548 nm contre un blanc dans
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lequel 40 uLL méthanol, 200 pL d’acide perchlorique et 60 ul de vanilline (5%) sont mélangés.
Les résultats sont obtenus en pg EAU/ mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe
d’¢étalonnage de 1’acide ursolique (10-200 pg/ml) (Absorbances en fonction de la

concentration).

2.3 Activité antioxydante des extraits
2.3.1 Piégeage du radical libre DPPH e

Le principe de ce test est basé sur le fait que le radical libre DPPH présente une bande
d’absorption caractéristique a 517 nm liée a la résonance des électrons non appariés. En
présence d’une substance chimique anti-radiculaire, il y a capture des électrons non appariés
et les produits de la réaction n’absorbent plus que vers 470 nm. Cela se traduit par une baisse

de I’absorption a 517 nm liée a la décoloration de la solution de DPPH (Dieng et al., 2015).

Q NO, Q NO,
GY 8= grp e

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

®: H ' represents antioxidant

Figure 7. Equation de réduction de radical DPPH

La capacité a inhiber le radical libre synthétique DPPHe a été estimée en utilisant la
méthode de Garcia-Herreros et al., (2010). Une solution mére méthanolique de DPPHe (0,04
mg/mL) a été préparée et son absorbance a été ajustée a 0,80 £ 0,02 a 517 nm. Un volume de
cette solution a été mélangé avec le méme volume de différentes concentrations de I'extrait et
incubé pendant 30 min. Contre un blanc qui contient un volume de I’extrait mélangé avec le
méme volume de méthanol. L'absorbance a été mesurée & 517 nm a l'aide d’un

spectrophotomeétre (Deghima et al., 2021).
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L'activité antioxydante liée a l'effet de piégeage du radical DPPH e est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante :

Pl = (Ao-A1)/A0*100 ou:

Ao : Absorbance du contrble
A1 : Absorbance d’échantillon

La capacité a inhiber le radical libre synthétique DPPHe est exprimée en microgramme

équivalents de trolox par milligramme d’extrait (ug ET / mg d’extrait).
2.3.2 Piégeage du radical ABTS+

Le radical ABTS+ absorbe a 734 nm, et ’arrachement d’un électron e- a un atome
d’azote de I’ABTS+, par une substance antioxydante entraine la décoloration de la solution
d’ABTS+ (Diop et al., 2023).

Cette activité est déterminée par la méthode de Re et al., (1999). Un volume de 50 pl
d’extrait ou standard a été mélangé avec 950 ul d’ABTS+, apres agitation les tubes sont
incubés 7 min a I’obscurité, et la mesure de I’absorbance est effectuée a 734 nm. Pour le

Contrdle du test il comprend 50 pl de méthanol et 950 pl d’ABTS+.

L'activité de I’ABTS+ est exprimée en pourcentage d’inhibition et est calculée par I'équation

suivante :
ABTS+(%)=Ac—At/Ac*100 ol :

Ac : Absorbance du contréle.
At : Absorbance du test.

L’activit¢ de piégeage du radical cation ABTS+ est exprimée en microgramme

équivalents de tolox par milligramme d’extrait (ug ET / mg d’extrait).
2.3.3 Capacité antioxydante totale (TAC)

Le principe de ce test est base sur la réduction du molybdene (V1) en molybdéne (V) par
les réducteurs présents dans 1’échantillon. Le composé phosphomolybdate formé est de

couleur verte et il absorbe a une longueur d’onde de 695 nm (Moualek, 2018).

Pour ce test, un volume de 100 pl de chaque extrait a été mélangé avec 1 ml de la solution de
travail (0.6 M d’Acide sulfurique, 335.9 mg de phosphate de sodium et molybdate
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d’ammonium hydraté 4 mM), puis incubée 90 min & 95°c. Apres refroidissement,
I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm. Le controle contient 100 ul de méthanol et 1
ml de solution de travail (Baali et al., 2019).

La capacité antioxydante totale est exprimé en microgramme équivalents d’acide
ascorbique par milligramme d’extrait (ug EAA / mg d’extrait) par référence a une courbe
d’étalonnage de la vit C (10-250 pg/ml).

2.3.4 Pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur est estimé par ’aptitude des antioxydants présents dans les extraits
a réduire le fer ferrique Fe®**(FeCls) en fer ferreux Fe?" en présence d’un agent chromogéne
qui est le ferricyanure de potassium KsFe(CN)s (Bijoy et al., 2008). La forme réduite donne
une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de ’extrait (Ozturk et al.,
2007).

Un volume de 375 pL d’extrait a différentes concentration est additionné a 375 pL de
tampon phosphate (0,2 mM, pH=6,6) suivi de 375 pL de ferricyanure de potassium a 1%.
Apres une agitation le mélange a ét¢ incubé a 50°C pendant 20 min, puis 375 ul d’acide
trichloracétique a 10% ont été ajoutés au mélange avant d’étre centrifugé a 700 tr/min pendant
10 min. Un volume de 375 uL du surnageant a été mélangé avec 375 pL d’eau distillé et 150
pL de chlorure ferrique (0.1%) dans des tubes a essai. Apres 1’absorbance a été mesurée a 700

nm. Pour le control I’extrait a été remplacé par le méthanol (Oyaizu, 1986).
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Chapitre 5 Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction
1.1 Rendement de I’extrait éthanolique

Pour I’obtention des différents extraits a partir de la poudre de la partie aérienne de la
plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus, nous avons réalisé une extraction par macération
hydro-éthanolique. Le rendement d’extraction éthanolique le plus important est celui de
I’extrait d’éthanol 70% avec 11.445%, suivi par 9.430% de 1’éthanol 50%, enfin I’extrait de
I’éthanol 100% avec 6.735% (fig. 8).
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Figure 8. Histogramme du rendement de I’extraction des parties aériennes de T. munbyanus

subsp. Ciliatus.

Ozen et al., (2011), ont trouvé que le rendement de ’extrait éthanolique 100% de
Thymus praecox subsp. skorpilii était 5.3% ce qui est donc inférieur par rapport a nos
résultats. Pour I’extrait méthanolique 100%, ils ont trouvé 2.6%, ce résultat est aussi inférieur
par rapport a nos résultats. Le rendement de I’extrait éthanolique a 50% de Thymus vulgaris
(18.43%) et celui de I’extrait éthanolique 80% était (20.05%), ces deux résultats étaient
supérieurs a nos résultats (Mehmood et al., 2015).

Le rendement d'extraction dépend du solvant, du temps et de la température d'extraction

ainsi que sur les types de composés actifs de I’échantillon (Oztiirk, 2015).
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1.2 Rendement des huiles essentielles

Nos résultats montrent un rendement en huile essentielle de la partie aérienne de
Thymus munbyanus subsp. Ciliatus de 1’ordre de 0.17%, ce qui est supérieur au rendement
trouvé par Bendif et al., (2018) pour la plante Thymus munbyanus subsp. Coloratus (0.11%),
et de Thymus munbyanus subsp. munbyanus (0.09%). Un rendement en huile essentielle de la
partie aérienne de Thymus Ciliatus de ’ordre de 1,2% a été mentionné dans 1’étude d’ Amarti
et al. (2010). Selon Amiri, (2012), les huiles isolé par hydrodistillation des parties aériennes
de T. kotschyanus, T. eriocalyx et T. daenensis subsp. lancifolius donnent un rendement entre
1.55 et 2.11%, ce qui est encore une fois supérieur par rapport a nos résultats.

La différence dans le rendement en huiles essentiels est due au moment de la récolte,
qui a un effet direct sur la quantité et la composition de I'huile obtenue. En effet, le rendement

en huile essentielle augmente plus a I’étape de floraison (Souadia, 2022).

1.3 Rendement de I’extrait aqueux

Notre résultat pour I’extrait aqueux sont de I'ordre de 17.63 + 0.558%, ce qui est
supérieur a celui trouvé par Haile et al., (2021) (11.4%). Ozen et al., (2011), ont trouvé que le
rendement de I’extrait aqueux était de I'ordre de 9.3%, donc inférieur par rapport a nos
résultats. Le rendement de I’extrait aqueux de Thymus vulgaris est inférieur par rapport a nos
résultats (9.64%) (Mehmood et al., 2015). Selon Bendif et al., (2018), le rendement de
I’extrait aqueux de T. munbyanus subsp. Munbyanus est de 1’ordre de 9.3% ce qui est
inférieur par rapport a nos résultats. Par contre ils ont trouvé que le rendement de T.
munbyanus subsp. Coloratus est de ’ordre de 21.2%, ce résultat est supérieur par rapport a
nos résultats. Bien que notre extrait aqueux est formé a partir de la solution issue de
I’extraction des huiles essentiels, mais il a un rendement supérieur par rapport a d’autre

résultats.

Les extraits aqueux des plantes sont connus pour étre riches en phénols polaires et en
flavonoides hautement polaires (flavonoides di-, tri- et tétra- glycosylés), tandis que le
méthanol peut extraire les flavonoides, les aminoacides, les terpénes et les cires
(Boussoualim, 2014).
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2. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénol totaux des parties aérienne de T.
munbyanus subsp. Ciliatus est faite par I’utilisation de réactif de Folin-Ciocalteu, et

I’utilisation des différentes concentrations d’acide gallique comme standard (5 a 150 pg /ml)

(fig. 9).
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Figure 9. Droite d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

La quantité des polyphénols totaux dans les fractions est exprimée en microgramme
équivalent d'acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extraits). Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure 10.
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Dosage des polyphénols
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Figure 10. Teneur des extraits en polyphénol totaux en ug EAG / mg d’extrait

Les résultats de la figure 10 montrent que I’extrait 70% est le plus riche en polyphénols
totaux par sa teneur de 133.49 + 3.34 ug EAG /mg d’extrait, suivi par ’extrait 50% représenté
par une teneur de 97.01 + 13.78 pg EAG /mg d’extrait, puis I’extrait 100% avec une teneur de
66.42 +4.19 ng EAG /mg d’extrait, la teneur la plus faible correspond donc a I’extrait aqueux
(37.89 £2.92 ug EAG /mg d’extrait).

Dans I’étude effectuée par Jovanovi¢ et al., (2017), I’extrait éthanoliqgue 50% de T.
serpyllum contenait une teneur en polyphénols totaux de 19.56 mg EAG/L d’extrait, et une
teneur de 22.60 mg EAG/L obtenu par extraction assistée par la chaleur et une teneur 24.94
+ 4.81 mg EAG/L obtenu par extraction assistée par ultrasons, ces résultats des trois méthodes
sont largement inférieur a nos résultats pour le méme extrait éthanolique 50%, prenant en
considération la différence d’unité de mesure. D’aprés les résultats obtenus par EI-Newary et
al., (2017), I'extrait éthanolique 70% de Thymus vulgaris contient une teneur 214.55 mg EAG
/ g d’extrait en polyphénols totaux, ce résultat est largement supérieur a nos résultats pour le
méme extrait éthanolique 70%. Les reésultats de Petrovic et al., (2017), qui ont travaillé sur la
plante Thymus dacicus, montrent que I’extrait méthanolique contient une teneur de 178.83 mg
EAG/g d’extrait en polyphénols totaux, ce qui est supérieur a notre résultat pour le méme
extrait éthanoliqgue 100%. Une étude présenter par Salhi et al., (2016) sur la plante T.
algeriensis, I’extrait aqueux contient une teneur 117.50 mg EAG/g d’extrait, ce résultat est

supérieur a ce que nous avons obtenu pour le méme extrait. Dans une autre étude réalisée sur
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la plante Thymus Satureioides, I’extrait aqueux a donné une teneur de 47.5 mg EAG/g

d’extrait (Fadili et al., 2015). Ce résultat est supérieur a notre résultat pour le méme extrait.
3. Dosage des flavonoides totaux

Une courbe d’étalonnage de quercétine (5 a 50 pg/ml) est utilisée pour la

quantification des flavonoides totaux dans les différents extraits (fig. 11).
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Figure 11. Droite d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

La quantité des flavonoides a été rapportée en microgramme d’équivalent quercétine par
un milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les résultats obtenus ont ¢té montrées dans la

Figure 12.
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Figure 12. Teneur des extraits en flavonoides totaux en pg EQ / mg d’extrait
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Les résultats montrés dans la figure précédente montrent que I’extrait éthanolique 70%
est le plus riche en flavonoides totaux avec une teneur de 16.916 £ 0.813 pg EQ / mg
d’extrait, suivi par P’extrait éthanolique 50% de I'ordre de 10.624 + 1.086 pg EQ / mg
d’extrait, puis I’extrait éthanolique 100% avec 8.527 + 0.271 pug EQ / mg, enfin I’extrait
aqueux est le plus pauvre en flavonoides totaux (3.189 £ 0.086 pug EQ / mg d’extrait).

Dans une étude présenter par Mehmood et al., (2015), qui ont travaillé sur la plante
Thymus vulgaris, 1’extrait éthanolique 50% contient une teneur de 85.39 mg EQ / g d’extrait
en flavonoides totaux, ce résultat est supérieur a notre résultat pour le méme extrait
éthanolique. L’extrait éthanolique 100% de la méme étude est représenter par une teneur de
155.57 mg EQ / g d’extrait, ce résultat est supérieur aussi par rapport a nos résultats. Enfin, la

teneur en flavonoides totaux de ’extrait aqueux est largement supérieure a nos résultats.

En ce qui concerne l'extrait éthanolique a 100%, notre résultat est supérieur a celui
rapporté par Ozen et al., (2011), avec une valeur de 0,53 mg EQ/g d'extrait. En revanche, pour
I'extrait aqueux, ils ont obtenu un résultat de 0,81 mg EQ/g d'extrait, ce qui est inférieur a nos
résultats. Dans la méme étude, concernant l'extrait méthanolique, leur résultat pour la teneur

en flavonoides totaux était de 0,33 mg EQ/g d'extrait, également inférieur a nos reésultats.

Une autre étude réalisée par Amiri (2012) sur les plantes T. kotschyanus (sous-fraction
polaire), T. kotschyanus (sous-fraction non polaire), T. daenensis subsp. lancifolius (sous-
fractions polaires), T. daenensis subsp. lancifolius (sous-fractions non polaires), T. eriocalyx
(sous-fraction polaire), T. eriocalyx (sous-fraction non polaire) a révélé que l'extrait
méthanolique présente des teneurs en flavonoides totaux respectives de 36,7 pug EQ/mg
d'extrait, 8,7 ug EQ/mg d'extrait, 48,8 ng EQ/mg d'extrait, 16,4 ng EQ/mg d'extrait, 25,5 ug
EQ/mg d'extrait, 13,2 png EQ/mg d'extrait. Ces résultats sont nettement supérieurs & nos

propres résultats.

Dans une étude menée par Bendjabeur et al., (2018) sur la plante T. algeriensis, la
teneur en flavonoides totaux de I'extrait éthanolique a 100% était d'environ 45,12 mg EQ/g
d'extrait, ce qui est supérieur a nos résultats. De méme, pour la plante Teucrium polium, la
teneur en flavonoides totaux était de 25,33 mg EQ/g d'extrait, également supérieure a nos
résultats. Selon Gedikoglu et al., (2019), la teneur en flavonoides totaux de [I'extrait
éthanolique a 80% de la plante Thymus vulgaris était 6,17 mg EQ/g d'extrait, inférieur a nos
résultats pour I'extrait éthanolique a 70%. Dans la méme étude, ils ont constaté que la teneur

en flavonoides totaux de I'extrait méthanolique a 80% était inférieure a nos résultats.
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4. Dosage des flavonols

Une courbe d’étalonnage de la rutine (5 a 150 pg/ml) est utilisée pour la quantification

des flavonols dans les différents extraits (fig. 13). Les essais ont été réalisés en triplicata.
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Figure 13. Droite d'étalonnage de la rutine pour le dosage de flavonol.

La quantité des flavonols a été rapportée en microgramme d’équivalente rutine par un
milligramme d’extrait (ug ER/mg d’extrait). Les résultats obtenus ont été montrées dans la

figure 14.
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Dosage de flavonol
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Figure 14. Teneur des extraits en flavonol exprimée en pug ER / mg d’extrait.

Les résultats montrés dans la figure précédente montrent que I’extrait éthanolique 70%
est le plus riche en flavonols avec une teneur 280.16 &+ 293.767 ug ER / mg d’extrait, suivi par
I’extrait éthanolique 100% de lordre de 246.166 + 16.258 ug ER / mg d’extrait, enfin
I’extrait éthanolique 50% qui est le plus pauvre en flavonols (165.833 + 15.085 pg ER / mg
d’extrait). Pour ’extrait aqueux, nous avons testé les concentrations 1mg/ml et 2mg/ml, mais
nous avons obtenu des résultats négatifs, parce que 1’extrait aqueux contient une trés faible

teneur en flavonols.

Dans une étude réalisée par Prabhakaran et Shwetha, (2013), la teneur en flavonol de
I’extrait éthanolique 70% de la plante Thymus vulgaris est de 1’ordre de 65.69 mg ER / g
d’extrait, ce résultat est inférieur par rapport a nos résultat. Selon Oztlrk, (2015), la teneur en
flavonols de I’extrait méthanolique 70% des plantes Thymus longicaulis C Presl. subsp.
longicaulis var. longicaulis et Thymus longicaulis C Presl. subsp. longicaulis var.
subisophyllus sont 3.92 et 4.12 mg ER / g d’extrait, respectivement. Ces résultats sont
largement inférieurs par rapport a nos resultats pour le méme extrait. Salhi et al., (2018), ont
travaillé sur D’extrait méthanolique 100% et I’extrait d’acétate d’éthyl 100% de la plante
Thymus algeriensis, les résultats sont 34.00 et 17.81 mg EQ/ g d’extrait, respectivement. Ces
résultats sont largement inférieurs par rapport a nos résultats pour I’extrait éthanolique 100%,

avec une différence dans ’unité de mesure.
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Nos résultats sont aussi supérieurs a ceux trouvé par Abramovié et al., (2018), qui ont
travaillé sur ’extrait éthanolique 96% d’une plante du genre Thymus (Thymus sp.) de I’ordre
de 1.00 mg ER / g d’extrait. Dans une autre étude réalisée par Males et al., (2022), avec le
méme extrait éthanolique 96% mais avec d’autre plante (Thymus serpyllum L.), ils ont trouvé
une teneur en flavonols 0.96 g / L. Ce résultat est inférieur par rapport a nos résultats de

I’extrait éthanolique 100%, avec une différence de 1’unité de mesure.
5. Dosage des triterpenes

L’estimation des teneurs en triterpénes dans les parties aérienne de T. munbyanus subsp.
Ciliatus se fait par la méthode de Chang, (2012), le standard utilisé est ’acide ursolique avec

différents concentration (1 a 300 pg /ml).

Les concentrations en triterpénes ont été déterminées a partir de droite d’étalonnage

ayant 1’équation de type : y = 0.001 x + 0.243 (fig. 15).
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Figure 15. Droite d'étalonnage de I’acide ursolique pour le dosage des triterpénoides.

La quantité des triterpénes est exprimée en microgramme équivalant de 1’acide
q p

ursolique par mg d’extrait. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 16.
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Figure 16. Teneur des extraits en triterpénoide en pg EAU / mg d’extrait.

Les résultats de la figure 16 montrent que I’extrait éthanolique 100% est le plus riche en
triterpenes avec une teneur 45.05 + 1.72 png EAU/mg d’extrait, suivie par I’extrait éthanolique
70% qui renferme une teneur de 19.75 + 4.58 ng EAU/mg d’extrait, puis I’extrait éthanolique
50% avec la plus faible teneur en triterpénes 12.52 + 2.59 ug EAU/mg d’extrait.

Pour I’extrait aqueux, nous avons testé les concentrations 1.5mg/ml et 3mg/ml, mais
nous avons obtenu des résultats négatifs, parce que I’extrait aqueux contient une tres faible
teneur en triterpenes, a cause de la faible solubilité dans 1’eau et la haute liposolubilité des

terpénes (Furtado et al., 2017).

Dans une étude présenter par Habashy et al., (2018), qui ont travaillé sur la Plante
Thymus vulgaris, I’extrait aqueux contient une teneur 108.80 mg EAU/g d’extrait, ce résultat

est largement supérieur a notre résultat pour les trois extraits éthanolique.

Une autre étude réalisée par Samreen et al., (2019) prouve la présence des triterpenes
dans les feuilles de Thymus vulgaris obtenu d'Arabie saoudite, par contre Hossain et al.,
(2013) a eu des résultats négatifs des feuilles de T.vulgaris du Sultanat d’Oman avec

différents solvants tel que le méthanol, ’hexane, 1’acétate d’éthyl, le chloroform et le butanol.

Lors de la croissance de la plante des changements peuvent étre effectués suite a la
distribution des métabolites secondaires car ils sont conditionnés par les effets climatiques tels
que la haute température, les rayonnements solaires, le manque d'eau et le milieu salin. Cela
engendrera la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols, cette derniére
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dépend des facteurs par exemple périodicité de récolte, le solvant d'extraction et les conditions
de stockage (Fadili et al., 2015). La différence pourrait étre attribuée aussi a plusieurs facteurs

tels que, I'ensoleillement, la nature et la composition du sol (Salhi et al., 2016).
6. Evaluation des activités antioxydantes

6.1 Piegeage du radical libre DPPH

L’activité anti-radicalaire contre le DPPH e+ a été évaluée par spectrophotométrie. La
quercetine et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards antioxydants. Pour une
meilleure comparaison de 1’activité anti radicalaire entre nos extraits et les standards, on

utilise le trolox comme référence avec différentes concentrations (fig. 17).

(o2}
o
J

y = 10,48 + 1,777 Trolox
R = 0,995

N w H w1
o o o o
1 1 1 1

Absorbance a 517 nm

[E
o
1

0 1 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentration pg/ml

Figure 17. Droite d’étalonnage du trolox pour le teste de piégeage du radical libre DPPH .

Les résultats obtenus de 1’activité anti-radicalaire du DPPH des différents extraits des

parties aériennes de T. munbyanus subsp. Ciliatus sont montrés dans la figure 18.
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Figure 18. Activiteé anti-radicalaire contre le DPPH ¢ des parties aériennes de T. munbyanus

subsp. Ciliatus et les standards.

D’apres la figure 18, I’extrait aqueux posséde I’activité anti-radicalaire contre le DPPH
la plus important avec 34.21 + 0.55 pg ET/ mg d’extrait, suivi par ’extrait éthanolique 50%
avec une activité anti-radicalaire DPPH 32.99 + 2.46 pug ET/ mg d’extrait, puis 1’extrait
¢thanolique 100% avec 25.28 + 13.22 pug ET/ mg d’extrait, suivi par I’extrait éthanolique
70% avec 19.14 £ 5.29 ug ET/ mg d’extrait, I’activité anti-radicalaire du DPPH la plus faible
est celle des huiles essentielles 8.85 + 4.53 ug ET/ mg d’extrait.

Tandis que le standard quercetine, a ’activité anti-radicalaire contre le DPPH la plus
forte 899.07 + 1.34 pg ET/ mg de quercetine, est supérieur a celle de standard acide
ascorbique est 84.87 + 0.22 ug ET/ mg d’acide ascorbique, I’activité anti-radicalaire contre le

DPPH de nos extraits inferieur par rapport au standards utilisés.

Bulut et al., (2020), ont travaillé sur les feuilles de la plante de Thyms Vulgaris L.,
I’extrait éthanolique 50% a donné une activité anti-radicalaire contre le DPPH 0.09 nug ET/
mg d’extrait, ce résultat est inférieur a nos résultat pour le méme extrait éthanolique 50%.
Dans la méme étude, I’extrait aqueux de Thyms Vulgaris L., a donné une activité anti-
radicalaire contre le DPPH 0.08 pg ET/ mg d’extrait, ce résultat est inférieur a notre résultat

pour le méme extrait.
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L’extrait éthanolique 70% de Thym, a donné une activité anti-radicalaire contre le
DPPH (0.07 pg ET/ mg d’extrait), inférieur & nos résultat Bulut et al., (2020).

Dans une étude présenter par Bendif et al., (2018), qui ont travaillé sur la plante T.
munbyanus, D’extrait éthanolique a donné une activité anti-radicalaire contre le DPPH

supérieur a nos résultat pour le méme extrait éthanolique 100%.
6.2 Piegeage du radical cation ABTS+

Les résultats qui montrent I’inhibition du radical libre ABTS+ par les extraits sont
représentés dans la figure 19, et celle des standards sont représentés dans la figure 20. Les
résultats montrent que I’effet anti-radicalaire de tous nos extraits augmente en fonction de la
concentration puis stabilise.
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Figure 19. Activité anti radicalaire des extraits 50%,70%,100%, I’extrait aqueux et I’huile
essentielle des parties aériennes de T. munbyanus subsp. Ciliatus vis-a-vis le radical ABTS+

Chague valeur représentée la moyenne des trois essais.
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Figure 20. Activité anti radicalaire des standards quercetine, trolox et vitamine C vis-a-vis le
radical ABTS+.

Pour une meilleure comparaison entre nos extraits et les standards utilisés, nous avons
calculé les TEAC; (Capacité antioxydante équivalente au trolox) obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage du trolox (fig. 21), plus la valeur de TEAC est élevée, plus la molécule est

active. Les résultats de comparaison sont représentés dans la figure 22.
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Figure 21. Droite d’étalonnage du trolox pour le teste de piégeage du radical ABTS+.
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Figure 22. Résultats de comparaison de radical ABTS+ des parties aérienne de T. munbyanus

subsp. Ciliatus et des standards.
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D’aprés les résultats obtenus dans la figure 22, parmi les extraits, celui qui a présenté
une activité anti radicalaire importante vis-a-vis le radical ABTS+ est I’extrait éthanolique
70% avec 53.937 + 0.575 pg ET / mg d’extrait, suivie par I’extrait éthanolique 50% avec
50.258 £ 0.577 ug ET / mg d’extrait, puis I’extrait aqueux avec 48.237 + 2.001 ug ET / mg
d’extrait, apres I’extrait éthanolique 100% avec 42.776 + 3.750 pg ET / mg d’extrait, enfin
I’extrait des huiles essentielle avec 9.323 +2.905 ug ET / mg d’extrait.

Les standards qui sont utilisé présentent des activités anti radicalaire plus importante
vis-a-vis le radical ABTS+, la quercetine avec 523.225 + 0.800 pg ET / mg puis la vitamine C
avec 512.045 + 0.408 pug ET / mg, ’activité de nos extraits reste faible par rapport a ces

standards.

Dans une étude réalisé par Balciunaitiene et al., (2021), qui ont travaillé sur 1’extrait
éthanolique 70% de Thymus vulgaris, I’activité anti radicalaire vis-a-vis le radical ABTS+ est
240.278 png ET/ mg d’extrait, supérieur par rapport a nos résultat pour le méme extrait. Selon
Miron et al., (2011), P’activité anti radicalaire vis-a-vis le radical ABTS+ de I’extrait
éthanolique 50% de Thymus serpyllum, est de 'ordre de 770.893 pg ET/ mg d’extrait,

supérieur par rapport a nos résultats pour le méme extrait.

Notre résultat pour les huiles essentielles est supérieur par rapport a ceux trouvé par
Delgado-Adamez et al., (2017), qui ont travaillé sur Thymus mastichina avec une activite anti

radicalaire vis-a-vis le radical ABTS+ de I’ordre de 0.75 g trolox /L HE.

Aljabeili et al., (2018), ont trouvé que les huiles essentielles de Thymus vulgaris
présentent une activité anti radicalaire vis-a-vis le radical ABTS+ de ’ordre de 48.155 pg ET/
mg d’extrait. Ce résultat est supérieur par rapport a nos résultats pour le méme extrait.
Amamra, (2018), a travaillé sur le Thymus vulgaris, il a trouvé que ’activité anti radicalaire
vis-a-vis le radical ABTS+ de I’extrait aqueux était 0.222 ug ET/ mg d’extrait, inférieur par
rapport a nos résultats pour le méme extrait. Dans la méme étude mais avec 1’extrait
méthanolique 100%, il a trouvé que I’activité anti radicalaire vis-a-vis le radical ABTS+ est
de I’ordre de 1.003 pg ET/ mg d’extrait, inférieur par rapport a notre résultat pour 1’extrait
éthanolique 100%.
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6.3 Capacité antioxydante totale TAC

Les résultats sont exprimés en microgramme ¢quivalent d’acide ascorbique par

milligramme d'extrait (ug EAA / mg d’extrait). Ils ont calculé en utilisant la courbe

d’étalonnage de I’acide ascorbique (fig. 23).
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Figure 23. Droite d’étalonnage d’acide ascorbique de teste de Capacité antioxydante totale.
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Les résultats obtenus de I’activité antioxydante totale des différents extraits de la partie

aerienne de Thymus munbyanus subsp. Ciliatus sont montré dans la figure 24.
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Figure 24. L’activité antioxydante totale des extraits 50%,70% et 100%, 1’extrait aqueux et
I’huile essentielle des parties aériennes de T. munbyanus subsp. Ciliatus et les standards

quercetine et trolox.

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique 70% possede I’activité antioxydante
totale (TAC) la plus importante avec 91.050 + 14.372, suivie par I’extrait 50% avec une TAC
75.032 + 9.861, aprés I’extrait aqueux avec une TAC 67.949 + 3.714, puis I’huile essentiel
avec une TAC 66.884 + 3.275, enfin I’extrait éthanolique 100% avec une TAC 55.333 +
1.523 pg EAA / mg d’extrait. Les standards utilisés possédent des activités antioxydantes
différentes. Le standard quercetine ayant la meilleur TAC de 1’ordre de 319.537 + 8.738,
suivie par le trolox avec une TAC 170.694 + 3.425 ug EAA / mg. Ces résultats sont

supérieurs par rapport a nos extraits.

En outre, une étude réalisée par Elgamouz et al., (2020), ont trouvé que I’huile
essentielle de Thymus vulgaris, possede une activité antioxydante totale de 350.71 ug EAA /
mg d’extrait, supérieur a notre résultat. Kindl et al., (2015), ont réalisé une étude sut I’extrait
éthanolique 70% de différente especes de Thymus: T. longicaulis, T. praecox subsp.
polytrichus, T. pulegiodes, T. serpyllum subsp. serpyllum, T. striatus et T. vulgaris. lls ont

trouvé des résultats supérieurs par rapport a nos résultats pour le méme extrait.
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D’aprés les résltats de Jabri-Karoui et al., (2012), la Capacité antioxydante totale de
I’extrait méthanolique 100% des fleurs de Thymus capitatus est inférieur par rapport a notre
résultat de I’extrait éthanolique 100%. Mazandarani et Ghafourian, (2017), ont trouvé que la
capacité antioxydante totale de I’extrait éthanolique 80% de Thymus kotchyanus L. avec deux
différentes méthodes d’extraction (macération et ultrasonique) est inférieur par rapport a nos
résultats pour I’extrait éthanolique 70%. Selon Aydin, Sinem et Caniklioglu, Aysegiil, (2021),
la capacité antioxydante totale de I’extrait aqueux de Thymus sp. est 53.75 mg EAA/mI

inférieur par rapport a nos résultat pour le méme extrait.
6.4 Pouvoir réducteur FRAP

Nous avons utilisé I’acide ascorbique comme référence avec différentes concentrations
(3.125 a 100 ug /ml) (fig. 25). Le pouvoir réducteur obtenus a partir des extraits éthanoliques,
aqueux et huiles essentielles a ét¢ estimée grace a une courbe, réalisée avec 1’acide ascorbique

a différentes concentrations.
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Figure 25. Droite d’étalonnage de 1’acide ascorbique du teste de pouvoir réducteur.

Les résultats sont exprimés en équivalence acide ascorbique en pg/mg d'extrait, la
comparaison se fait pour la concentration 1 mg/ml. Les résultats sont représentés sous forme

d’un histogramme (fig. 26).
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Figure 26. Résultats du pouvoir réducteur des parties aériennes de T. munbyanus subsp.

Ciliatus et les standards.

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique 70% possede le pouvoir réducteur le
plus important 260.26 £ 10.28 ug EAA/mg d’extrait suivi par I’extrait aqueux avec un
pouvoir réducteur 184.23+ 8.07 pug EAA/mg d’extrait, puis I’extrait éthanolique 50% avec un
pouvoir réducteur 135.33 + 12.10 pg EAA/mg d’extrait, suivi par ’extrait éthanolique 100%
avec un pouvoir réducteur 113.66 + 4.81 ug EAA/mg d’extrait, le pouvoir réducteur le plus
faible est celui de I’huile essentielle 31.56 + 5.56 png EAA/mg d’extrait.

Tandis que le standard quercétine, a le pouvoir réducteur le plus fort 1840 + 16.61 pg
EAA/mg d’extrait et supérieur a celle de standard trolox 729.66 + 2.25 ug EAA/mg d’extrait.

Le pouvoir réducteur de nos extraits reste inferieur par rapport aux standards utilisés.

D’aprés les résultats de Labiad et al., (2017), qui ont travaillé sur la plante Thymus
satureioides, I’extrait hydro-éthanolique a montré une plus grande valeur de pouvoir
réducteur 233.292 pg EAA/mg d’extrait, ce résultat est inférieur au pouvoir réducteur que
nous avons obtenu pour I’extrait éthanolique 70%. Une étude réalisée par Méndez-Tovar et

al., (2015) sur la plante Thymus mastichina subsp. mastichina, ’extrait méthanolique 50% a
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donné un pouvoir réducteur 52 pg ET/mg d’extrait, ce résultat est inférieur au pouvoir

réducteur que nous avons obtenu pour I’extrait éthanolique 50%.

Une autre étude présenter par Ruiz-Navajas et al., (2013) qui ont travaillé sur la plante
Thymus piperella, I’huile essentielle a donné un pouvoir réducteur 10.09 pg ET/mg d’extrait,

ce résultat est inférieur par rapport a notre résultat pour le méme extrait.

Il n'est pas aisé de comparer directement ces résultats avec ceux obtenus par d'autres
auteurs pour les raisons suivantes : la teneur en antioxydant est fortement influencée par le
type de solvant utilisé, la température et le nombre d'extractions, la sonication, etc. et aussi
parce que parfois les résultats sont exprimés en équivalent acide gallique, équivalents trolox
ou équivalents acide caféique, ce qui rend les résultats non directement comparables
(Méndez-Tovar et al., 2015).
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Conclusion

Dans le but de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes intéressés a
I'évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits (I’extrait éthanoliques 50%, 70%

et 100%, extrait aqueux et huiles essentiels) de la plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus.

Parmi les rendements des différents extraits éthanolique, celui de I’extrait éthanolique
70% est le plus élevé. La quantification des polyphénols totaux révele une teneur plus élevée
en polyphénols totaux dans l'extrait éthanolique 70%. Pour les flavonoides et les flavonols
I’extrait éthanolique 70% reste le plus riche. Au contraire pour les triterpenes, 1’extrait

éthanolique 100% est le plus riche en tritepénes.

L’étude de l’activité antioxydante a montré que nos extraits ont plus ou moins un
puissant pouvoir antioxydant. Pour le DPPH, l’extrait aqueux posséde I’activité anti-
radicalaire contre le DPPH la plus importante. Alors que pour I’ABTS, I’extrait éthanolique
70% est le meilleur parmi nos extraits. Pour le TAC et le FRAP c’est toujours I’extrait
éthanolique 70% qui posseéde I’activité antioxydante totale la plus importante. Les résultats
de notre étude permettent de conclure que le meilleur solvant pour I’extraction et pour

I’activité antioxydante est celui de I’éthanol 70%.

En perspectives, il serait intéressant d’¢largir I’étude et d’approfondir les recherches
par I’évaluation d’autre activité comme I’activité antimicrobienne, antidiabétique ; et la
réalisation des tests in vivo pour étudier la bioaccessibilité des polyphénols, d’évaluer la
cytotoxicité de la plante, la valorisation de I’extrait aqueux provient de déchets de production
des huiles essentielles, et pourquoi pas de fabriquer un complément alimentaire a base de la

plante Thymus munbyanus subsp. Ciliatus.
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Résumé

Thymus munbyanus subsp. Ciliatus est une plante médicinale aromatique endémique a 1’Afrique du
nord. Le but de ce travail est I’estimation du contenu phénolique et I’étude de I’activité antioxydante
de différents extraits et I’huile essentielle de cette plante. Les résultats obtenus ont montré la richesse
de T. munbyanus subsp. Ciliatus en polyphénols, avec I’extrait éthanolique 70% montrant une teneur
en polyphénols de 133.49 + 3.34 pg EAG /mg d’extrait, et une teneur de flavonols de 280.16 +
293.767 ug ER / mg d’extrait. Les tests de I’activité antioxydante ont montré que tous les extraits de la
plante étudiée ont présenté différentes propriétés antioxydantes. L’extrait éthanolique 70% de la plante
posséde ’activité antioxydante totale la plus importante par rapport aux autres extraits, avec un
pouvoir réducteur le plus important (260.26 + 10.28 ug EAA/mg d’extrait). Les huiles essentielles de
T. munbyanus subsp. Ciliatus posséde une bonne activité antioxydante total de TAC = 66.884 + 3.275
png EAA / mg d’extrait. Nous concluons que la plante T. munbyanus subsp. Ciliatus posséde une bonne
activité antioxydante, et le meilleur solvant pour 1’extraction et pour I’activité antioxydante est celui de
1”éthanol 70%.

Mots clés : Thymus munbyanus subsp. Ciliatus, polyphénols, flavonols, antioxydants, huiles
essentiels.

Abstract

Thymus munbyanus subsp. Ciliatus is an aromatic medicinal plant endemic to North Africa. The
purpose of this work is the estimation of the phenolic content and the study of the antioxidant activity
of different extracts and the essential oil of this plant. The results obtained showed the richness of
T.munbyanus subsp. Ciliatus in polyphenols, with the 70% ethanolic extract showing a polyphenol
content of 133.49 + 3.34 ng EAG/mg extract, and a flavonol content of 280.16 + 293.767 ug RE/mg
extract. Antioxidant activity tests showed that all the extracts of the studied plant exhibited different
antioxidant properties. The 70% ethanolic extract of the plant has the highest total antioxidant activity
compared to other extracts. With the greatest reducing power (260.26 + 10.28 ug EAA/mg of extract).
The essential oils of T. munbyanus subsp. Ciliatus has a good total antioxidant activity of TAC =
66.884 + 3.275 pug EAA / mg of extract. We conclude that T. munbyanus subsp. Ciliatus has good
antioxidant activity, and the best solvent for extraction and antioxidant activity is 70% ethanol.

Keywords : Thymus munbyanus subsp. Ciliatus, polyphenols, flavonols, antioxidants, essential oils.




