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RESUME

Thymus Algeriensis (Zaitra) est une plante medicinale appartenant a la famille des
Lamiaceae ; elle est largement distribuée en Algérie et utilisée comme épice et en médecine
traditionnelle dans le traitement des affections respiratoires. Dans ce travail, la composition
phytochimique et les activités antioxydante et antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle
des parties aériennes de la plante ont été évaluées. Le rendements d’extraction des extraits
méthanolique et aqueux ont été trés proches (8.2 et 8.5 %, respectivement), alors que le
rendement de I'huile essentielle était de 18.85 %. La teneur la plus élevée en polyphénols a été
trouvée dans d’extrait méthanolique (236.18 pg équivalent d'acide gallique /mg d'extrait), alors
que D’extrait aqueux était le plus riche en flavonoides (17.15 pg équivalent de quercétine/mg
d'extrait). L’extrait méthanolique a montré la meilleure activité antiradicalaire contre le radical
DPPH (ICs0= 0.79 mg/ml). L’étude de I’activité antibactérienne a montré que seul I’extrait
méthanolique posséde une inhibition vis-a-vis de S. aureus, par une zone d’inhibition de 11.33
mm a une concentration de 250 mg/ml. Parmi les souches testées, E. coli et S. aureus ont été
extrémement sensibles a I’huile essentielle de la plante, avec des zones d’inhibition de 29 et 25.5

mm, respectivement.

Mots-clés: Thymus Algeriensis, extrait, polyphénols, DPPH, activité antibactérienne, huile

essentielle.



Abstract

Thymus Algeriensis (Zaitra) is a medicinal plant belonging to the Lamiaceae family; it is
widely distributed in Algeria and used as spice and in traditional medicine for the treatment of
respiratory affections. In this work, phytochemical composition and antioxidant and antibacterial
activities of extracts and essential oil from aerial parts of the plant are evaluated. Extraction
yields of methanolic and aqueous extracts were very close (8.27 and 8.57, respectively), while
the yield of essential oil was 18.85%. The highest polyphenols content was found in methanolic
extract (236.18 pg gallic acid equivalent/mg of extract), while the aqueous extract was the
richest in flavonoids (17.15 pg quercetin equivalent/mg of extract). Methanolic extract showed
the best scavenging activity against the DPPH radical (ICsp= 0.79 mg/ml). The study of
antibacterial activity showed that only methanolic extract has an inhibition against S. aureus,
with an inhibition zone of 11.33 mm at a concentration of 250 mg/ml. Among tested strains, E.
coli and S. aureus were extremely sensitive to the essential oil of the plant, with inhibition zones

of 29 and 25.5 mm, respectively.

Key words: Thymus Algeriensis, extract, polyphenols, DPPH, antibacterial activity, essential oil.
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Introduction

Pendant des milliers d'années, I'nomme a utilisé les propriétés des plantes non seulement
pour se nourrir, mais aussi pour utiliser des extraits et des préparations a base de plantes pour
se soigner ; les plantes médicinales ont été donc considérées comme le pilier de santé et des
traitement médicaux (Fowler, 2006). Les plantes médicinales sont bien connues pour leurs
activités biologiques ce qui a conduit au recours a l'utilisation de plantes dans le monde
entier ; ces activités sont dues a la présence des métabolites secondaires dans la composition
des plantes médicinales, comme les composés phénoliques et les huiles essentielles (Morilla,
2014).

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées
réactives et les défenses antioxydantes au niveau cellulaire. Cette situation est reliee a
plusieurs maladies comme les cancers, les maladies inflammatoires, I’athérosclérose et
maladies neuro-dégénératives. L’antibiorésistance signifie la résistance des bactéries aux
antibiotiques due principalement a la mauvaise utilisation de ces médicaments, d’ou le recours
a la recherche de nouvelles molécules antibactériennes d’origine végétale (Bouyahia et al.,
2017).

Thymus Algeriensis est une espéce endémique de I'Afrique du Nord, tres répondue en
Algérie (EI hadji et al., 2010), elle appartient a la famille des Lamiacées et est couramment
utilisée en médicine traditionnelle dans le traitement des troubles respiratoires et des maladies
infectieuses (Giweli et al., 2013).

L’objectif essentiel de notre travail est d’étudier I’activité antioxydante et antibactérienne
des extraits et de I’huile essentielle préparés a partir des parties aériennes de la plante Thymus
algeriensis. Cette étude est une contribution a :

o0 La préparation des extraits aqueux et méthanolique, ainsi que I’huile essentielle a
partir de la plante étudiée.

0 Le dosage spectrophotométrique des substances bioactives (composés phénoliques).

o L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de la plante en utilisant le test au
DPPH.

o0 L’étude de I’activité antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle de la plante.
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1. La plante Thymus algeriensis

1.1. La famille des Lamiaceae

La famille des Lamiacées, également connue sous le nom de Labiées, est une famille trés
homogéne qui comprend environ 258 genres et plus de 6000 espéces. Ce sont des herbes
aromatiques, facilement reconnaissables, avec des tiges quadrangulaires dont les feuilles sont
opposées et les fleurs sont bisexuées. C'est une famille importante dont plusieurs espéeces sont
connues pour leurs propriétés médicinales telle que Salvia, Scutellaria, Stachys, Hyptis,

Teucrium, Vitex, Nepeta et Thymus (Carovié¢-Stanko et al., 2016).

Les espéces appartenant a cette famille sont extrémement répandues mais prédominantes
en Méditerranée comme le thym, les lavandes, le romarin qui sont caractéristiques de la flore
arbustive. En revanche, les Lamiacées sont rares dans les régions arctiques et les régions

montagneuses (Guignard, 2015).
1.2. Le genre Thymus

1.2.1. Description botanique

Le nom thymus est un mot latin, qui signifie parfumé ou en grec thymos, c’est a dire
courage (Stahl- biskup et saez, 2002). Les plantes de ce genre sont sous-ligneuses erigees ou
prostrées et odorantes. Les feuilles sont plus ou moins contractées. Les inflorescences sont
pseudo-verticilles ; le calice est tubuleux a deux levres et la corolle est exserte ; les étamines

sont saillantes et divergentes et les carpelles sont lisses (Quezel et santa, 1963).
1.2.2. Répartition géographique
1.2.2.1. Dans le monde

Le genre Thymus est largement retrouvé dans le monde tel que I’Europe, I’ Afrique, I’ Asie,
le Groenland, le Canada, le Chili et la nouvelle Zélande. Thymus regroupe environs 80
especes, il s'étend vers I'Europe tempérée, I'Asie tempérée, et jusqu'aux iles canaries
(Figure 1) (Morales, 2002).
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Figure 1 : Distribution du genre Thymus dans le monde (cercle rouge). (Morales,
2002).

1.2.2.2. En Algérie

L’Algérie est connue pour son abondance de plantes médicinales et sa diversité
bioclimatique. Le genre Thymus Comprend plusieurs especes distribuées sur toutes les régions

du littoral Algérien et méme dans les régions arides intérieures (Saidj, 2006).
1.3. L’espece Thymus algeriensis

1.3.1. Description botanique

Thymus algeriensis est une espece endémique de I’Afrique du nord trés répondue en
Algérie, Tunisie, Maroc et Lybie (Ben El Hadj et al., 2012). C’est une plante ligneuse,
formant souvent des coussinets. Les rameaux sont serrés, gréles, plus ou moins dressés et
velus, recouverts de feuilles opposées, effilées, courtement pétiolées, glabres mais largement
cillées a la base, un peu enroulées sur les bords ; les limbes sont ponctués, trés glanduleux,
mesurant 1 @ 2 cm de long sur 2 a 3 de large. Les feuilles florales sont peu déférentes,
lancéolées et égalant ou dépassant les calices. Les fleurs sont rossées, en capitules terminaux,
avec un calice glanduleux, glabre ou lIégerement velu, long 5 a 6 mm a 2 lévres égales. La

corolle dépassant de trés peu le calice, bilabiée, a lobe médian plus grand (Beloued, 2014).
1.3.2. Classification systématique

La classification botanique de [I’espece Thymus algeriensis est comme suit
(Quezel et Santa, 1963) :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
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Classe : Eudicots

Sous classe : Astérides

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Thymus

Espece : Thymus algeriensis Boiss. & Reut

1.3.3. Noms vernaculaires de la plante

» Noms vernaculaires arabes : zaitra, Djertil, Hamria, Hamzoucha, Mezougach
(Beloued, 2014).
» Noms targuis ou berberes : Azoukni, Rebba, Touchna, Djouchchen (Beloued, 2014).

1.3.4. Composition chimique

Les extraits de T. algeriensis contiennent des dérivés glycosides de flavones et de
flavonols surtout le kaemphérol O-glucuronide ; ainsi que les acides phénoliques avec

prédominance de I’acide rosmarinique (Ziani et al., 2019).

Les principaux composants de I’huile essentielle de T. algeriensis récoltée au Maroc sont
le camphre (27.7%) et le a-pinéne (20.5%) (Amarti et al., 2010), alors que la méme espece
récoltée en Algérie a donné une autre composition formée majoritairement par le D-
germacréne (29.6%), B-caryophyllene (11.0%), E-B-farnésene (7.8%), bicyclogermacréne
(4.4%) et 6-cadinene (4.0%) (Kebbi et al., 2020).

1.3.5. Utilisation traditionnelle

Thymus algeriensis est une épice trés connue, elle peut étre utilisée que ce soit fraiche ou
séche. En médecine traditionnelle, T. algeriensis est trés connue pour son effet contre les
affections pulmonaires, elle est utilisée pour soulager la grippe et la pneumonie sous forme
d’infusion. Elle est encore utilisée comme stomachique, diaphorétique, antispasmodique et
comme stimulant (Giweli et al., 2013 ; Ziani, 2019 ; Beloued, 2014). Plusieurs activités
biologiques de cette plante ont été confirmées , elle a un effet antiseptique, antibactérien,
antispasmodique, antifongique et anti-abortif (Benkiniouar et al., 2007 ;Zouari et al., 2011).
En plus elle a des activités antioxydantes, antivirales et anti-inflammatoires (Salhi et al.,
2016).
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2. Les métabolites secondaires

2.1. Les polyphénols

Le terme phénolique est utilisé pour tous les produits chimiques qui ont un noyau
aromatique (Figure 2) (Bruneton, 1999). Les polyphénols sont un groupe important et tres
varié de substances naturelles existant dans les plantes et qui sont dotées de plusieurs activites

biologiques prouvées (Urquiaga et Leighton, 2000).

OH

Figure 2 : Structure du noyau phénol (Achat, 2013).
2.2. Les flavonoides

Ce sont un groupe important de polyphénols. Leur structure de base contient deux cycles
aromatiques liés par un hétérocycle central. Ce sont des composés que I'on trouve souvent
dans les différentes parties de la plante ou sont responsables des couleurs de ceux-ci. Les
flavonoides sont subdivisés en plusieurs sous groupes comme les flavonols, les flavones, les

flavanols et les flavonones (Figure 3) (Panche, 2016).
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Figure 3: Structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga et Oteiza,
2011).

2.3. Les Tannins

Les tanins sont des métabolites secondaires présents dans de nombreuses plantes et situées
essentiellement dans différent organes : tiges, feuilles, fruits (Zimmer, 1996), ils possédent la
propriété de transformer la peau en un matériau imputrescible. Les tanins sont des molécules
responsables du golt amer de I'écorce et des feuilles. On distingue deux types de tannins :

hydrolysables et condensés (Figure 4) (Bruneton, 1999).

- H
d 1 o J:I
JH
“OH
—d—(ﬁ Ho
OH -
H OH
-A- -B-

Figure 4 : Structure chimique des tannins. A : Hydrolysables, B : Condensés (Cowan,1999).
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2.4. Les huiles essentielles

Ce sont des extraits huileux de nature végétale qui sont présents dans les plantes
aromatiques. L'huile essentielle a généralement une composition complexe formée beaucoup
plus de terpénes et de leurs dérivés. Pour obtenir ces huiles, deux méthodes sont utilisées a
savoir la technique de la distillation a la vapeur d’eau et la distillation séche (Lardry et al.,
2007).

3. Stress oxydatif, radicaux libres et antioxydants

3.1. Le stress oxydatif

En situation physiologique, Le stress oxydant est une circonstance anormale entre la
production des espéces réactives d’oxygene (ERO ou ROS) et les systemes de défenses
antioxydants (Favier, 2003). Dans ce déséquilibre les radicaux libres oxydent plusieurs
molécules au niveau cellulaire ce qui est a I’origine de plusieurs maladies comme les cancers,
les maladies inflammatoires tel le syndrome de détresse respiratoire aigu et I’cedéme
pulmonaire, le vieillissement accéléré, I’Alzheimer, le Parkinson, l'athérosclérose et les

complications du diabete (Atawodi, 2005).

3.2. Les radicaux libres

3.2.1. Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes possédant un ou plusieurs électrons
non appariés, ce sont donc extrémement réactifs. Ces radicaux libres et leurs précurseurs sont
appelés espéces réactives de I’oxygéene (ERO) (Halliwell et al., 2006). Il existe plusieurs
types d'ERO, radicalaires et non-radicalaires. Les ERO sont susceptibles de participer a la
dégradation des biomolécules (lipides, protéines, ADN et glucose) (Favier, 2003). Les
principales ERO sont des formes réduites de I’oxygéne comme l'anion superoxyde (O,-,
réduction a 1 électron), le radical hydroxyl (OH, réduction a 3 électrons), mais aussi les
radicaux oxyl (RO’), peroxyl (ROO) et le monoxyde d'azote (NO’). Les ERO incluent aussi
des espéces non radicalaires, notamment le peroxyde d'hydrogéne (H,O,, réduction a 2
électrons), le dioxygeéne singulet (*O,), l'acide hypochloreux (HOCI), I'ozone (Os) et le
peroxynitrite (ONOQO) (Baudin, 2006).

3.2.2. Origine des espéces réactives oxygenées
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Les ERO peuvent étre d’origine endogéne comme les enzymes oxydantes ou d’origine
exogeéne, on parle alors de facteurs environnementaux induisant une surproduction de ces
molécules réactives comme les rayonnements UV et les différents types de polluants
(Tableau 1). Une alimentation riche en produits végétaux, nous apporte une grande variété
d'antioxydants qui peuvent agir en complément de nos défenses naturelles (Afonso et al.,
2007).

Tableau 1 : Sources endogenes et exogenes des especes réactives d’oxygene (Haleng ; 2007).

Sources exogenes Sources endogénes

Tabagisme, Alcool Xanthine-oxydase, Inflammation
Médicaments, Exposition au soleil Altération de la fonction endothéliale
Exercice intense ou mal géré Surcharge en fer, Oxydation de I’hémoglobine
Pollution, Radiations (X, UV) Altérations mitochondriales

Contacts avec des substances cancérogenes Biosynthése des prostaglandines
L’enzyme NOS (Nitric Oxide Synthase)
NADPH oxydase

3.3. Les antioxydants
3.3.1. Définition

Les antioxydants sont des substances a concentrations relativement faibles, qui ont la
capacité de piéger, retarder ou empécher I’oxydation causée par les radicaux libres (Charles
et al., 2005).
3.3.2. Les classes des antioxydants
3.3.2.1. Les antioxydants enzymatiques
A. La superoxyde dismutase (SOD)

C’est un enzyme ubiquitaire qui élimine I’anion superoxyde O2" par une réaction de
dismutation qui convertit I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et oxygéene

moléculaire selon la réaction suivante) (Haleng et al., 2007).

20" +2H" 50D » 02+H202

B. La catalase

Une catalase est une oxydoréductase hémique qui catalyse la conversion du peroxyde
d’hydrogéne en eau et dioxygene (Reynaert et al., 2007) :
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2 HQOQ > 2 HQO + 02

C. La glutathion peroxydase (GPX)
Enzyme tétramérique localisée dans les mitochondries et dans le cytosol, elle peut réduire le

peroxyde d’hydrogéne en eau par les réactions suivantes (Lacolley et al., 2007) :

H>O,; + 2 GSH » 2 H,O + GSSG
ROOH+2GSH — » ROH+H,0O+ GSSG

3.3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

L’organisme posséde une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » qui
sont des composés pour la plupart apportés par I’alimentation et dont le réle essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ROS (Tableau 2)
Tableau 2 : Principaux antioxydants non enzymatiques (Evans, 2000 ; Durand et Beaudeux,
2011).

Molécule Effet antioxydant
Acide ascorbique Piéger directement :
(vitamine C) - L’anion superoxyde O2e-

- Le radical hydroxyle HOe
- L’oxygene singulet et réduit le peroxyde d’hydrogéne en

eau via I’ascorbate peroxydase.

a-tocophérol - Piéger I’oxygéne singulet en s’oxydant en quinone.
(vitamine E) - Réagir avec les radicaux peroxyles ROOe pour former un

radical tocophéryle.

B caroténe - Piéger les radicaux hydroxyles (HOe) et inhiber les chaines

de peroxydations lipidiques.

Sélénium - Cofacteur enzymatique de la glutathion peroxydase.

10
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4. Les antibiotiques et la résistance bactérienne

Les infections bactériennes sont les maladies les plus meurtriéres et les épidémies les plus
répandues causees par différents micro-organismes. De nombreux antibiotiques ont été
développés pour les traiter, ce sont des substances antibactériennes produites par des micro-
organismes ou des produits de synthése chimique. La mauvaise utilisation des antibiotiques
est a I’origine de la multi-résistance bactérienne (Daglia, 2012 ; Manadhar et al., 2019).

4.1. Modes d’action des antibiotiques

Les agents antibactériens agissent généralement selon des mécanismes qui différent selon

le microorganisme cible : endommagement de la paroi, altération des membranes, coagulation

du contenu cellulaire, influence sur la synthése de I’ADN et des protéines (Luis et al., 2014).

Inhibition de la synthése de la parol cellulaire )
Inhibition de la synthése des protéines

-lactames ; . >
E i Aminoglveosides Macrolides
Glycopeptides oA Al s )
g Tétracyclines Oxazolidinones
Daptomycine
e Ly Streptogramines
[unicamycine e BT
. . Lincosamiges
Bacitracine

Sulfaméthoxazole
Trnnerhro‘.plm- Quinclones = Rifampicine ‘ _
Novobiocine Inhibition de la synthése d'ARN

Inhibition de la synthése d'ADN

Inhibition du métabolisme
Figure 5: Modes d’action des principaux antibiotiques (Yala et al., 2001).
4.2. Mécanismes de la résistance bactérienne

La résistance des bactéries aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise. Les principaux
mécanismes d’action exercés par les bactéries pour rendre les antibiotiques inefficaces sont

résumés dans la figure 6. Le mécanisme exercé dépend du mode d’action de I’antibiotique.

11
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Figure 6 : Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouyabhia et al.,
2017).
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1. Matériel
1.1. Matériel végetal

La plante Thymus algeriensis (Figure 7) a été récoltée en Mars 2022 de la région de
Maadid a M’sila. L’identification de I’espéce a été réalisée par Pr. Smaili Tahar (Université
de M’sila). Les parties aériennes de la plante ont été nettoyées puis séchées a I’abri du soleil
pendant 7 jours. Finalement, le matériel végétal a été broyé et la poudre obtenue a été utilisee

dans la préparation des extraits.

—_

(A) (B)

Figure 7 : La plante Thymus algeriensis. A : Plante dans son environnement. B : Parties
aeriennes.

1.2. Souches bactériennes

Les bactéries utilisées pour tester I’activité antibactérienne des extraits et de I’huile
essentielle de la plante Thymus algeriensis sont des souches de références de type ATCC
(American type culture collection) et sont présentes au niveau de laboratoire de microbiologie
(Département de microbiologie et biochimie) : Staphylococcus aureus (ATCC22923) de
gram positif ; Escherichia coli (ATCC22922) de gram négatif et Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) de gram négatif.

1.3. Produits chimiques
Tous les réactifs chimiques ainsi que les solvants organiques utilisés dans nos expériences

proviennent de Sigma et AnalaR NORMAPUR.
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2. Méthodes
2.1. Méthodes d’extraction

Afin d’extraire les molécules actives de la plante Thymus algeriensis, on a utilisé deux

solvants : I’eau distillée et le méthanol.
2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux (décoction)

L’extraction a été effectuée selon la méthode décrite par Gnanaprakash et ses
collaborateurs (2010). 20 g du mateériel végétal ont été ajoutés a 200 ml d’eau distillée avec
agitation a 70°C dans un bain marie pendant 1 heure. Le mélange est laissé a température
ambiante a I’abri de la lumiére, avec agitation occasionnelle durant 48 heures. La filtration a
été réalisée a I’aide de tissu tres fin, ensuite par du coton et puis par papier filtre. Le filtrat est
évaporeé par un rotavapor a 40°C. Le séchage de I’extrait obtenu a été effectué a I’étuve a une
température de 40°C pendant 24 h et ensuite conservé dans des eppendorfs a 4°C jusqu’a

utilisation.

2.1.2 Préparation de I’extrait methanolique

L’extraction a été réalisée selon la méthode de Thanabhorn et ses collaborateurs en 2006.
50 g de la poudre de la plante ont été macérés dans 500 ml de méthanol. Le mélange a été
laissé deux jours avec agitation occasionnelle a température ambiante et a I'abri de la lumiere.
Apreés la filtration, le filtrat est soumis a une évaporation 40°C. L’extrait obtenu est ensuite

séché a I'étuve et conservé dans des eppendorfs a 4°C jusqu'a utilisation.
2.1.3. L'extraction de I'huile essentielle de la plante Thymus algeriensis

L’extraction de I’huile essentielle de la plante a éte effectuée par Hydrodistillation. Cette
méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un ballon rempli
d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une

surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).

Brievement, dans un ballon de 2000 ml, on met 100 g des parties aériennes de la plante et
on ajoute 1.5 L d'eau distillée. Le mélange est porté a ébullition pendant 3 heures ; a l'aide
d’une seringue, on a récupeéré I'huile essentielle obtenu qui a été mise dans des eppendorfs et

stockée a 4°C jusqu’a utilisation.
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2.1.4. Calcul du rendement de I’extraction

Le rendement en extraits et en huile essentielle de la plante est calculé par la formule

suivante :
R% = (M/My) x 100

R : rendement exprimé en pourcentage.
M : masse en gramme de I’extrait ou de I’huile.

My : masse en gramme de la matiére vegétale seche.
2.2. Etude phytochimique

Pour détecter la présence ou l'absence des principales familles des composés chimiques
dans les extraits de la plante Thymus algeriensis, on utilise des tests phytochimiques selon la
méthode décrite par Sunil et ses collaborateurs (2012).

2.2.1. Les flavonoides

Pour découvrir la présence de flavonoides on a additionné quelques gouttes de NaOH
dilué a 1 ml de chaque extrait (aqueux et méthanolique) a une concentration de 5 mg/ml,
I'apparition du couleur jaune intense puis sa disparition a I’ajout de HCI indique la présence

de flavonoides.
2.2.2. Les saponines

500 pl d’extrait (5 mg/ml) sont dilués par 3 ml d'eau distillée et agités vigoureusement
pendant 15 minutes. La formation d’une couche stable de mousse indique la présence des

saponines.
2.2.3. Les terpenoides

La formation d'un anneau brun rougeatre a I'interface apres avoir mélanger 1 ml de chaque
extrait (5 mg/ml) avec 0,5 ml de chloroforme puis 0.7 ml H,SO4, confirme la présence de
terpénoides dans les extraits.

2.2.4. Les tannins
Pour tester la présence des tannins, on met dans un tube a essai 1 ml d’extrait (Concentration

5 mg/ml) plus quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCl3) 0.1%. La
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présence des tannins est indiquée par la formation d'un précipité noir bleuatre ou noir verdatre.
2.2.5. Les quinones

L apparition d’une coloration rouge apres addition de 500 ul d'acide sulfurique concentré
a 500 pl de chaque extrait indique la présence de quinones.

2.3. Dosage de quelques métabolites secondaires

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de la plante a été effectué par le test de
Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007). Cet essai est basé sur la réduction en milieux alcalin d’un
mélange de phosphotungsténe (WO,>) et phosphomolybdéne (MoO.?) du réactif de Folin
par les groupements oxydables des composes phénoliques. La coloration bleue produite a une

absorption maximale a environ 760-765 nm.

En bref, 1 ml de Folin-Ciocalteu (10 %) est mélangé avec 200 pl de chaque extrait & une
concentration de 2 mg/ml ou avec 200 pl de méthanol et I’eau distillé utilisés pour dissoudre
les extraits (blanc). Aprés avoir agiter et incuber durant 4 min, on ajoute 800 pl de carbonate
de sodium (Na,CO3) a une concentration de 75 g/l, puis on incube durant 2 h a température
ambiante et & I’abri de la lumiere. L’absorbance est ensuite mesurée a =765 nm par un
spectrophotometre.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique (dissout dans le méthanol) est préparée par
quatre concentrations différentes (10, 20, 40 et 80 pg/ml) (Figure 8). Les concentrations de
polyphénols dans les extraits sont calculées et exprimées en ug d’équivalent d’acide gallique

par mg d’extrait sec (ug EAG/mg E).
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Chaque point représente la moyenne se trois répétitions.

2.3.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3 décrite par Bahorun et ses collaborateurs
(1996) a éte utilisee pour quantifier les flavonoides dans les extraits étudiés. Les flavonoides

forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium).

On additionne 1 ml d’AICl3 (2%) a 1 ml de chaque extrait préparés a des concentrations
differentes (2 et 4 mg/ml). Aprés incubation a I’obscurité durant 10 min, I’absorbance est
mesurée a A = 430 nm. Le calcul de la concentration des flavonoides dans les extraits est
déduit a partir d’une gamme d'étalonnage établie avec la quercétine (dissoute dans le
méthanol) & déférentes concentrations (5, 10, 20 et 40 pug/ml) (Figure 9), elle est exprimée en

ug d’équivalent de la quercétine par mg d’extrait sec (ug EQ/mg E).
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Figure 9: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Chaque point représente la moyenne se trois répétitions.
2.4. Etude de I’activité anti-radicalaire des extraits de la plante

L’evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la plante Thymus algeriensis a été
effectuée par le test DPPH (2,2' diphényl-1-picrylhydrazul) réalisé selon le protocole décrit
par Brand-Williams et ses collaborateurs (1995). Dans Ce test, les antioxydants réduisent le
2,2" diphenyl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune le di-
phénylpicrylhydrazine ; I'intensité de couleur a 517 nm est donc inversement proportionnelle

a la capacité des antioxydants présents dans les extraits.

Brievement, 1250 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,04 mg/ml) sont ajoutés a
50 pl de chaque extrait (a concentrations différentes) ou a 50 pl de méthanol ou d’eau distillée
(blancs). Apres agitation, les tubes sont conservés a temperature ambiante a I'abri de la
lumiere pendant 30 min et I'absorbance de la solution est mesurée a 517 nm. La quercétine
(dissoute dans le méthanol) est utilisée comme témoin positif. Le pourcentage d’inhibition du

radical libre DPPH est calculé par la formule suivante :
196 = [(Ablanc — Ach) / Ablanc] X 100

1%: pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.
Apianc : Absorbance du témoin négatif.

Acgch : Absorbance de I’échantillon (I’extrait ou la quercétine).
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2.5. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits et de I’huile

essentielle de T. algeriensis

2.5.1. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a
leur croissance pendant 24 h a 37°C. Une colonie a été prélevée de chaque souche bactérienne
et introduite dans 9 ml d’eau physiologie stérile. Aprés agitation, I’absorbance a été mesurée
et ajustée a une valeur allant de 0,08 a 0.13 a une longueur d’onde de 620 nm. La
concentration finale de I’inoculum est approximativement de I’ordre de 10’-10° UFC /ml
(Khribch et al., 2018).

2.5.2. Méthode de puits de diffusion

La gélose Mueller-Hinton a été coulée dans des boites de Pétri et ensemencée a l'aide des
écouvillons par I’inoculum préalablement préparé. Des puits sont ensuite creusés a des points
équidistants des bords et du centre des boites. 30 pl de chaque extrait a une concentration de
250 mg/ml ont été deposes dans les puits formeés. 30 ul d'eau distillée stérile ou de DMSO ont
été utilisés comme contrble négatif, en plus, des disques de la gentamycine (GM) a 10 g /
disque ont été utilisés comme contrdle positif. Les boites de Pétri ont été conservées au

réfrigérateur pendant une heure, et ensuite incubées a I'étuve a 37°C pendant 18 h a 24 h.

La lecture a été réalisée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de
chaque puits, en mm ; Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et
sont classeés selon la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits de la plante : non sensible
(-) pour les diamétres de 8 mm (pas d’inhibition autour du disque); sensible (+) pour les
diametres de 9 a 14 mm; tres sensible (++) pour les diametres de 15 a 19 mm et extrémement

sensible (+++) pour les diametres plus de 20 mm (Ponce et al., 2003).
2.5.3. Méthode des disques de diffusion (aromatogramme)

La réalisation de cette méthode repose sur le principe de I’antibiogramme qui est basé sur
la diffusion de I’huile essentielle a partir des disques et leur capacité d’inhibition de la

croissance microbienne.

A I’aide d’une micropipette, on a prélevé 10 pl de I’huile essentielle de T. algeriensis et
on a versé ce volume sur les disques de papier whatman stériles placés a la surface des boites

de Pétri remplies par la gélose Mueller-Hinton et préalablement ensemencées par les souches
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étudiées. Apres conservation a 4°C pendant 1 heure, puis incubation a 37°C pendant 18 a 24 h

a I’étuve, les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés en millimétre.
2.6. Etude statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimes en moyenne de trois répétitions + SD. La
signification statistique entre le contrble positif et les échantillons est déterminée par le test
ANOVA-One way et les différences sont considérées significatives au seuil de 5% (p < 0.05).
Les courbes et les histogrammes ont été réalisés a I’aide de programme Microsoft Excel 2007,

et les analyses statistiques ont été effectués par le logiciel GraphPad Prism 7.04.
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1. Extraction

Les deux extraits (méthanolique et aqueux) sont obtenus a partir des parties aériennes de la
plante Thymus algeriensis en utilisant la technique de macération. L’extraction de I’huile
essentielle de la plante a été effectuée par hydrodistillation. Les rendements d’extraction sont
exprimés en pourcentage de masse d’extrait ou de I’huile essentielle par rapport a la masse
initiale du mateériel végétal. Les rendements obtenus sont représentés dans le tableau 3.
Tableau 3: Rendements des extractions aqueuse, méthanolique et de I’huile essentielle de

Thymus algeriensis.

Extrait Rendement (%)
Méthanol 08.20
Agueux 08.50
Huille essentielle 18.85

A partir des résultats obtenus, les rendements d’extraction des deux extraits méthanolique
et aqueux sont trés proches (8.2 et 8.5 %, respectivement). 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).

L’huile essentielle de la plante Thymus algeriensis était de couleur jaune avec une odeur
fortement aromatique. Le rendement d’extraction de I’huile est égal a 18.85 %. Le rendement
obtenu dans cette étude est largement plus important que celui trouvé par Hazzit et al.,
(2009), ou le rendement d’extraction de I’huile de T. algeriensis était égal a 0,4 %. Dans une
autre étude réalisée par Zayyad et al.,(2014), le rendement d’extraction de I’huile de cette
plante était de I’ordre de 2.96 %. Les différences obtenues au niveau des rendements peuvent

étre attribuées aux conditions climatiques et édaphiques (facteur écologique lié au sol) ainsi

gu’au stade végétatif de la plante (Selka et al., 2016).
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2. Etude phytochimique

Les résultats des divers tests phytochimiques effectués sur les extraits sont représentés
dans le tableau 4.
Tableau 4 : Analyse phytochimique des différents extraits de Thymus algeriensis.

Extrait Méthanolique Agueux
Flavonoides + +
Saponines + -
Tannins + +
Terpénoide + +
Quinones + +

(+): Présence, (-): Absence.

Selon les résultats montrés dans le tableau 4, les flavonoides, les terpénoides, les tannins et
les quinones sont présents dans les deux extraits étudiés, alors que les saponines sont présents
seulement dans I’extrait méthanolique.

Les flavonoides et les tannins sont des métabolites secondaires qui appartiennent au
groupe des polyphénols. Les quinones, connus pour leur activité antimicrobienne, possedent
des cycles aromatiques avec deux substituant cétones et les terpénoides sont des précurseurs
pour la synthese des stéroides dans les plantes (Tiwari et al., 2011).

Selon Ainanshe et Batool (2016), la partie aérienne des feuilles de Thymus vulgaris, une
espece du méme genre que la plante étudiée dans notre travail, contient les flavonoides et les
tannins. Une autre étude réalisée par Mehreen et ses collaborateurs en 2016, a confirmé la
présence des flavonoides dans la partie aérienne de T. vulgaris, ainsi que I’absence des

saponines, des terpénoides et des tannins dans cette plante.

3. Dosage des composés phénoliques de la plante
Les teneurs des extraits étudiés en polyphénols totaux et en flavonoides ont été
déterminées par des méthodes spectrophotométrique. Les résultats obtenus sont résumés dans

le tableau 5.
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Tableau 5: Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits de Thymus

algeriensis.
Extrait Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
(ng EAG/mg E) (ng EQ/mg E)
Méthanolique 236.18 £ 4.47 15.36 + 0.62
Aqueux 146.35 + 4.20 17.15+0.34

EAG: équivalent d’acide gallique ; EQ: equivalent de quercétine ; E : extrait.

Selon le tableau 05, les deux extraits de la plante renferment des teneurs considérables en
polyphénols totaux ; I’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols (236.18 pg
EAG/mg E) par rapport a I’extrait aqueux (146.35 ug EAG/mg E). Dans une étude effectuée
par Salhi et ses collaborateurs en 2016, le taux de polyphénols totaux de I’extrait aqueux des
feuilles de T. algeriensis est égal a 117.50 ung EAG/mg E ; ce résultat est proche de la valeur

trouvée dans notre étude.

Dans le dosage des flavonoides, les extraits aqueux et méthanolique ont montré des
valeurs proches (17.15 et 15.36 ug EQ/mg E, respectivement). Dans la méme étude
précédente (Salhi et al., 2016), la teneur en flavonoides de I’extrait aqueux des feuilles de la

plante est égale a 17.31 ug EQ/mg E, qui est une valeur semblable a nos résultats.

4. Activité antiradicalaire des extraits de Thymus algeriensis

L’evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Thymus algeriensis a été effectuee
par la méthode de DPPH, ce dernier est un radical libre qui peut étre réduit par les
antioxydants présents dans les extraits végétaux, ainsi sa couleur passe du violet au jaune, ce
qui induit la diminution de I’absorbance a 517 nm (Yaici et al., 2019). L’activité antioxydante
de nos extraits est exprimée en 1Cso, qui correspond a la concentration d’extrait nécessaire
pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPHe. Les résultats obtenus sont

illustrés dans la figure 10.
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Figure 10 : Les concentrations des extraits de Thymus algeriensis et de la quercétine
inhibitrices de 50 % du radical DPPH (1Csp).Comparaison par rapport au quercétine, (p<0.001)***,

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD.

Les extraits aqueux et méthanolique de la plante ont montré une activité radicalaire dose-
dépendante. L’extrait méthanolique a été plus actif que la décoction avec des ICsy égale a
0.79 et 4.15 mg/ml, respectivement. L activité des extraits a été plus faible que celle de
la quercétine dont la valeur d’1Cs est de 0.04 mg/ml.

Selon les résultats obtenus par Nateqi et Mirghazanfari (2018), I'extrait méthanolique de
Thymus vulgaris a été aussi le plus actif dans le piégeage du radical DPPH par rapport a

I’extrait aqueux (16.5 et 35.5 mg d’équivalent d’acide ascorbique/g d’extrait, respectivement).

5. Activité antibactérienne des extraits et de |’huile essentielle de T.

algeriensis
L activité antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle de la plante a été évaluée en
utilisant la méthode de puits de diffusion pour les extraits et la méthode des disques de

diffusion pour I’huile. Les résultats obtenus sont réesumés dans le tableau 6 et la figure 11.
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Tableau 6 : Diameétres des zones d’inhibition (en mm) résultant de I’effet antibactérien des

extraits et de I’huile essentielle de Thymus algeriensis.

Extrait Méthanolique Aqueux Huile Gentamycine
(250 mg/ml) (250 mg/ml) essentielle 10 pg/disque

E. coli NA NA 29+2.64 25+1

S. aureus 11.33+1.15 NA 25.5+0.7 35.33+0.57

P. aeruginosa NA NA NA 20.5+4.94

NA : non actif.

L’extrait méthanolique a montré une activité antibactérienne seulement contre la souche S.
aureus, avec une zone d’inhibition de 11.33 mm pour une dose de 250 mg/ml. En revanche,
I’extrait aqueux n’a présenté aucune activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées.

L’huile essentielle pure de la plante a montré une activité considérable contre les deux

souches E. coli et S. aureus, avec des zones d’inhibition de 29 et 25.5 mm, respectivement.
Ces bactéries de Gram négatif et positif sont alors extrémement sensibles a I’'HE de T.
algeriensis.
La gentamicine utilisée comme contrble positif semble avoir une action inhibitrice sur la
croissance de toutes les souches testées a une dose de 10 pg/disque. Les zones d’inhibition
obtenues varient de 20.5 a 35.33 mm. Les trois souches sont donc extrémement sensibles a cet
antibiotique. En outre, le DMSO utilisé comme contrdle négatif n’a montré aucun effet contre
les bactéries utilisées.

Selon I’étude réalisée par Messaoudi et al. en 2019, I’extrait méthanolique de T.
algeriensis a montré une activité contre E. coli (13 mm), S. aureus (19 mm) et P.aeruginosa
(16.5 mm) a une dose de 50 pl/disque, il a donné des concentrations minimales inhibitrices de
220, 40 et 185 pg/ml, respectivement. Ces résultats sont loin de ceux obtenus dans notre
étude.

Dans I’étude effectuée par Zayyad et al., (2014), I’huile essentielle de Thymus algeriensis
a montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis de S. aureus et E. coli, ce qui est en

accord avec nos résultats.
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Extrait méthanolique, S. aureus HE, S. aureus

HE, E. coli GM, E. coli

GM, S. aureus GM, P. aeruginosa

Figure 11 : Photos représentant I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique (250

mg/ml), I’huile essentielle (HE) et la gentamycine (GM) sur les souches étudiées.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont une source des produits et des substances de composés
naturels bioactifs. La région de M’sila présente une végétation naturelle intéressante et
diversifiée. Thymus algeriensis est une plante médicinale de la famille des lamiacées qui peut

étre une source de molécules a activités biologiques.

L'étude phytochimique des extraits préparés a partir de la partie aérienne de cette plante a
montré la présence des tannins, flavonoides, quinones, saponines et terpénoides dans ces
extraits. Ces derniers ont montré des teneurs intéressantes en polyphénols, surtout I’extrait

méthanolique. Les quantités de flavonoides ont été proches dans les deux extraits.

L'évaluation de l'activité antioxydant a été déterminée par le test DPPH, ou I’extrait
méthanolique était le plus puissant par rapport a la décoction. L'activité antibactérienne des
extraits et de I’huile essentielle de Thymus algeriensis a été évaluée par la méthode des puits
de diffusion et la méthode de disques de diffusion. D'apres les résultats d'obtenues, les
souches E. coli et S. aureus ont été extrémement sensibles a I’HE de la plante. En outre,

I’extrait méthanolique a montré une activité contre S. aureus.

D’autres études plus avancées sont nécessaires pour la caractérisation des composes
chimiques actifs des extraits de la plante, ainsi que pour I’étude de ses activités biologiques in

vitro et in vivo.
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