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Abstract

Thymus vulgaris a shrub which belongs to the Lamiaceés family. It’s a medicinal plant
largely used in Algerian traditional medicine. The leaves of the plant were subjected to
maceration in methanol (EMet) and by a decoction in distilled water (EAQ). The yields were 5%
et 15.5 % (w/w) for EMet and EAq respectively. Total phenolic contents were determined using
Folin-Ciocalteu reagent and found to be 106.5 + 4.796 (EMet) and 77,41 £ 7.27 (EAQ) pg gallic
acid equivalent/ mg of extract. Flavonoids were evaluated by AICl3 method and shown to be
146.4 £ 2.26 (EMet) and 61.28 + 1.583 (EAQ) pg quercetin equivalent / mg of extract. The
flavones and flavonols were evaluated by AICI3 method and shown to be 328.6 + 12.37 (EMet)
and 153.2 = 1.872 (EAQ) pg quercetin equivalent / mg of extract. Antioxidant activity was
carried out by the method of radical trapping DPPH®, The 50 percent inhibitory concentration for
DPPH. (ICs0) were 21,93 £ 0.21 (BHT), 111.07 + 3.52 (EMet) and 89.73 £ 3.11(EAQ) pg/ml.

Key words: Thymus vulgaris, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH.



Résumé

Thymus vulgaris est une plante qui appartient a la famille des Lamiaceés . C’est une
plante médicinale largement utilisee en médecine traditionnelle en Algérie. Les feuilles de la
plante ont été soumise a une macération dans le méthanol (EMet) et a une décoction dans 1’eau
distillée (EAQ). Les rendements etaient de 5% et 15.5 % (m/m) pour EMet et EAq
respectivement. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de 106.5 + 4.796 (EMet) et 77,41 + 7.27 (EAQ) pg équivalent
d’acide  gallique/ mg d’extrait. Les flavonoides ont été évalués par la
méthode utilisant les chlorures d’aluminium AIClI3, la teneur est estimée a 146.4 + 2.260 (EMet),
et 61.28 + 1.583 (EAQ) ug équivalent quercétine / mg d’extrait. Les flavones et flavonols ont été
évalués par la méthode utilisant les chlorures d’aluminium AICls, la teneur est estimée a 328.6 +
12.37 (EMet), et 153.2 + 1.872 (EAQ) pg équivalent quercétine / mg d’extrait. L’activité
antioxydante a été réalisée par la méthode de piégeage du radical DPPH", les concentrations
inhibitrices a 50 % (ICso) sont estimées & 21,93 + 0.21 (BHT), 111.07 + 3.52 (EMet) et 89.73
3.11 (EAQ) pg/ml.

Mots clés : Thymus vulgaris, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH.
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Abs : Absorbance.

ANOVA : Analyse de variance.

BHT : Butylhydroxytoluene.

DO : Densité optique.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
EAG : Equivalent en acide gallique.
EAQ : Extrait aqueux.
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EQ : Equivalent en quercétine.

ERO : Especes réactifs de I’oxygene.
ICso : Concentration inhibitrice 50 %.
M/M : Masse par masse.

R (%) : Rendement.

R? : Coefficient de corrélation.

UV : Ultraviolet.
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Introduction

Introduction

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés. Ces propriétés dépendent de la
présence d’agents bioactifs variés (P. Maihebiau, 1994).

Les plantes ont été employées pendant des siecles comme remedes pour les maladies
humaines grace a leurs richesses en composants de valeur thérapeutiques. Le pouvoir de
guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces métabolites
interviennent dans la défense contre les parasites pathogenes. Il existe plusieurs groupes de
métabolites notamment les phénols (simples phénols, acides phénoliques, flavonoides, flavones,
flavonols, tannins et coumarines).

Un stress oxydant se définira lorsqu’il y aura un déséquilibre profond entre antioxydants
et prooxydants en faveur de ces derniers (Favier, 2003). Donc En situation physiologique, il y a
un équilibre parfait entre la production des espéces réactives de I'oxygene (ERO) et les systemes
de défenses antioxydants. L’espéce Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de trés nombreuses
propriétés médicinales (Iserin., 2001).

Notre étude consiste a I’évaluation de D’activité antioxydant de I’extrait de la plante
Thymus vulgaris, qui appartient a la famille des Lamiaceés. La sélection de cette plante est
pressée par le fait qu’elle est parmi les plantes médicinales les plus populaires utilisées dans le
monde entier, Ces plantes médicinales plus intéressantes dans le domaine de médecine
traditionnelle.

Le but de notre étude est la quantification des composes phénoliques (phénols,
flavonoides), Notre travail est organisé en deux parties, La premiére partie de ce travail présente
une revue bibliographie sur le Thymus vulgaris, le stress oxydatif et les composés phénoliques,
La deuxiéme partie est concerné pour la partie expérimentale, décrit les différentes méthodes
d'extraction ; les protocoles expérimentaux des dosages utilisés et les tests de l'activité
antioxydante. Ainsi que les différents résultats et leurs discussions. Et en fin, on termine par une

conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats.
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1. Propriété botanique

1.1. Généralités

Selon la pharmacopée, une plante médicinale est définie comme une drogue végétale. Il
s'agit de plantes contenant une ou plusieurs substances pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou comme précurseurs dans la fabrication de drogues utiles (Chabrier, 2010).
Autrement dit, on appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes
actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. A cause de leurs propriétés
préventives ou curatives elles sont présentées a 1’égard des maladies humaines ou animales
(Chabrier, 2010).

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002). Le nom
Thymus (Fig.1) dérive du mot grec thymos qui signifie parfumer a cause de I’odeur agréable que

la plante dégage (Pariente, 2001).

Fleur

Fruit

Feulle

Figure 1 : Aspect Morphologique de Thymus vulgaris (Iserin, 2001)

1.2. Nomenclature

Les noms vernaculaires de 1’espéce Thymus vulgaris sont les suivants, en arabe : saatar et
zaatar. En francais : thym vulgaire, thym de jardins, farigoule, farigoule et barigoule. En
allemand: Thymian, Echter Thymian, Garten thymian, ROmischer thymian, romischer quendel,
welscher thymian kutteelkraut. En anglais : common thym, garden thym (Teuscher et al, 2005).
Plusieurs dénominations ont été données aux especes du genre Thymus ; en Amazigh : Azukni,
Tazuknite, en Arabe : Ziitra (Stahl-Biskup et Saez, 2002).
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1.3.  Description botanique

Les plantes du genre Thymus sont des arbustes perpétuels herbacés avec des racines
ligneuses, elles peuvent atteindre une hauteur de 45 cm (2 pieds). Les tiges sont verticales, les
branches sont persistantes, les feuilles sont aromatiques et recouvertes de glandes et les fleurs
sont colorees avec une couleur violette pale a deux levres avec un calice glandulaire (Charles,
2012).

Thymus vulgaris est une plante aromatique, peu élevee, tres ramifiée, a tige ligneuse, sous
ligneuse ou herbacée. Feuilles opposées, persistantes ou semi persistantes petites, entieres, de
forme variable. Fleurs pourpres rosées ou blanches, petites, disposées en tétes globuleuses ou en
épis au sommet des rameaux (Fig.2). Calice tubuleux en forme de cloche, bilabié la lévre
supérieure a trois dents, I’inférieure a deux lobes en aléne ciliée ; corolle bilabiée, la lévre
supérieure dressée, ’'inférieure, étalée a trois lobes (le médian plus grand), quatre étamines

saillantes. Carpelles lisse, ovoides (Spichiger et al. 2004).
. Parties aériennes
&7 " fraiches
. | 4

Feuilles
fraiches

L 4

Les feuilles ont un goit
aromatique et amer.

Parties aériennes séchées

Figure 2 : Partie utilisé de thym (Iserin, 2001).
1.4.  Répartition géographique
1.4.1. Dans le monde

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la méditerranée (Mabberley,

1997). Il est tres répandu dans le nord-ouest africain Maroc, Tunisie, Algérie et Libye, les
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montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. Il
se trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madére et les Acores) et en
Himalaya. Il peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon Dans le nord, il
pousse en Sibérie, en Europe nordique jusqu’aux bords du Groenland (Morales, 1997). La région
de I’ouest méditerranéen est considérée comme étant le centre de I’origine du genre Thymus ;
I’espéce T. vulgaris provient particuliécrement du sud de I’Europe, de I’Espagne a I’Italie
(Morales, 1997 ; Peter, 2004). Le thym est maintenant trés cultivé au Portugal, France,
Allemagne, Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie, Chine, Russie et les Etats-
Unis d’Amérique (Wilson, 2002 ; Raghavan, 2006).

1.4.2. En Algérie

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales a cause de sa superficie et sa
diversité bioclimatique. Le thymus comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le
littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Nickavar et al ,2005). Le thym
est une plante répandue en Algérie, les différentes especes qui y existent sont réparties le long du
territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a I'Oranais
(Kabouche et al 2005).

1.5. Classification

Selon Quézel et Santa, (1963) la classification botanique de Thymus vulgaris, est la
suivante :

Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus vulgaris
1.6. Exigence écologique et habitat

Les especes de Thym sont plus efficaces dans les sols grossiers et rugueux. Il est tres

important que les sols soient légers et bien drainés avec un pH de 5 a 8. Bien que le Thym se
4
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développe facilement, sur les sols calcaires secs et pierreux, il peut étre cultivé dans des sols
humides et lourds, mais il devient moins aromatique. La période de végétation de cette plante est
de 200 a 210 jours (Ghasemi Pirbalouti et al. 2015).

Le thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol Iégers et calcaires mais il prospére
tout aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. Et Il nécessite des endroits bien la
sécheresse. C’est d’ailleurs sur sols pauvres que se développe le mieux son arome. Dans des
endroits de fortes gelée, une protection est recommandée durant I’hiver sa multiplication se fait
par semis superficiel (germination a la lumiére), réalisé mi-avril ou plus rarement en aout, en
rangees encarrées environ 20 a 30 cm ; de préférence sur sol léger et sablonneux (Eberhard et al.,
2005).

2. Utilisation en médecine traditionnelle

Les espéces de Thymus sont considérées comme des plantes médicinales en raison de
leurs propriétés pharmacologiques et biologiques. Le Thym est I’une des plantes les plus
utilisées comme extraits a fort pouvoir antibactérien et anti-inflammatoire dans la pharmacopée
traditionnelle (Lalami et al., 2013 ; Labiad et al. 2017).

Des études récentes ont montré que les especes de Thymus ont de fortes pouvoir
antifongique, antiviral, antiparasitaire, spasmolytique et antioxydantes (Ghelichnia 2016).

Cette plante aromatique trés odorante est considérée comme I'un des remedes les plus
efficaces contre le rhume, la grippe et I'angine, elle calme les toux quinteuses, et diminue les
sécrétions nasales. Elle contribue aussi dans le traitement de I'hypertension et les problemes
intestinaux et en usage externe pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Mebarki, 2010).
Ces plantes sont traditionnellement utilisées dans les remédes naturels contre : 1’asthme,

I’ingestion, les maux de tétes et le rhumatisme (Jun et al., 2001).
3. Utilisation culinaire et agroalimentaire

Thymus vulgaris est I’un des plus populaire plantes aromatiques utilisé dans le domaine
alimentaire (Adwan et al., 2006). Le thym est consommé en tisane, condiment ou épice (Stahl-
Biskup et Saez, 2002). L’épice Thymus vulgaris est intensivement cultivé en Europe et aux
Etats-Unis pour 1’usage culinaire dans 1’assaisonnement des poissons, volailles, des potages et

des légumes (Ozcan et Chalchat, 2004).
4. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont tres

riche en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions

5
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géographiques, climatiques, de séchages, de stockages, et des méthodes d’études (extraction et
détection) (Amiot, 2005).

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 & 25 ml/kg et sa composition fluctue
selon le chémotype considéré. L’huile essentielle de Thymus vulgaris analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse a révélé, 30 composés
dont les plus abondant sont respectivement : thymol (44,4 — 58,1%), pcymene (9,1 — 18,5%), y-
terpinéne (6,9 — 18%), carvacrol (2,4 — 4,2%), linalol (4 — 6,2%). La caractéristique d’huile
essentielle de Thymus vulgaris était sa teneur elevée du thymol.

Les flavonoides, les principaux flavonoides sont composés de flavones libre (notamment
I’apigénine, la 6-hydroxylutéoline et la lutéoline), des flavanonols comme la taxifoline, des
flavanones comme la naringénine, de nombreuses flavones methoxylées (cirsilinéol, 8-
méthoxycirsilinéol, cirsimaritine, sacuranétine, salvgénine, sidéritoflavone, thymonine et

thymusine).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans 1’infusion
aqueuses préparée du Thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes spectrophotométriques
(Tab. I) (Kulisic et al., 2006). Dérivés de I’acide bydroxycinnamique (principes amers des
lamiacées) (avec environ 4%) et I’acide rosmarinique (avec environ 0,8 a 2,6%), Dérivés de
I’acétophénone : Constitués particuliérement 4- hydroxyacétophénone, des hétérosides estérifiés
et des dérivés de I’acide benzoique. Triterpenes : renfermant surtout de 1’acide usolique (1,9%),

acide oléanolique (0,6%) (Amiot, 2005).

Tableau | : Teneur en polyphénols dans I’infusion aqueuse du Thymus vulgaris (ug EAG/mg
d’extrait) (Kulisic et al., 2006).

Plante Phénols totaux Flavonoides Non- flavonoides Catéchines Anthocyanines

Thymus vulgaris 333 25.0 8.3 1.2 6.7

5. Activité pharmacologique

Les especes de plantes aromatiques du genre Thymus sont des plantes medicinales
importantes, fortement recommandées en raison d'une gamme de propriétés thérapeutiques de
leur huile essentielle (huile de Thym), anti hématologique, antiseptique, antispasmodique,
antimicrobien (Rasooli et al., 2006).

Propriétés antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires, et antibactériennes dont une

étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes de
6



Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | : Thymus vulgaris

Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis (bactérie qui cause la
tuberculose) (Jiminez-Arellanes et al, 2006).

Assaisonnement des aliments et des boissons. Antiseptique, désinfectant dermique et un
spasmolytique bronchique dont il est indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires
supérieures. Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et

vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007).
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1. Stress oxydant

1.1. Définition

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systemes de
défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygenés. Ce déséquilibre peut avoir
diverses origines : déficit nutritionnel en antioxydant, surproduction endogene d'origine
inflammatoire, exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Fig. 3) (Favier,
2003).

1.2.  Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leurs couches périphériques, rendant ainsi ces espéces particulierement
instables (Durand et al., 2013).

1.2.1. Roles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres jouent des roles essentiels dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire par l'activation de la NADPH oxydase, l'action des superoxydes dismutases
(SOD) et la NO Synthase (NOS) qui aboutissent a 1’Os-, H202, HO- et autres radicaux libres.
La présence de chlore donnera la naissance a 1’acide hypochlorique HOCI, c’est 1’oxydant
microbicide le plus puissant dans la phagocytose des bactéries et des parasites par les
macrophages ou les polynucléaires. Les radicaux libres peuvent aussi  air en tant que
molécules de signal et intervenir dans la communication intracellulaire et intercellulaire et
participent a I’expression de certains génes et a leur régulation (Favier A., 2003).

1.2.2. Origine des radicaux libres

Toutefois, au contact entre I'oxygéne et certaines protéines du systeme de la respiration,
une production d'anions super oxydés se produit lors du fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale.

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans 1’organisme 1'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de ces composés au niveau du cytochrome
P450.

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siége d'un phénomene appelé

explosion oxydative consistant en I'activation du complexe de la NADPH oxydase.
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Les métaux toxiques (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer libres
(existant lors de surcharges générales ou localisées) genéerent des radicaux hydroxyles, tres
réactifs, a partir de I'espéce peu réactive H202, par une réaction appelée réaction de Fenton.

Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les particules

inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres (Favier, 2003).
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Figure 3 : Les processus de formation des ERO (Favier, 2003).
1.2.3. Classification des Radicaux libres

1.2.3.1. Radicaux libres primaires

Les radicaux primaires sont directement dérivés de I'oxygéne par des réductions a un
électron tels I'anion superoxyde (O2™) et le radical hydroxyle (OH"), ou de l'azote tel le
monoxyde d'azote (NO®) (Favier, 2003).

1.2.3.2. Radicaux libres secondaires

D’autres formes radicalaires dites « secondaires » peuvent étre retrouvées dans les milieux
biologiques. Il s'agit en particulier des radicaux : alkyle (R"), alkoxyle (RO") et alkyl peroxyle
(ROO"), générés a la suite de l'action oxydante de radicaux libres oxygénés « primaires »
(superoxyde, hydroxyle) sur les chaines d'acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines

ou les acides nucléiques (Vergely & Rochette, 2003).
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2. Les antioxydants

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années l'attention
s'est portée sur l'activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et
la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour, 2001).

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un
composé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003). On
distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier
la cellule.

2.1.  Classification des antioxydants

Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systemes antioxydants
endogénes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols
(Thomas, 2016).

Classiquement, on répertorie les antioxydants selon leur origine (Fig.5), les
antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutdét impliqués dans la neutralisation des
ERO alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogéne sont des

donneurs de proton ou d’électron (Denys et al., 2013).
2.1.1. Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants (Superoxydedismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) (Fig. 4) élaborés par notre organisme avec l’aide de certains
minéraux. Elles sont présentes en permanence dans I’organisme mais leur quantité diminue

avec I’age.

10
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Figure 4 : Schéma des molécules intervenant dans les protections cellulaires (Moure et al.,
2001).

2.1.2. Les antioxydants exogenes (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydante. Les
antioxydants exogenes, vu leur efficacité, leur faible codt et leur disponibilité, sont largement
utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité (Fig. 5).
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme

matiéres de substitution d’apres des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture
(Ryma, 2016).

| Endogénes | ‘ Nutritionnels ‘

T : I | I |
| Eru}-‘mariques| | Non enzyvmatiques ‘ | lipophiles ‘ | Hydrophiles ‘
-Superoxyde -Glutathion(GSH) -VitamineE -polvphénols
Dismutase(DOS) -Albumine “VitamineA -VitamineC
-Glutathion -Bilinibine -Caroténoides -Oligoéléments (Se,
peroxydase(GPx) -coenzyme Q10 Zn._etc)
-Catalase(CAT) -AC urique
Etc... Ete. ..

Figure 5 : Différentes sources d’antioxydants dont dispose 1’organisme pour répondre aux

situations de stress oxidant (Denys et al., 2013).

2.1.2.1.  Antioxydants naturels

2.1.2.1.1. Les oligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le

manganése (Pastre, 2005).

11
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2.1.2.1.2. Les composées phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du
régne végétal et font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002). Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de
reconnaissance entre les plantes, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-
a-vis des organismes pathogenes. lls participent de maniére tres efficace a la tolérance des
végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et
I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel, D'un point de vue thérapeutique, ces
molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales
(Macheix et al., 2005).

2.1.2.2.  Les antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants synthétiques qui sont autorisés pour la conservation des
produits alimentaires et pharmaceutiques : le butylhydroxytoluéne (BHT), du
butylhydroxyanisole (BHA). Ces deux additifs sont insolubles dans I'eau, résistants a la
chaleur, mais ont une bonne solubilité dans les milieux lipidiques. Ils présentent
I’inconvénient d’avoir une odeur désagréable et s’évaporent rapidement. Ils peuvent
également causer des effets secondaires, comme prouvé par des études récentes. En
particulier, le BHT, lorsqu'il est appliqué sur la peau, endommagerait les tissus pulmonaires.
L’utilisation du BHT et le BHA sont actuellement remis en question pour raison

toxicologique (Salvador & Chisvert, 2011).

2.1.2.2.1. Avantages et inconvénients des antioxydants de synthése

Actuellement, I'emploi des molécules antioxydantes de synthése est remis en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels et de cancérisation. L’utilisation de
certaines d’entre elles est interdite, mais sont largement appliquées car peu codteuses. Par
contre, les antioxydants naturels sont aussi codteux et limités, percus comme des
substances inoffensives, de large gamme de solubilité dans 1’eau, d’intérét croissant et
complétement métabolisés et ils sont de forte activité antioxydante (Valenzuela et al.,
1996).

2.2. Meécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygéne singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Fig.6) (Favier,

12
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2006). Les antioxydants peuvent aussi réparer les dommages causés par oxydation aux
biomolécules ou peuvent influencer des enzymes qui catalysent les mécanismes de réparation
(Donald et al., 2015).
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Figure 6 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et les antioxydants (Favier A., 2006).
2.3. Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer 1’activité antioxydante des substances
naturelles, ces méthodes reposent essentiellement sur deux principes ; Le premier est associé
avec la peroxidation lipidique, comme les tests de 1’acide thiobarbiturique (TBA), du B-
carotene et des diénes conjugués. La deuxiéme repose sur le transfert d’électrons ou de
protons pour la neutralisation des radicaux ou de certains métaux, c’est le cas des tests du
DPPH, ABTS, FRAP. En général, il est recommandé d’utiliser au moins trois méthodes pour

évaluer I’activité antioxydante d’un échantillon (Shibamoto, 2014).
3. L’origine du stress oxydatif

Le stress oxydant peut avoir diverses origines, tel que des facteurs environnementaux
comme l‘exposition prolongée au soleil, la lumiere UV, le tabagisme, la consommation
excessive d'alcool et de médicaments, le contact avec des agents cancérigénes, la pollution, ou
méme des facteurs endogenes comme la chaine de transport des électrons dans les
mitochondries, les phénomenes inflammatoires chroniques ou aigus et la mauvaise
alimentation (Fig.7) (Thanan et al., 2014).

13
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Figure 7 : Principales sources des radicaux libres (Pincimail et al., 2012).

4. Les maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs
potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles telles que le diabete, la maladie

d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).
5. Consequences moléculaires du stress oxydatif

5.1. Les dommages oxydatifs a ’ADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a I'action des radicaux libres.
Lattaque de 1°ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou des
cassures au niveau de la double hélice et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de
graves conséquences sur la synthése des protéines et sur la transmission de l'intégrité du

patrimoine génétique (Thanan et al., 2014).
5.2. Les dommages oxydatifs aux Lipides

L‘oxydation des lipides, notamment des acides gras polyinsaturés, induit une altération

de la fluidit¢é membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. L‘attaque
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radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de lipoprotéines de basse
densité (LDL) oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages qui
transforment en cellules spumeuses, constituant une étape dans la formation de

1‘athérosclérose (Nakajima et al., 2006).

5.3. Les dommages oxydatifs aux protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux libres.
Les plus réactifs sont 1‘histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute
attaque radicalaire d‘un acide aminé provoquera 1‘oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, 1‘apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines protéines oxydées
sont peu dégradées et forment des agrégats qui s‘accumulent dans les cellules et dans le

compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).
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1. Matériel

1.1.  Matériel végétal

Le matériel ou 1’organe végétal choisi dans la présente étude est représenté par les feuilles
(Thymus vulgaris) qui ont été achetées, sous forme séchée, chez un herboriste, dans la wilaya de
M’sila, elles ont été récupérées dans un sac propre et a 1’abri de la lumiére pour servir

ultérieurement a I’extraction.
1.2.  Appareillage
Balance de precision, Rotavapeur, Spectrophotomeétre, Etuve, Agitateur vortex.
1.3. Réactifs

Méthanol (CHs-OH), Acide gallique, Carbonate de sodium (Na.COs), Eau distillée
(H20), Chlorure d’aluminium (AICI3), Solution de Folin-ciocalteu, DPPH, Quercétine et BHT.

2. Méthodes d’analyses

2.1.  Préparation des extraits

Avant de commencer I’extraction, les feuilles séches subissent un broyage a 1’aide d’un

broyeur électrique, jusqu’a obtention d’une poudre fine.

2.1.1. Extrait aqueux

L'extrait aqueux de Thymus vulgaris a été obtenu par décoction de 20 g du broyat des
feuilles dans 500 ml d'eau distillée pendant 10 min sous agitation magnétique. La solution est
laissée reposer sur la plaque chauffante pendant 15 minutes. Le mélange est d’abord filtré a
I’aide d’une gaze, puis subit une seconde filtration sous vide, grace au papier Whatman (n°3)
déposé sur un bichner. L’extrait sec est conservé au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a son utilisation

ultérieure (Benslama et al., 2017).

2.1.2. Extrait méthanolique

Une quantité de 50g de la poudre des feuilles de Thymus vulgaris préalablement broyée,
est mise a macérer dans 200 ml de méthanol, a I’ombre et a la température ambiante pendant 24
heures, avec un maximum d’agitation. Ce mélange est d’abord filtré a I’aide d’une gaze, puis
subit une seconde filtration sous vide, grace au papier Whatman (n°3) déposé sur un buchner. Le
méthanol est élimine du filtrat a sec et sous vide au Rotavapeur a 40 - 50 °C. Le résidu obtenu est
caractérisé par une couleur vert foncé, qui est considéré comme étant 1’extrait brut. L’extrait sec

est conservé au froid a 4 °C (Benslama et al., 2017).
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2.2.  Analyse chimique
2.2.1. Détermination du rendement des extraits

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.
Le rendement a été calculé par la formule suivante :
R (%) =M /MO0 x 100
Avec : M : la masse en gramme de ’extrait sec résultant

MO : la masse initiale en gramme des feuilles de de la plante
2.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode citée par (Wong et al., 2006).
2.2.2.1.  Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu qui est constitu¢é par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), est réduit par les
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo80O23)
(Yakhlef et al., 2011). Cette coloration bleue dont ’intensité est proportionnelle aux taux de
composés phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a 765 nm.

2.2.2.2.  Protocole

Mettre 20 pl de chaque extrait de T. vulgaris dans des tubes a essais ; ajouter 1.58
ml d’eau distillée et 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans H20 distillée (v/v) dans
chaque tube ; agiter vigoureusement puis laisser agir 6 min avant d’ajouter 300 ul de carbonate
de sodium a 7.5%. Aprées 2 heures d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiere,
lire les absorbances a partir du spectrophotomeétre UV-visible a 760 nm. Effectuer la méme
opération pour 1’acide gallique a différentes concentrations en introduisant 20 pul de ces derniéres
dans une série de tubes et ajout des autres réactifs. Le blanc est représenté par 1’éthanol
additionné du Folin-Ciocalteu, de 1’eau distillée et de carbonate de sodium. Toutes les mesures
sont réalisées en triplicata. Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits
de T. vulgaris sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide
galligue comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique/ g de
matiére fraiche.
Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y = ax + b) établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0—

160 pg/ml), comme standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les

17



Partie Il : Partie expérimentale Matériel et Méthodes

résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait

(ng EAG/mg d’extrait).

2.2.3. Dosage des flavonoides totaux

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) citée par (Djeridane et al., 2006) est

utilisée pour quantifier les flavonoides dans ces extraits.

2.2.3.1.  Principe

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

2.2.3.2.  Protocol

La méthode du trichlorure d'aluminium citée par (Djeridane, et al., 2006 ; Bahorun et al.,

1996) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits de Thymus vulgaris.
1 ml de chaque extrait (dissous dans le méthanol) a été ajouté a un volume égal d’une solution
méthanolique de chlorure d’aluminium (AIClz) a 2% ; Aprés 15 minutes de réaction,
I'absorbance est lue a partir du spectrophotomeétre UV-visible a 430 nm. Le blanc est représenté
par le méthanol additionné a I’ AlCls.

La teneur des flavonoides totaux contenus dans les extraits de Thymus vulgaris sont
déduites a partir de 1’équation de la gamme d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine a
différentes concentrations comme standard dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent de quercétine / mg d’extrait (ug EQ/mg).
Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata afin de s’assurer de la reproductibilité des

résultats.
2.2.4 Dosage des flavones et flavonols

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

al., 2004).
2241, Protocole

Mettre 0.50 ml d’extrait de T.vulgaris dans un tube a essai ; ajouter 1.5 ml d’éthanol,
0.1 ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % puis 0.1 ml d’acétate de

sodium et 2.8 ml d’eau, laisser incuber 30 min a température ambiante.
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Lire les absorbances a partir du spectrophotométre UV-visible a 415 nm. Toutes les
opérations sont réalisées en triplicata. La concentration des flavones et flavonols contenus dans
les extraits de T. vulgaris est calculée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant
la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ g de

matiére fraiche.

2.3.  Activité antioxydante

2.3.1. Test de piegeage du radical libre DPPH

2.3.1.1.  Principe

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), est un radical libre stable, violet en solution,
il présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette
couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine par
un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (Fig. 8). L’intensité de

la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des

2

N N

protons (Benslama et Harrar, 2016).

! + Antioxydant -OH

NO;

DPPH (Violet)

v

NO,

! + Antioxydant-O.
NH

NO;

DPPHH (Jaune)

Figure 8 : Mecanisme de reduction du radical libore DPPH par un antioxydant (Talbi et al.
2015).

2.3.1.2. Protocole

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par (Que et al.,
2006).

Un volume de 500 pul de .1a solution de DPPHe (0.1mM) est ajouté a 500 ul des solutions

d’extraits ou standard (BHT) a différentes concentrations. En ce qui concerne le controle positif,
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ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 500 pl d’éthanol avec 500 pl de la solution
éthanolique de DPPH.

Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des
absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre, contre un blanc qui contient
500 ul d’éthanol avec 500 ul de méthanol.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité antiradicalaire en calculant le
pourcentage d’inhibition des radicaux libres (I %) par la formule suivante :

| % = [(Ac — At) /Ac] x 100
Ou : I % : pourcentage d’inhibition.
At : Absorbance du test effectué.
Ac : Absorbance du controle.
2.3.1.3.  Calcul des concentrations inhibitrices 50 % (ICso)

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur de la ICso ou concentration
d’inhibition 50, qui est la concentration d’extrait qui assure la réduction de 50% de 1’activité du
DPPH. Elle est calculée graphiquement par régression linéaire sur des graphes des pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions utilisées.

2.4.  Analyse statistique

Les résultats expérimentaux ont été exprimés en moyenne + SD de trois répétitions (n =
3), l'analyse statistique a été effectuée par une analyse de la variance (ANOVA) gréce au logiciel
(Graph Pad Prism version 9).

Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification des résultats de
’activité antioxydante des différents extraits sont faites par le test ANOVA, les différences sont
considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (P <0,05), ainsi que les droites

d’¢étalonnage sont réalisées par régression linéaire.
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1. Résultats et discussion

1.1. Extraction et rendement

L’extraction a été effectuée par deux solvants : I’eau et le méthanol, ce qui a permet
I’obtention de deux extraits : aqueux (EAQ) et méthanolique (EMet).

Le rendement est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la
plante séche, déterminé par la formule indiquée dans la partie matériels et méthodes (Tab. I1).

L’observation des résultats obtenus nous a permet de conclure : La richesse de T. vulgaris
en molécules polaires, le rendement de l’extrait aqueux est supérieur a celui de I’extrait
méthanolique (Fig. 9), ce qui permet de dire que les molécules existantes sont fortement polaires.
Le rendement le plus ¢élevé a été observé avec |’extrait aqueux 15,5%, suivi par 1’extrait
méthanolique 5 %.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie de maniére
générale. En effet, le rendement n’est pas relatif ; il dépend de la méthode et des conditions dans
lesquelles 1’extraction a été effectuée. D’autre part, la méthode d’extraction affecte également le

contenu total en phénol et flavonoides (Lee, K. et al. (2003).

Tableau Il : Résultats et rendement d’extraction des deux extraits.

Poids de I’extrait sec

Extrait Poids de résidus Rendement
(Aspect, Couleur)
EAq 20 ¢ 3.1 g (poudre fine, miellée) 15.5 %
EMet 509 2,5 g (pateux, cristallin, verte foncée) 5%
15.5 %

X

&~

&

Figure 9 : Histogramme du rendement de 1’extraction.
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1.2.  Composition chimique

1.2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 760
nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation :

Y =0,001617x + 0,001159 sachant que R? = 0,9855 (Fig. 10).

La quantit¢ des polyphénols a été rapportée en microgramme d’équivalent de I’acide
gallique par milligramme de I’extrait (ug EAG/mg de Dextrait). A partir de la courbe
d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux dans 1’extrait EAq est de 77,41 + 7.27 ug
EAG/mg d’extrait, relativement faible par rapport 8 EMet qui est de 106.5 £ 4.796 ug EAG/mg
d’extrait.

L’analyse statistique concernant 1’évaluation quantitatif des polyphénols, montre qu’il y a
une différence significative entre les deux extraits EAq et EMet (P < 0.05), cela peut étre
expliquer garce aux différentes méthodes d’extraction, et aux différentes solvant utilisé, dans ce
cas I’utilisation de la méthode de macération avec le méthanol est plus efficace que la décoction
pour I’extraction des polyphénols a partir des feuilles de Thymus vulgaris.

Les travaux de Masoud Nateqi et Sayid Mahdi Mirghazanfari, (2018), ont montré que la
quantité des polyphénols dans 1’extraits méthanolique des feuilles de Thymus vulgaris est estimé
de 70.55 pg EAG/ mg d’extrait, cette quantité est trés faible par rapport aux quantités de
polyphénols dans notre EMet.

1.2.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICl3), la quercétine a été utilisé comme ¢étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
I’équation : Y =0,02327x + 0,04389 sachant que Rz = 0,9934 (Fig. 12).

La quantité des flavonoides a été rapportée en microgramme équivalent de la quercétine
par milligramme d’extrait (ug EQ/mg de I’extrait). A partir de la courbe d’étalonnage, la
concentration des flavonoides dans I’extrait EAq est de 61.28 + 1.583 pg EQ/mg d’extrait,
relativement faible par rapport a EMet qui est de 146.4 £+ 2.260 ug EQ/mg d’extrait.

Pour la différence en teneur en flavonoides, 1’analyse statistique a montré qu’il y une
différence significative (P < 0.05) entre les deux extraits, la quantité des flavonoides dans EMet
est supérieurs a celle de EAq, La différence des teneurs entre EAq et I’extrait EMet peut étre

attribué a I’affinité et la solubilité sélectives des polyphénols et des flavonoides entre le méthanol
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et I’eau, dont les composés ayant un haut degré d’affinité et une forte solubilité vis-a-vis du
méthanol, représentent la fraction la plus élevée (Tab V).

Les travaux de Eghdami A., et al., (2013), sur I’extraits méthanolique des feuilles de
Thymus vulgaris, ont montré que la quantité des flavonoides est estimée de 4.303 EQ/g d’extrait,

D’aprés les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont
riches en polyphénols et flavonoides mais avec des quantités différentes.

Plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques tels que les
méthodes d’extraction, les facteurs géographiques et climatiques, le patrimoine génétique, la
période de la récolte, le degré de maturation de la plante ainsi que la durée de stockage
(Pedneault et al., 2001).

0.4
Y =0.001617*X + 0.01159
{'R2=0.9855 ; M
0-3 ’.IIIIIIIIIIII’. //‘

Absorbance a 760 nm
o
N

0 50 100 150 200 250
[Acide gallique] pg/ml

Figure 10 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 11 : Histogramme de la teneur en polyphénols des deux extraits.
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Figure 12 : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 13 : Histogramme de la teneur en flavonoides des deux extraits.

Tableau I11 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des deux extraits.

Extrait Polyphénols Flavonoides
EAQ ng EAG/mg d’extrait 7741 +7.27 61.28 + 1.583
EMet pg EQ/mg d’extrait 106.5 £ 4.796 146.4+ 2.260

1.2.3. Teneurs en flavones et flavonols

La quercétine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations, La teneur en
flavones et flavonols est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme
d'extrait (mg EQ/g d’extrait). Le taux des flavones et flavonols des quatre extraits ont été obtenus
a partir d’une courbe d’étalonnage (Fig.) qui suit une équation de type :

y =0,03493 x + 0,2252 sachant que R = 0,9966.
A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavones et flavonols (Fig. 14)
dans I’extrait EAq est de 153.2+ 1.872ug EQ/mg d’extrait, relativement faible par rapport a
EMet qui est de 328.6 + 12.37 ng EQ/mg d’extrait.
A notre connaissance, Aucun résultat sur le dosage des flavones et flavonols n’a été

rapporté par d’autres auteurs sur Thumus vulgaris pour pouvoir comparer nos résultats.
25



Partie 1l : Partie expérimentale Résultats et discussion

4
Y = 0.03493*X - 0.2252
E .“lzllllllllll.‘ /.
c 34 +<R°=0.9966 3
o ”------------’.
=
w 2
D
&)
c
3 1-
./"6/.
g0__,/IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
50 100 150
-1- [Quercétine] ug/ml

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonols.
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Figure 15 : Histogramme de la teneur en flavones et flavonols des deux extraits.
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1.3. L’activité antioxydante et antiradicalaire
1.3.1. Test anti-radicalaire (Test au DPPH)

L'activité antioxydant de nos extraits a été évaluée par le test au DPPH ; le DPPH est un
radical libre, stable, qui posseéde une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour évaluer
I’activité antioxydante des composés polyphénoliques. Dans ce test on utilise le BHT comme
standard.

La capacité de piégeage du radical DPPH est basée sur la détermination de la diminution
de I’absorbance d’une solution méthanolique de DPPH a 517 nm.

D’aprés les résultats obtenus (Fig.16), nous avons enregistré une augmentation des
pourcentages d’inhibition de DPPH- En fonction des concentrations des extraits étudiés. La
réalisation de la cinétique de cette activité permet d’une part de déterminer les pourcentages
d’inhibition maximale et d’autre part de déterminer la concentration qui correspond a 50%
d’inhibition (ICsp), la valeur d’ICso la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus
¢levée. L’observation de ces résultats, nous a permis de conclure que tous les extraits présentent
un pouvoir antiradicalaire.

Les travaux de Masoud Nategi et Sayid Mahdi Mirghazanfari (2018), sur
I’extrait méthanoique des feuilles de Thymus vulgaris, ont montré que 1’'ICsp vis-a-vis le radical
DPPH: est estimée de 35.50 pug/ml, cela confirme que les racines sont riches de polyphénols plus
que les graines.

L’observation de ces résultats, nous a permis de conclure que tous les extraits présentent
un pouvoir antiradicalaire dose dépendant, avec des profils d’allure exponentiels, suivie d’une
phase stationnaire présentant le pouvoir maximal.

Les extraits EMeOH et EAQ atteignent un pouvoir maximal de 1’ordre de 50.24, 62.84%
respectivement a la concentration de 500 pg/ml. Ces profils sont inférieurs a celui du BHT qui
atteint un pouvoir maximal de 84,89 % a la concentration de 300 pug/ml (Tab IV).

Aprées analyse de nos résultats, nous déduisons que 1’extrait EMet est le plus actif avec
une activité anti radicalaire importante par rapport a celles trouvées pour I’extrait EAq a cause de
teneur élevée des polyphénols et flavonoides.

A travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points de vue sont
notées a propos de cette corrélation. Certains travaux ont montré une bonne corrélation entre les

ICso et la teneur en polyphénols et en flavonoides, (Athamena et al., 2010).
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Figure 16 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration des deux extraits et
du BHT.
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Figure 17 : Histogramme des 1C50 des deux extraits de T. vulgaris et du BHT.
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Tableau IV : Pouvoir antiradicalaire des deux extraits EAq et EMet des feuilles de T. vulgaris

vis-a-vis le radical DPPH.

Extrait % d’inhibition maximal (concentration d’inh max pg/ml) I1Cs0 (ng/ml)
EAq 62.84 (500) 89.73+ 3.11
EMet 50,24 (500) 111.07+ 3.52
BHT 84,89 (300) 21.93+£0.21
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Leur utilisation est en progression constante, étant donné la
toxicité et les effets secondaires indésirables des molécules de synthése.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a une étude comparative en
composés phénoliques et a ’activité antioxydant des extraits (EAq et EMet) d’une plante
Algérienne appartenant au genre Thymus (lamiaceae).

De cette étude, nous pouvons ressortir les points suivants :

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a
révélé la présence de quantités importantes de polyphénols dans les extraits de la plante étudiée.
Cependant, I’extraits EMet (106.5 + 4.796 pg EAG/mg d’extrait) est le plus riches en
polyphénols que I’extrait EAQ (77,41 £ 7.27 ug EAG/mg d’extrait).

En paralléle, la quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de
trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus par ce dosage nous ont permis de conclure que
I’extraits EMet (146.4 £ 2.260 pg EQ/mg d’extrait) est le plus riches en flavonoides que I’extrait
EAqQ (61.28 + 1.583 png EQ/mg d’extrait).

L’activité antioxydante a été évaluée par deux tests différents : I’inhibition du radical
DPPH et le pouvoir réducteur. Les résultats ont montré que les deux extraits EAq et EMet
posseédent une activité antioxydante et antiradicalaire importante, grace a leur constituants
(composés polyphénoliques), et on observe que cette activité est élevée dans I'extrait obtenu par
maceération, par rapport a I'extrait obtenu par décoction.

L’étude de I’activité antioxydante des deux extraits de T. vulgaris suggeére que, cette
plante représente une source naturelle et prometteuse de molécules chimiques possédant des
activités biologiques importantes. Ces résultats ne constituent qu’une ébauche dans le domaine
de la recherche des antioxydants. En perspectives, on peut prévoir 1’étude de plusieurs aspects
complémentaires a nos résultats :

Dans un premier temps, faire un fractionnement de ces extraits et identifier les molécules
responsables du pouvoir antioxydant en utilisant des techniques de purification et d’identification
plus performantes. Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant d’évaluer [’activité

antioxydante par d’autres méthodes et de faire des tests in vivo.
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Abstract

Thymus vulgaris a shrub which belongs to the Lamiaceés family. It’s a medicinal plant
largely used in Algerian traditional medicine. The leaves of the plant were subjected to
maceration in methanol (EMet) and by a decoction in distilled water (EAQ). The yields were 5%
et 15.5 % (w/w) for EMet and EAq respectively. Total phenolic contents were determined using
Folin-Ciocalteu reagent and found to be 106.5 + 4.796 (EMet) and 77,41 £ 7.27 (EAQ) ug gallic
acid equivalent/ mg of extract. Flavonoids were evaluated by AICIz method and shown to be
146.4 + 2.26 (EMet) and 61.28 + 1.583 (EAQ) pg quercetin equivalent / mg of extract. The
flavones and flavonols were evaluated by AICI3 method and shown to be 328.6 + 12.37 (EMet)
and 153.2 = 1.872 (EAQ) pg quercetin equivalent / mg of extract. Antioxidant activity was
carried out by the method of radical trapping DPPH®, The 50 percent inhibitory concentration for
DPPH. (ICso) were 21,93 + 0.21 (BHT), 111.07 + 3.52 (EMet) and 89.73 + 3.11(EAq) pg/ml.

Key words: Thymus vulgaris, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH.

Résumé

Thymus vulgaris est une plante qui appartient a la famille des Lamiaceés . C’est une
plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Les feuilles de la
plante ont été soumise a une macération dans le méthanol (EMet) et a une décoction dans 1’eau
distillée (EAQ). Les rendements étaient de 5% et 155 % (m/m) pour EMet et EAq
respectivement. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de 106.5 + 4.796 (EMet) et 77,41 + 7.27 (EAQ) pg équivalent
d’acide  gallique/ mg  d’extraitLes flavonoides ont ¢été évalués par la
méthode utilisant les chlorures d’aluminium AlCl3, la teneur est estimée a 146.4 £ 2.260 (EMet),
et 61.28 + 1.583 (EAQ) pg équivalent quercétine / mg d’extrait . Les flavones et flavonols ont
été évalués par la methode utilisant les chlorures d’aluminium AICls, la teneur est estimée a
328.6 £ 12.37 (EMet), et 153.2 = 1.872 (EAQ) pg équivalent quercétine / mg d’extrait. L activité
antioxydante a été réalisée par la méthode de piégeage du radical DPPH", les concentrations
inhibitrices a 50 % (ICso) sont estimées & 21,93 + 0.21 (BHT), 111.07 + 3.52 (EMet) et 89.73
3.11 (EAq) pg/ml.

Mots clés : Thymus vulgaris, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH.



