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Résumé

Teucrium polium est une plante médicinale appartenant a la famille des Lamicées, cette
espece connue sous le nom de « khayata », est trés répandue dans le bassin mediterranéen.
L’extrait méthanolique (EM) a été obtenu par macération et I’huille essentille (HE) a été obtenue
par hydrodistillation. Les rendements respectifs sont : 15.56% et 0.635%. La teneur totale en
composés phénoliques a ét¢ déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Elle est de 143
mg EAG/g pour I’EM et 60 mg EAG/g d’HE. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la
méthode AICI;, leur teneur est de 137.5 et 0.28 mg EQ/g dans I'EM et I’'HE respectivement.
L’activité antioxydante a été¢ évaluée en utilisant deux méthodes différentes: la technique de
blanchissement du B-caroténe et la méthode de réduction de radical libre DPPH. Pour le premier
test ICso a été estimée a 2.90 mg/mL et 1.8mg/mL pour I’EM et I’HE respectivement, celle du
BHT est 0.006mg/ml. Pour le second test la Clsy a été estimée a 0.035 et 10.46 mg/mL pour
I’EM et I’HE respectivement, alors que celle du témoin positif BHT est de 0.02mg/mL.
L’activité antibacterienne a été déterminée sur 8 souches bactériennes, selon la méthode des
disques et puits de diffusion. La CMI est enregistrée allant de 31.25 jusqu’a 125mg/mL et la
CMB était inférieure ou égale a 250mg/mLpour I'EM. La CMI allant de 5.72 jusqu’a 22.9
mg/mL et la CMB était inférieure ou égale a 45.83mg/mLpour I'HE . Pour les moisissures I’'HE
de Teucrium polium a provoqué une inhibition trés importante sur toutes les moisissures testées
avec un pourcentage d’inhibition qui varie de 50.29% a 87.11% et pour ’EM le pourcentage

d’inhibition variait de 0.00% a 71.92%.

Mots clés - Teucrium polium, Lamiaceae, extrait méthanolique, huile essentielle, polyphenols, flavonoides, activité
antioxydante, activité antimicrobienne.




Abstract

Teucrium polium is a medicinal plant belonging to the Lamiceae family, this species
known as "khayata", is widespread in the Mediterranean basin. The methanolic extract (ME) was
obtained by maceration and the essential oil (EO) was obtained by hydrodistillation. The
respective yields were: 15.56% and 0.635%. The total phenolic content was determined using the
Folin-Ciocalteu reagent, it was 143 mg GAE/ g for the ME and 60 mg GAE / g of EO. The
flavonoid content were evaluated using the AlCIl; method, It was 137.5 and 0.28 mg QE / g in the
methanolic extract and EO respectively. The antioxidant activity was evaluated using two
different methods: the B-carotene bleaching technique and the DPPH free radical reduction
method. For the first test ICsy was estimated at 2.90 mg / mL and 1.8 mg / mL for ME and EO
respectively, that of BHT is 0.006. For the second test The IC50 was estimated at 0.035 and
10.46 mg / mL for the ME and the EO respectively. While that of the BHT positive control is
0.02 mg / mL. Antibacterial activity was determined on 8 bacterial strains. Using the method of
propagation by means of disks and by wells. The minimum concentration of inhibitor (CMI)
ranges from 31.25 to 125 mg/mL and the measurement of CMB < 250 mg / mL for EM and from
5.72 t0 22.9 mg / mL and CMB<45.83 ul / mL for EO. For fungi, EO caused a very significant
inhibition on all the fungi tested with a percentage inhibition which varies from 50.29% to

87.11% and for the EM the percentage of inhibition ranging from 0.00% at 71.92%.

Key words -Teucrium polium, Lamiaceae, methanolic extract, essential oil, polyphenols, flavonoids, antioxidant

activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Les herbes et les préparations a base de plantes ont été utilisées pour traiter les
affections depuis la préhistoire, et le traitement de diverses maladies par des médicaments a
base de plantes fait toujours partie intégrante de nombreuses cultures a travers le monde.
L'Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) estime que 80% des habitants des pays en
développement utilisent presque exclusivement la médecine traditionnelle. Ces médicaments,
dérivés directement ou indirectement de plantes, constituent 25% de I'arsenal pharmaceutique.
La phytothérapie est devenue une pratique courante dans le monde entier depuis la dernicre
partie du vingtieme siécle. Cela tient principalement a la reconnaissance de la valeur des
pharmacopées traditionnelles et autochtones, a la nécessité de rendre les soins de santé
abordables pour tous et a la perception selon laquelle les remédes naturels sont en quelque
sorte plus sirs et plus efficaces que les remedes dérivés des produits pharmaceutiques

(Ahmad et al, 2006).

En Algérie, la phytothérapie fait partie intégrante de la culture locale. La population
posseéde un savoir autochtone important acquis de mani¢re empirique au fil des générations.
Sa situation géographique et sa diversité climatique ont permis le développement d’une flore
trés riche et trés diversifiée; qui a été utilisé depuis des temps immémoriaux pour traiter
plusieurs maladies (Bouasla et al, 2017). L’Algérie est considérée comme I'un des pays les
plus riches en termes de diversité végétale avec 3164 espéces de plantes dont les Lamiaceae
(Benarba et al, 2015). Cette famille est I’'une des principales familles de plantes
dicotylédones, qui comprend environ 258 genres et 6900 especes tels que le thym, la lavande
sauvage et le teucrium ; particulierement répandues depuis le bassin méditerranéen jusqu’en
Asie centrale. Le genre Teucrium comprend plus de 300 espéces généralement aromatiques
poussant a I’état spontané dans diverses régions du globe. Il est largement présent dans le
bassin méditerranéen et plus particulicrement en Algérie ou sont recensées respectivement 21

especes (Fertout et al, 2017).

Teucrium polium L., plus connue sous le nom de germandrée dorée, est une espéce
d'arbuste méditerranéenne appartenant a la famille des Lamiaceae. Cette plante médicinale est
utilisée depuis plus de deux mille ans en médecine traditionnelle. Il a été utilisé dans les pays
méditerranéens pour traiter de nombreuses maladies telles que les douleurs abdominales,
l'indigestion et le diabéte. Plusieurs études sur des extraits aqueux et alcooliques de
germandrée dorée ont révélé des propriétés antimicrobiennes, hypoglycémiques,

antinociceptives et antioxydantes (Fiorentino et al, 2011).
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Dans ce contexte s’inscrit notre travail dont I’objectif essentiel consiste a 1’analyse
quantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides de 1’extrait méthanolique et de
I’huile essenticlle de Teucrium polium et 1’étude de [I’activité antioxydante et

antimicrobienne.
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1. Les plantes médicinales

1.1. Définition

Selon 1'Organisation mondiale de la santé, une plante médicinale contient dans un ou
plusieurs de ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques ou

qui sont des précurseurs de la synthése de médicaments utiles.

Les plantes médicinales fournissent aux gens des médicaments pour prévenir les
maladies, maintenir la santé ou guérir les maux. La plante médicinale posseéde des
caractéristiques favorables a la santé, procure un soulagement temporaire des problémes
symptomatiques, ou a des propriétés curatives. Les racines, les feuilles, les graines, 1'écorce ou
toutes les parties d'une plante médicinale possédent un principe thérapeutique, ou un

précurseur de la syntheése de médicaments utiles (Alamgir, 2017).
1.2. Substances naturelles d’origine végétale

Les plantes synthétisent une vaste gamme de composé€s organiques classifiés
traditionnellement comme métabolites primaires et secondaires, bien que les limites précises

entre les deux groupes puissent parfois étre quelque peu floues (Crozier et al., 2006).

1.2.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires, y compris les glucides, les protéines, les lipides, les acides
nucléiques, etc., sont synthétisés dans les plantes par des voies métaboliques primaires. Ils
répondent aux besoins de base des activités vitales des plantes et sont donc présents dans

toutes les plantes (Alamgir, 2017).
1.2.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des structures chimiques diverses classées en trois
groupes: les phénoliques, les terpenes et les stéroides, et les alcaloides (Alvarez, 2014). Ils
sont présents dans certains groupes taxonomiques sélectionnés (pas universellement dans
toutes les plantes); apparemment, ils n’ont pas de fonction principale et servent
principalement a la fonction défensive (attirer également les agents pollinisateurs) des plantes.
Bon nombre d'entre eux sont physiologiquement actifs et sont utilisés comme agents

thérapeutiques (Alamgir, 2017).
1.2.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques se caractérisent par le fait qu’ils possédent au moins un cycle

aromatique auquel sont attachés un ou plusieurs groupes hydroxyles (figure 01). Plus de 8 000
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structures phénoliques ont été signalées et elles sont largement dispersées dans le régne
végétal. Les composés phénoliques vont des composés simples, de faible poids moléculaire, a
cycle aromatique unique aux tanins complexes en passant par les polyphénols. Ils peuvent étre
classés en fonction de I’encombrement et de I’arrangement de leurs atomes de carbone et sont

généralement associés aux sucres et aux acides organiques (Crozier et al., 2006).

o

Figure 01- Structure de simple phénol (Pengelly, 2004).

1.2.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques a quinze atomes de carbone, avec
deux cycles aromatiques reliés par un pont a trois carbones (figure 02). Ils sont les plus
nombreux des composés phénoliques et se retrouvent dans tout le régne végétal. Ils sont
présents a des concentrations élevées dans 1'épiderme des feuilles et la peau des fruits et
jouent un role important et vari¢ en tant que métabolites secondaires. Chez les plantes, les
flavonoides sont impliqués dans divers processus tels que la protection UV, la pigmentation,

la stimulation des nodules fixateurs d'azote et la résistance aux maladies (Crozier et al., 2006).

Figure 02 - Structure de base des flavonoides (Alvarez, 2014).

Les flavonoides ont un important champ d'action et possédent de nombreuses vertus
médicinales : antioxydants, ils sont particulicrement actifs dans le maintien d'une bonne
circulation ; certains flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des
effets protecteurs sur le foie. Les isoflavones, que 1'on trouve par exemple dans le tréfle rouge

a citron (Citrus limon), sont efficaces dans le traitement des troubles liés a la ménopause

(Chevallier, 1996).
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1.2.2.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des principes odorants stockés dans des cellules végétales
spéciales - glandes, poils glandulaires, conduits d'huile ou conduits de résine - situées dans
n'importe quelle partie d'une plante ou de ses exsudations. Ces huiles sont responsables des
ardmes distinctifs associés aux différentes especes de plantes. Elles sont solubles dans 1’alcool
et les graisses, mais peu solubles dans I’eau. La plupart des huiles essentielles sont incolores,
a l'exception de l'azuléne, qui est bleue. Lorsqu'elles sont exposées a la lumiére et a l'air, elles
s'oxydent et se résinifient facilement. On les appelle aussi huiles volatiles, car elles
s'évaporent lorsqu'elles sont soumises a la chaleur (Pengelly, 2004). Les huiles essentielles
extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus importants principes actifs des

plantes. Elles sont largement employées en parfumerie (Chevallier, 1996).

L'é¢tude de la composition chimique des huiles essentielles montre qu'il s'agit de mélanges
complexes et variables de constituants : des terpénoides (les plus fréquents) et des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (moins fréquents) (Bencheikh, 2017).

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés médicinales, susceptibles de
répondre a tous les besoins des étres humains. Elles sont antiseptiques, antibactériennes, anti-
infectieuses et cicatrisantes. Elles peuvent souvent remplacer les antibiotiques et sont
extrémement efficaces pour combattre certaines infections pulmonaires, intestinales, cutanées
ou urinaires. Les huiles essentielles ont une double action: elles combattent les germes
pathogenes sans détruire les tissus sains; elles assainissent et modifient si nécessaire le

«terrain » de l'individu traité (Buronzo, 2008).
1.3. Utilisation des plantes médicinales

Pendant longtemps, les plantes ont été utilisées uniquement en nature, sous forme de
tisanes ou de poudres. Maintenant beaucoup sont présentées en gélules, mais il existe de
nombreuses formes d’utilisation des plantes médicinales. Quelle que soit leur présentation,
elles jouissent d'un regain d'intérét largement suscité et entretenu par la publicité ainsi que par
d'innombrables ouvrages de vulgarisation. De plus en plus de plantes sont utilisées en
mélange. Pour ces préparations, des reégles de bonnes pratiques officinales ont été instaurées.
De nombreux parametres sont a respecter comme le nombre de plantes, les associations
possibles, la saveur, ou encore le golt qui devra étre adapté au client. L'age du patient et son
¢tat devront également étre pris en compte. La menthe par exemple, sera évitée chez un
patient ulcéreux. Signalons également que de nombreuses plantes s’emploient uniquement en
homéopathie. C’est par exemple le cas de la souche Arum triphyllum provenant de I’Arum a

trois feuilles, ou Navet indien, appartenant a la famille des Araceae. Elle est utilisée en
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dilution dans le traitement des affections respiratoires et du surmenage de la voix. Pour finir il
ne faut pas oublier que les plantes médicinales sont aussi utilisées dans la thérapeutique
vétérinaire. Citons comme exemple le Serpolet (Thymus serpyllum L.) qui est utilisé comme

antiseptique, ou contre les entérites et les parasitoses des volailles (Chabrier, 2010).
2. Généralité sur la plante étudiée

Teucrium polium L. est une plante appartenant a la famille des Lamiaceae. Son nom
dérive de l'union du termes Grecs «tetcrion», en I'honneur d'un ancien roi troyen qui, selon
I'historiographe romain Pliny, fut le premier a l'utiliser a des fins médicales et «polion»
signifiant gris, blanchatre ; se référant a la couleur des fleurs (Venditti et al., 2017). Ce genre
comprend plus de 300 espeéces généralement aromatiques poussant a 1’état spontané dans
diverses régions du globe. Il est largement présent dans le bassin méditerranéen et plus

particuliérement en Algérie (Fertout et al., 2016).
2.1. Description botanique

Teucrium polium est une plante arbustive vivace, trés velue-laineuse et trés polymorphe
d'environ 10 a 35 cm de hauteur, a tiges nombreuses et ramifiées. Les fleurs ont une corolle
blanche ou jaune, grappes denses au sommet des rameaux; le calice a la forme d'une cloche
avec 5 dents égales plates, triangulaires ou acuminées. Les fruits sont des nucules brun clair a
brun foncé avec une surface en treillis. Plante extrémement variable, suivant le degré de
ramification, la couleur des fleurs, celle des poils laineux qui recouvrent toute la plante, on a
décrit de trés nombreuses sous-especes, reliées d'ailleurs par tous les intermédiaires etc. La
floraison a lieu d'Avril a Juin. Toutes les parties aériennes des plantes ont une odeur agréable

et aromatique (Ozenda, 2004 ; Jaradat, 2015).
2.2. Noms et position systématique

Selon Quezel et Santa (1963), Teucrium polium est classé comme suit:

Reégne Plantae
Embranchement =~ Phanérogames

sous Emb Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Teucrium

Espéce Teucrium polium L.
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Cette Lamiacée est connue sous le nom frangais: Germandrée tomenteuse, et le nom anglais:
Felty germander, Ezovion. On reconnait plusieurs noms vernaculaires Arabes ou Berberes:
Kayatta, Djadda ou Gattaba (Algérie), Timzourin (Berbere-Algerie), Takmazzut (Touaregs-
Algerie), Jaaida (Maroc), Elgaslam et Elhelal (Yémen), Hachichet elrih (Liban) (Bendif,
2017).

2.3. Habitat et distribution géographique

Le genre Teucrium est un genre important distribué en Europe, en Afrique du Nord et
dans les régions tempérées d'Asie, mais principalement dans la région méditerranéenne.
Certaines especes, a savoir Teucrium polium L. et T. orientale L., sont largement répandues
dans les régions steppiques, arides et semi-arides. Il aime le soleil et un sol léger et bien
drainé et pousse sur les collines et les sables (Bukhari et al., 2015; Ozenda, 2004). En Algérie,
la plante est assez commune dans I’espace méditerrano-saharien, plus rare au Sahara
septentrional et au Tassili, elle pousse dans les lieux rocailleux et secs, les lits arides, roches et

sables (Bendif, 2017).
2.4. Compositions chimiques

I1 a été démontré que les plantes appartenant au genre Teucrium contiennent différentes
classes de composés tels que les esters d’acides gras, les diterpénes, les monoterpenes, les
sesquiterpenes, les flavonoides et les polyphénols. Les flavonoides qui ont été isolés d'especes
de T. polium comprennent la cirsimaritine, le cirsilol, le cirsilinol, le 5-hydroxy-6,7,3'4'-
tétraméthoxyflavone, la salvigénine, l'apigénine 5-galloylglucoside, 1'apigénine-7-glucoside,

la vicénine-2- et la lutéoline-7-glucoside (Hasani et al., 2007).

Dans l'ensemble, les huiles essentielles de T. polium ont été caractérisées par des
sesquiterpenes, en particulier, le germacéne D (13,8%), le P-eudesmol (8,7%), le
bicyclogermacene (4,9%) et le (E) caryophylléne (4,2%) étaient les constituants dominants
dans la zone d’extérieur des parties végétatives, tandis que le germacéne D (12,5%), le
timideobunol (5,6%), le d&-cadinéne (4,7%) et le bicyclogermacéne (4,6%) étaient les

principaux composants volatils dans les fleurs (Bendif et al., 2018).
2.5. Utilisation thérapeutique et industrielle

Les espeéces de Teucrium sont utilisées comme plantes médicinales depuis plus de 2000
ans, et certaines d'entre elles sont encore utilisées en médecine populaire. Le Teucrium polium
est utilis¢ comme remede traditionnel pour traiter divers maux; par exemple, comme
antispasmodique, antirhumatismal, carminatif, stimulant, tonique, astringent, vulnérable, et

méme comme traitement contre le rhume et la stérilité féminine. Traditionnellement, dans les
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pays méditerranéens, T. polium a été utilisé pour différents types de pathologies, telles que les
troubles gastro-intestinaux, les inflammations, le diabéte et les rhumatismes. Il est également
utilis¢ comme antibactérien, antiulcéreux, hypotenseur, anorexique et antipyrétique
(Bahramikia et Yazdanparast, 2012). Une infusion de ses parties aériennes est utilisée pour les
maux de téte, comme vermifuge, dépuratif, et pour traiter les calculs rénaux. L'importance de
ce genre dans les industries alimentaires réside €galement dans le fait que de nombreuses
especes présentent des activités antimicrobiennes, antioxydantes et antifongiques, ce qui les
rend utiles en tant qu'ingrédients conservateurs naturels (Menichini et al., 2009; Bendif et

al., 2018).
3. Stress oxydatif

11 fait référence au grave déséquilibre existant entre la production de radicaux libres et le
systéme de défense antioxydant, entrainant des lésions des tissus fonctionnels (Ardestani et

al., 2008).
3.1. Les especes réactives d’oxygenes

Les especes réactives de l'oxygene (ERO) sont un groupe de molécules hautement
réactives importantes pour la signalisation intracellulaire et intercellulaire, y compris, mais
sans s'y limiter, I'anion superoxyde (O;), le peroxyde d'hydrogéne (H,O,) et le radical
hydroxyle (HO). La majorité des ERO endogenes sont produites en tant que sous-produit du
transfert d'électrons inefficace au cours de la phosphorylation oxydative dans les
mitochondries, ou des ERO excessifs peuvent oxyder et endommager de maniére irréversible
les protéines, les lipides et I'ADN, créant un état pathologique appelé stress oxydatif impliqué

dans de nombreuses maladies humaines (Wible et al., 2017).
3.2. Les antioxydants

un antioxydant est "toute substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles
concentrations comparée a celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe de maniére

significative 1'oxydation de ce substrat" (Sies, 1997).

Il existe de nombreux systémes enzymatiques dans les cellules et les fluides corporels
permettant de controler le niveau d'especes réactives qui pourraient sinon générer une cascade
de produits qui, a leur tour, entralneraient une attaque des oxydants. Les glutathion S-
transférases constituent un groupe important de ces enzymes. Des intermédiaires électrophiles
biologiquement réactifs peuvent étre formés dans diverses voies métaboliques, notamment
celles impliquant le cytochrome, et présentent un intérét en toxicologie et en pharmacologie

(Sies, 1997). Le systéme antioxydant endogéne ne suffit pas et les humains dépendent de
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divers types d'antioxydants présents dans leur régime alimentaire pour maintenir les radicaux
libres tels que les vitamines C et E, les flavonoides et les acides phénoliques (Carocho et al.,

2013).

4. Activité antimicrobienne

Les maladies infectieuses sont responsables de 45% des déces dans les pays a faibles
revenus et de presque une mortalit¢ prématurée dans le monde entier. Les infections
bactériennes représentent 70% des cas de mortalité causées par les microorganismes. Selon le
National Institute of Heath, les maladies infectieuses représentent la seconde cause de déces et

la premiere cause de perte d’années de vie productives a travers le monde (Pieboji, 2007).

L'augmentation de la résistance aux antibiotiques est devenue un grave probléme de
sant¢ public touchant la quasi-totalit¢ des agents antibactériens dans tous leurs champs
d'action. Les antibiotiques perdent leur efficacité et les maladies que 1'on croyait éradiquées
réapparaissent. Des bactéries autrefois sensibles développent donc des résistances a des
médicaments jusque-la efficaces. Cette diminution de I'efficacit¢ des moyens de lutte oblige
donc a explorer de nouvelles pistes, en synthétisant de nouveaux composés aux vertus
bactéricides. La nouvelle démarche consiste a s'intéresser a la recherche de principes actifs
dans les produits naturels d'origine végétale, plus particulierement les métabolites secondaires
a savoir les huiles essentielles. Celles-ci issues de plantes aromatique sont utilisées depuis
longtemps pour traiter des pathologies et pour améliorer la santé et le bien-étre (Bekhechi,

2009).
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1. Matériel végétal

La partie aérienne de la plante étudiée (figure 03) a été récoltée dans les région de Bou-
saada (M’sila) durant le mois d’Avril 2019. Apres la récolte, nous avons procédé au séchage a la
température ambiante (20-25°C) pendant environ 15 jours a I’air libre. Ensuite, les échantillons

ont été récupérés dans des sacs en papier propres et stockés a I’abri de la lumiére et d’humidité.

Figure 03- Aspect morphologique de I’espéce T. polium L.de la région de récolte.
2. Procédés d’extraction

2.1. Extraction méthanolique par macération

Cinquante g de la plante broyée ont été extraits avec S00mL de méthanol absolu et le
mélange a été maintenu sous agitation pendant 24h a température ambiante ( figure 4a). L'extrait
méthanolique (EM) a été filtré a l'aide d'étoffe de mousseline et le filtrat a été concentré a
nouveau & l'aide d'un évaporateur rotatif a 60°C (figure 04b). L'extrait obtenu a été séché au
dessiccateur avant d'étre finalement stocké au réfrigérateur avant utilisation. Le pourcentage de

rendement de I'extrait a été calculé avant stockage (Atere, 2018).

Le rendement en extrait est exprimé en pourcentage par rapport au poids sec de la plante et

est calculé par la formule suivante (Bachiri et al., 2016):
Rendement (%) = Mgy /Mg, X 100

Ou ; Mg, Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g.
MEg.h: Masse de I’échantillon végétal en g.

10
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2.2. Extraction de I’huile essentielle (HE)

L'huile essentielle a ¢té obtenue par hydrodistillation en utilisant un appareil de type
Clevenger (figure 04 ¢). La distillation a été effectuée en utilisant 100g de matériel végétal séché
et broyé dans 1 L d'eau distillée pendant 3h. Les HEs obtenues ont ét¢ conservées dans une petite

bouteille en verre ambrée a 4 °C jusqu'a 'utilisation (Aburjai et al., 2006).

Le rendement en HE est exprimé en pourcentage par rapport au poids sec de la plante et est

calculé par la formule suivante (Bachiri et al., 2016):
Rendementyg (%) = M’/M %100

Ou ; M’: Masse de I’'HE obtenue en g.
M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en g.

Figure 4- Procédés d’extraction : a) Macération, b) Evaporation sous vide, ¢) Hydrodistillation.

3. Dosage des composés phénoliques
3.1. Dosage des polyphénols

Le test de Folin—Ciocalteu (FC) est la méthode la plus répandue pour I’estimation des
composés phénoliques totaux. Cette méthode coloriétrique mesure le changement de couleur du
réactif FC du jaune au bleu foncé en présence d’antioxydant a 750 nm. L'acide gallique est le

standard couramment utilisé (Denys, 2013).

En bref, a 0.1 mL (Img / mL) d’échantillon, 0.9 mL d’eau distillée et 0.2 mL de réactif FC
ont été ajoutés et le mélange résultant a été vortexé. Apreés 5 minutes de repos, ImL d'une
solution a 7% (w/v) de Na,COj a été ensuite ajouté et la solution obtenue a été complétée a 2.5

mL avec de l'eau distillée.

La solution a été incubée pendant 90min a la température ambiante, aprés quoi

I’absorbance vis-a-vis d’un contrdle contenant le solvant a 750nm. Le dosage des polyphénols

11
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totaux se fait par comparaison de 1’absorbance de chacun des échantillons par rapport a celle
obtenue par un étalon qui est 1’acide gallique et les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g d’extrait) ou par g d’HE (mg EAG/g
d’HE) (Atere et al., 2018).

3.2. Dosage des flavonoides

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’¢lectrons (Ribéreau-Gayon et

al., 1972).

Le taux des flavonoides dans I’EM et I’HE de T. polium a été déterminé par la méthode de
trichlorure d’aluminium (AICl;). Brievement, 0.5mL de solution méthanolique de AICl; (2%,
w/v) a été¢ mélangé avec le méme volume de solution d'EM ou d’HE. Les valeurs d'absorbance
des mélanges réactionnels ont été déterminées a 415 nm aprés une durée de 10 minutes contre un
blanc. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine par g (mg EQ/g) de d’extrait

ou par g d’HE (Aktumsek et al., 2013).
4. Evaluation de I’activité antioxydante

4.1. Test de DPPH

Il s’agit d’un dosage spectrophotométrique basé sur le balayage des radicaux DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle). Il est un test de décoloration qui mesure la capacité des
antioxydants a réagir directement avec les radicaux DPPH en surveillant la diminution de
I’absorbance a 517nm due a la réduction des antioxydants ou a la réaction avec une espece
radicalaire (Re) . Le DPPH est un radical libre stable présentant une absorbance maximale a 517
nm. Cependant, lorsqu'il rencontre un substrat donneur de proton tel qu'un antioxydant, les
radicaux sont piégés et l'absorbance est réduite. La réduction de 1'absorbance est la mesure du

DPPH libre due a l'action de I'antioxydant (Denys, 2013).

Le pouvoir de piégeage des radicaux libres de I’extrait et de I’HE de T. polium a été
déterminé selon la méthode décrite par Atere et al. (2018). Un volume de 500ul de la solution
méthanolique de I’extrait ou de ’'HE (a différentes concentrations) est mélangé avec 500ul d’une
solution méthanolique de DPPH. Dans le contrdle ’EM et ’HE sont remplacés par le méthanol.
Le milieu réactionnel est vigoureusement agité puis incubé a ’obscurité pendant 30min a la

température ambiante. L.’absorbance a 517nm est ensuite mesurée contre un blanc a 1’aide d’un
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spectrophotometre. Le BHT est utilis¢ comme standard et le pourcentage d’inhibition du DPPH

est calculé par la formule suivante :
I(%) = [(Ac — A/ A] x 100

Ou I(%) est le pourcentage d’inhibition ; A, est I’absorbance du contréle ; et A¢ est ’absorbance
de I’échantillon. La concentration de I’échantillon fournissant 50% d’inhibition (ICsy) est
calculée a partir du graphique représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’EM ou de I’'HE.
4.2. Test de blanchiment du pB-caroténe

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du
B-caroténe. Dans ce test la capacité antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide

linoléique (Boudjouref, 2011).

La capacité de I’HE et de I’EM de T. polium pour empécher le blanchiment du B-caroténe a
été étudiée selon la méthode décrite par Aktumsek et al. (2013). Briévement, une solution meére
de mélange de B-caroteéne et d'acide linoléique a été préparée comme suit: 0.5 mg de -caroténe a
¢été dissous dans 1 mL de chloroforme. On a ajouté 25 pL d'acide linoléique et 200 mg de Tween
40. Le chloroforme a ét¢ complétement évaporé sous vide. Ensuite, 100 mL d'eau distillée
saturée en oxygene ont été ajoutés sous agitation vigoureuse; des aliquotes de 1350 uL de ce
mélange réactionnel ont été dispersés dans des tubes a essai et 150 puL de l'extrait méthanolique
ou de I’HE, selon une série de dilution prédéfinie, ont été ajoutés. Apres agitation, 1’absorbance a
¢té mesurée immédiatement a 470nm et les mélanges ont été ensuite incubés pendant 2 heures a
50°C. La méme procédure a été répétée avec le BHT utilisé comme étalon positif. Le méthanol a
été utilisé comme controle négatif. Enfin, I’absorbance des mélanges (a 470nm) a été¢ a nouveau
mesurée apres incubation et 1’activité antioxydante relative (1%) a été calculée selon la formule

suivante :

1% = [(A+Co)/ (Co-C)] X100

Ou A et C; représentent respectivement les valeurs de 1’absorbance mesurées pour 1’échantillon
testé et le controle aprés 120min d’incubation, et Cy représente la valeur de 1’absorbance du

controle mesurée au début de I’incubation. Les résultats sont exprimés en valeurs d’ICs
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(mg/mL); la concentration requise pour provoquer 50% d’inhibition du blanchiment du f-

caroténe.
5. Evaluation de P’activité antimicrobienne

5.1. Microorganismes testés

Les bactéries soumises a I’action de I’EM ou de I’HE de T.polium sont des bactéries de
référence disponibles au niveau de laboratoire de microbiologie du département de
Microbiologie et Biochimie: Proteus mirabilis ATCC 35659 ; Staphylococcus aureus ATCC
25923; S. epidermidis ATCC 12228; Bacillus subtilis ATCC6633; Pseudomonas aeuruginosa
ATCC 27853; Escherichia coli ATCC 25922; Salmonella enterica ATCC 14028; Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603.

Les champignons soumis a I’action de I’EM ou de I’HE sont des champignons disponibles
au niveau du laboratoire de microbiologie du département : Aspergillus niger; A. flavus ;

Penicillium expansum; P. digitatum et la levure Candida albicans ATCC 10231.
5.2. Préparation de I’'inoculum

Les bactéries ont été ensemencées dans du bouillon nutritif et incubées a 37 °C/18h. Elles
sont ensuite ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 18h, pour optimiser
leur croissance. A I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester sont prélevées et puis déchargées dans 9mL d’eau
physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien homogénéisée et son opacité est ajustée

a 0.5 de I’échelle de McFarland.

Les champignons sont cultivés sur le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) a 25°C pendant

7jours (Mouria et al., 2005).
5.3. Activité antibactérienne
5.3.1. Test des puits de diffusion

La gélose Muller-Hinton (MHA) stérile a été versée dans chaque boite de Pétri. Les boites
ont été ensemencées selon le procédé d’ecouviollange. Un disque de gélose de 7mm a été retiré
de la gélose ensemencée pour former un puits ; 4 puits ont été effectués. Trois de ces derniers ont
été remplis de maniére aseptique par 30uL d’EM (600mg/mL), et le 4™ a été rempli de DMSO
en tant que controle négatif. Les boites ont été maintenues a 4°C pendant 1 heure pour que ’'HE
puisse diffuser. Apres une incubation de 24h a 37 °C, les diamétres des zones d'inhibition de la
croissance ont ét¢ mesuré en mm (Essawi et al., 2000). La gentamicine (GM) alOug/disque a été

utilisée comme contrdle positif.
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5.3.2. Test des disques de diffusion

Ce test est inspiré de I’antibiogramme visant a tester la sensibilité des souches bactériennes
par diffusion de ’HE en milieu solide créant ainsi un gradient de concentrations entre le
composé et le microorganisme ciblé. Dans des boites de Pétri stériles, 20 mL de gélose MH sont
coulés et laissés pendant 20 min. Apres solidification, 0.1mL de suspension bactérienne a été
ensemencé sur toute la surface par écouvillonnage. Des disques en papier Whatman stérile de
9mm de diameétre sont disposés sur la gélose et un volume de 15uL d’HE est introduit sur les

disques. L’HE a été remplacée par le DMSO dans les témoins (Ouri et al., 2016).

Les boites ont été maintenues a 4°C pendant 1 heure pour que I’HE puisse diffuser, et elles
ont ensuite été¢ incubées pendant 24h a 37°C. La mesure des diamétres d’inhibition (y compris le
diamétre de disque) a été effectuée (trois répétitions) et les valeurs moyennes ont été calculées

(Ouis, 2015).
5.4. Activité antifongique
5.4.1. Effet de ’HE et de ’EM sur la croissance mycélienne des champignons

L’analyse de l'activité antifongique in vitro sur la croissance mycélienne a été évalué par la
méthode des disques de diffusion pour I’HE et la méthode des puits de diffusion pour I’EM. Un
disque de mycélium fongique (6mm), découpé de la périphérie d'une culture agée de 7 jours, a
été aseptiquement déposé au centre de chaque boite de Pétri contenant le Potato Dexrose Agar
(PDA) et I’HE et I’EM est déposer sur des disques de papier Whatman stériles (9mm) et dans des
puits (7mm) respectivement. L’HE et I’EM ont été remplacés par le DMSO dans les témoins.
Les boites ont été incubées a 25 °C pendant 7 jours. Le pourcentage d'inhibition de la croissance

mycélienne par rapport au témoin a été calculé a I'aide de la formule suivante :
Inhibition mycélienne (%) = ((A - B)/A)*100

Ou A est le diamétre moyen des colonies pour les ensembles de contrdle et, B est le diametre

moyen des colonies pour les ensembles de traitement.

L’efficacité des traitements a été évaluée en mesurant la croissance diamétrale moyenne

des colonies au 2™ | 5™ et 7™ jour aprés 1’inoculation (Sharma et al., 2016)
5.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) se définie comme la plus faible concentration

de I’EM ou de I’HE pour inhiber la croissance visible des bactéries (Cuia et al., 2018).

Les valeurs de la CMI ont été étudiées pour les souches bactériennes, car elles étaient

sensibles a l'huile essentielle et/ou a 'EM. Les inoculums des souches bactériennes ont été
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préparés a partir de cultures en bouillon de 12h et les suspensions ont été ajustées a la turbidité
0.5 de I’echelle McFarland. L’HE et I’EM ont tout d’abord été dissous dans du DMSO a 10%, et
dans le bouillon nutritif, puis des séries de dilutions au demi ont été effectuées dans une gamme
de concentrations allant de 3.9 a 500 mg/mL pour ’EM et de 0.78 a 100 uL/mL pour I’HE dans
de petits tubes stériles contenant du bouillon nutritif. Les valeurs de CMI des extraits vis-a-vis
des souches bactériennes et des isolats de Candida albicans ont été déterminées sur la base d'une
méthode de dilution par micropuits. En bref, les plaques a 96 puits ont été préparées en
répartissant dans chaque puits 95 uL de bouillon nutritif et 5 uLL d'inoculum. Dans les premiers
puits, on a ajouté des aliquotes de 100uL a partir des solutions méres d'HE et d'EM initialement
préparés. Ensuite, 100 pL de leurs dilutions en série ont ét¢ transférés dans les huit puits
consécutifs. Le dernier puits contenant 195uL de bouillon nutritif sans extrait et 5 uL. d'inoculum
a été utilis€ comme témoin négatif. Le volume final dans chaque puits était de 200 pL. La plaque
était recouverte et scellée, puis incubée aux températures approprié¢es pendant 24 h (Soken et al.,

2004).

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration
en HE ou en EM capable de tuer plus de 99.9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de
0.01 % de survivants). Afin de déterminer cette concentration, 0.1mL de chaque puits dans
lequel aucune croissance n’est observée est ensemencé sur gélose nutritive puis incubé a 37°C
pendant 24h. Les concentrations, dans les boites qui ne présentent aucune croissance, sont

considérées comme CMB (Bachiri et al., 2016).

6. Analyse statistique

Toutes les analyses de D’activit¢ antioxydante sont faites en trois répétitions et la
comparaison des moyennes est réalisée par Analyse de la Variance (ANOVA) one way,
permettant de calculer les moyennes et les écarts types. Les comparaisons statistiques ont été
faites au moyen du test de Dunnett. Pour I’ensemble des données, la significativité a été admise
avec une erreur de 5% (P < 0.05). Le logiciel utilis¢é est GraphPad Prism (7.0.0.0) pour

Windows.
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1. Rendement de la plante

Dans ce travail, a partir de 50g des parties aériennes de T. polium et apres évaporation du
méthanol, un extrait visqueux de couleur vert foncée est récupéré; le rendement est de 15.56 %.
Ce taux est assez proche de celui obtenu par Sharififar et al. (2009) (14.9%), mais faible par
rapport a celui obtenu par Boumerfeg et al. (2012) (20.07%). Le rendement est dépendant de
plusieurs facteurs a savoir le temps de macération, la température, le solvant d’extraction ainsi

que son volume.

L’HE obtenue par hydrodistillation, de rendement 0.635%, était de couleur jaunatre avec
une trés forte et persistante odeur. Ce rendement peut étre considéré proche du moyen par
rapport a d’autres régions en Algérie ; 1.66% de la région Tessala (Sidi Bel Abbés) (Fertout et
al., 2017), 0.21% (Tlemcen) (Belmekki et al., 2013), 1.7% (Ain Mlila) (Kabouche et al., 2007),

ou d’autres régions méditerranennes ; 0.8 % en Jordanie (Aburjai et al., 2006).

Ces variations peuvent étre dues a plusieurs facteurs, notamment le degré de maturité des
fleurs, I’interaction avec 1’environnement (type de sol et température), le moment de la récolte et

la méthode d’extraction (Fertout et al., 2016).
2. Dosage des composés phénoliques de la plante

La méthode de FC a été choisie pour doser les polyphénols pour les raisons suivantes ; (i)
c’est une méthode qui satisfait aux criteéres de faisabilité et de reproductibilité, (ii) la disponibilité
du réactif de Folin-Ciocalteu et la méthode est bien standardisée, (iii) la longueur d'onde
maximum (765 nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec la
matrice d'échantillon qui est coloré (krache, 2015). Les résultats obtenus des polyphenols sont
exprimés en mg EAG/g en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage

tracée de 1’acide gallique (Annexe I).

La détermination des taux de flavonoides selon la méthode de AICI;, dont la quercétine
considérée comme contrdle positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage (Annexe 1), d’ou

on a calculé la teneur en flavonoides d’EM et I’HE qui est exprimé en pg EQ/g d’EM ou d’HE.

Les résultats obtenus montrent que la teneur en polyphénols totaux (TPT) et la teneur en
flavonoides totaux (TFT) de I’EM est plus ¢levée que celle de I’'HE (figure 5). Les TPT et TFT
obtenues dans la présente étude sont treés élevées par rapport a celles obtenues par Khaled-
Khodja et al. (2014) dans une étude menée au nord-est de I'Algérie ou les teneurs sont 45.65mg
EAG/g et 10.98 mg QE/g respectivement. De méme, la méme plante poussant au Tlemcen
(Algeria) a présenté des teneurs faibles en polyphenols et flavonoides, 3.810 mg EAG/g et 3.2
mg QE/g (Belmekki et al.,2012).
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Figure 5. Teneurs en PT et en FT de I’EM et de I’HE de T. polium.

3. Activité antioxydante
3.1. Testde DPPH

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilisé¢ pour 1’évaluation des activités
antioxydantes. Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un atome d’hydrogene
pour devenir une molécule stable non radicalaire. La capacit¢é de réduire ce radical est

déterminée par la diminution de 1’absorbance a 517 nm induite par la substance étudiée.

D'aprées le test DPPH, 'EM testé a montré une activité antioxydante importante proche du
témoin positif (Tableau 01) et beaucoup plus importante que celle de I’'HE de la méme plante

(Annexe II).

Tableau 1- Les valeurs ICs, (mg/mL) de I’EM, de I’HE de T. polium et du
standard BHT dans le test de DPPH.

BHT EM HE HE*

ICs (mg/mL)  0.02+£0.001* 0.035+0.002° 10.46£0.7°  11.42+0.8

* les valeurs ayant la méme lettre ne présentent pas de différences significatives selon
I’analyse de la variance a un facteur (ANOVA) suivie par le test de comparaisons
multiples de Dunnett, p<0.05.

#la valeur est exprimée en pl/mL.

En fait, des études antérieures réalisées par Sharififar et al. (2009) ont montré que ’EM de
T. polium présente une trés importante activité¢ antiradicalaire vis-a-vis du BHT (ICso de
20.1£1.7 pg/mL vs 18.3+1.9 ug/mL, respectivement) ; Aouadhi et al. (2013) ont également
étudié l'activité antioxydante de I’EM de la méme espece et ont mentionné une ICsy de 21+0.5

png/mL.
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L’HE a montré une activité de piégeage de DPPH assez faible (ICso= 10.46+0.07); De
plus, des études antéricures par El Atki et al. (2019) ont montré une activité significative de
piégeage des radicaux libres des HE de T. polium poussant au Maroc avec ICsp= 7.2+0.55

mg/mL.

La différence peut étre liée a la polarité des solvants d’extraction et/ou aux conditions
climatiques des zones de collection. En plus les interactions synergiques entre les antioxydants
dans un mélange fait que I’activité antioxydante dépend non seulement de la concentration, mais
¢galement de la structure et la nature des antioxydants (Falleh et al., 2008). Ce qui devrait étre

pris en considération dans 'activité biologique.
3.2. Test de blanchiment du B-caroténe

Le test du P-caroténe/acide linoléique est une méthode utile pour évaluer Dlactivité
inhibitrice de la peroxydation lipidique d’extraits de plantes. Le tableau 02 montre la capacité

antioxydante d’extrait méthanolique et I’HE de T.polium mesurée par blanchiment du -caroténe.

Dans ce test, I’'HE de T. polium présentait une activité d’inhibition meilleure que celle de

son I’EM, mais les 02 extraits sont faibles par rapport au BHT (BHT> HE > EM), Annexe III.

Tableau 2- Les valeurs ICsy (mg/mL) de I’'EM, de I’HE de T. polium et du standard
dans le test de blanchiment du B-caroténe.

BHT EM HE HE*

ICs) (mg/mL)*  0.006+0.00" 2.9+0.3° 1.8+0.4¢ 1.9940.44

* les différéntes lettres indiquent une différence significative selon I’analyse de la variance a un
facteur (ANOVA) suivie par le test de comparaisons multiples de Dunnett, p<0.05.
#1a valeur est exprimée en pl/mL

Les composés phénoliques de cette espece sont les responsables majeurs de ses
potentialités antioxydantes. Cette activité ne dépend pas seulement de la concentration en
composés phénoliques mais aussi de la structure et de 1’interaction entre les différents composés

antioxydants (Bettaieb et al., 2017).
4. Activité antimicrobienne

4.1. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’HE et I’EM de T. polium est évaluée par la méthode des
disques et des puits de diffussion respectivement. Les diameétres des zones d'inhibition des

souches bactériennes sont exprimés en mm apres 24 h d'incubation a 37 °C (Tableau 03).

Sachant que, le DMSO (solvant) a été testé comme contrdle négatif, les résultats montrent

que le solvant ne présente aucun effet sur la croissance des souches bactériennes et I’antibiotique
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(la gentamicine) utilis¢é comme contrdle positif présente un effet d’inhibition sur la croissance

presque de toutes les souches testées.

Les résultats obtenus (figure 06), montrent que l'huile essenticlle de T. polium a une
activité élevée contre S. aureus ATCC 25923, et a une action moindre contre S. epidermidis
ATCC 12228, E. coli ATCC25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603
et aucun effet sur S. enterica ATCC14028, P. mirabilis ATCC35659, B. subtilis ATCC 6633.

Tableau 3- Diamétres des zones d’inhibition illustrant I’activité antibactérienne de I’HE (15uL/disque)
et de ’EM (600mg/mL) de T. polium et la Gentamicine GM (10pg/ disque).

Zone d’inhibition (mm)

Souches testées HE EM GM
P. mirabilis ATCC 35659 + + 24
S. enterica ATCC 14028 + 12.66+0.57 21
S. aureus ATCC 25923 32.16+0.50 14.16+0.57 26
S. epidermidis ATCC 12228 13.16+1.04 11.50+0.70 22
B. subtilis ATCC 6633 + + -
P. aeruginosa ATCC 27853 10.83+0.76 9.75+1.06 15
E. coli ATCC 25922 11.00+0.00 13.00+0.50 26
K. pneumoniae ATCC 700603 12.00+0.00 + 21

+ croissance totale
- n'est pas testée

Figure 6- Effet de I’'HE de T. polium (15ul/disque) sur les différentes souches testées.
a) E.coli; b) S.epidermidis; ¢) B. subtilis; d) S.enterica e) K. pneumoniae ; f)
P. aeruginosa; g) P.mirabilis ; h) S. aureus.

Des recherches antérieures sur d” HE de T. polium par Lograda et al (2014) ont également

constaté une activité élevée contre E. coli et S. aureus.

L’activite antibacterienne de I’EM a ¢été relativement singificative contre 5 souches parmi
les huit testées : S. epidermidis ATCC12228, S. enterica ATCC14028, E. coli ATCC25922, S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853. Les bactéries K. pneumoniae ATCC 700603,
P. mirabilis ATCC35659 et B. subtilis ATCC 6633 paraissent resistantes (figure 07).

20



Chapitre 111 Résultats et discussion

Nos résultats sont en accord avec ceux de Darabpour et al. (2010) ou I’EM de la plante une
activité antimicrobienne notamment sur E.coli, S. aureus et une résistance est observée avec P.
mirabilis. La résistance observée pourrait étre due a la perméabilité de la membrane cellulaire ou

a d'autres facteurs génétiques.

Figure 7. L’effet de ’'EM de T. polium (600mg/mL) sur les différentes souches testées.
a) S.aureus; b) E.coli; ¢) P. aeruginosa; d) S.enterica;e) S.aureus f) B.subtilis ;
g) Proteus mirabilis; h) K. pneumoniae

4.2. Activité antifongique

L’activité¢ antifongique de I’EM et de I’HE de T. polium a été étudiée vis-a-vis de 04
moisissures et une levure en utilisant le milieu PDA. L’effet des extraits de T. polium sur la
levure Candida albicans ATCC 10231 a été évalué par la méthode de disques de diffusion pour
I’HE et par la méthode des puits de diffusion pour ’EM comme décrit ci-dessus pour les

bactéries.

Les résultats obtenus ont démontré que I’EM et I’HE de la partie aérienne de T. polium a
un effet inhibiteur sémilaire sur la croissance de C. albicans avec une zone d’inhibition de

12.50+ 0.00 mm pour ’EM et 12.16+ 1.04 mm pour I'HE (figure 08).

Figure 8- Effet de T. polium sur C. albicans : (a) EM (600mg/mL) ; (b) HE
(15pl/disque)

Contrairement a nos résultats, Darwish et Aburjai (2010) n’ont enregistré aucune activité

antimicrobienne de I’EM de la T. polium sur C. albicans.
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Des recherches antérieures par Kerbouche et al. (2015) ont également constaté a un effet

inhibiteur d’HE sur la croissance de C. albicans avec une zone d’inhibition de 13.74+0.6 mm.

4.2.1 Effet de ’HE et de ’EM sur P’aspect filamenteux des champignons

En general, I’HE et I EM appliqués par les différentes méthodes, ont réduit la croissance
des champignons testés. L’HE a réduit significativement ou a complétement inhibé la croissance

de certaines moisissures testées.

87,11 EmEM B HE

80,24

76,38

0

Aspergillus niger A. flavus Penicillium P. expansum
digitatum

Figure 9- Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne provoqué par I’'HE et 'EM de T. polium
au 7°™ jour d’incubation.

Les résultats obtenus (figure 10) montrent que I’HE de T. polium a provoqué une inhibition
trés importante sur toutes les moisissures testées avec un pourcentage d’inhibition qui varie de
50.29% a 87.11% . Penicillium. digitatum est le plus sensible a la concentration de 15ul/mL en
HE avec une inhibition compléte.L’effet remarquable de I’HE de la plante peut étre attribué a sa

richesse en composés chimiques différents (Asdadi et al., 2016).

Fiqure 10- Effet de I’'HE de T.polium sur la croissance mycélienne des
moisissures : (a) A. niger; (b) A. flavus ; (¢) P. digitatum; (d) P.
expansum ; (a’,b’,c’,d’) les contrdles respectivement.
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Les résultats obtenus par belmekki et al.(2013) montre que 10uL d'HE a un effet faible
sur Aspergillus Flavus, Fusarium oxysporum et Rhizopus stolonifer avec un pourcentage

d'inhibition de 25.9,10.53,0 réspectivement.

L’EM de T. polium appliqué par la technique des puits a présenté un effet inhibiteur qui
varie de 0.00 % a 71.92%. Penicillium expansum est le plus résistant a 600mg/mL avec un

pourcentage d’inhibition de 6.54% et le champignon le plus sensible est P. digitatum.

Des études réalisés par mahmoud et al. (2011) ont enrégistré une activité inhibitrice
significative ~ sur Aspergillus niger et A.parasticus avec un pourcentage 67.4 et 61

réspectivement.

sur la croissance mycélienne des
moisissures : (a) A. niger ; (b) A. flavus ; (¢) P. digitatum ; (d) P.
expansum ; (a’,b’,¢’,d’) les contrdles respectivement.

4.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Des données plus précises sur les propriétés antibactériennes ont été obtenues par la
détermination des concentrations bactériostatiques et bactéricides. Les valeurs des CMI et CMB

de ’EM et de I’HE de T. polium sont présentées dans le tableau 04.

Tableau 4- Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) ou levuricide (*) de I’EM et de
I’HE de T.polium.

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
Souches testées EM HE EM HE
P. mirabilis ATCC 35659 62.5 22.9 125 45.83
S. aureus ATCC 25923 62.5 5.72 125 22.9
S. epidermidis ATCC 12228 62.5 11.45 125 229
B. subtilis ATCC 6633 31.25 11.45 125 45.83
P. aeruginosa ATCC27853 62.5 11.45 125 45.83
E. coli ATCC 25922 62.5 11.45 250 -
S. enterica ATCC 14028 31.25 11.45 125 22.9
K. pneumoniae ATCC 700603 125 11.45 250 45.83
C. albicans ATCC 10231 ~ 62.5" 11.45" 125" 229"

— : toutes les concentrations utilisées ne sont pas bactéricides.
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L'huile essentielle de T. polium s'est révélé tres efficace pour inhiber la croissance de toutes
les bactéries testées. En fait, les valeurs de CMI et de MBC pour les microorganismes testés

étaient comprises entre 5.72 et 22.9 mg/mL et 22.9 a 45.83 mg/ mL, respectivement.

La valeur de CMI mentionnée par Fertout-Mouri et al. (2017) est de l’ordre de

31.25pg/mL et enregistrée pour S. aureus. Cette concentration peut étre considérée, comme tres

forte (< 500 pg/mL).

Cette forte capacit¢ des HEs est due principalement aux terpénes qui constituent les
principaux composants des HEs; ainsi, des recherches sur les effets des terpénoides sur la
membrane bactérienne isolée suggerent que cette activité est due a des propriétés lipophiles des
terpenes, a la puissance de leurs groupements fonctionnels et a leur solubilité aqueuse. Plusieurs
processus comprenant I’inhibition du transport des électrons, la translocation des protéines, la
phosphorylation et d’autres réactions enzymatiques peuvent avoir lieu. En outre, 1’activité
antibactérienne des extraits de plantes dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, la période
de récolte, les conditions édaphoclimatiques, la méthode d’extraction, la composition chimique,

ainsi que les types de microorganismes testés et les conditions de réalisation des tests (Bachiri et

al., 2016).

L’EM semble avoir une activité antimicrobienne contre tous les microorganismes testes.
La CMI de ’EM est comprise entre 31.25 et 125mg/mL. Les deux bactéries B. subtilis et S.
enterica sont les plus sensibles a I’action de I’EM avec une CMI de ’ordre de 31.25 mg/mL ;
alors que K. pneumoniae exige une CMI élevée (125mg/mL). La valeur de la CMB la plus élevée

est enregistrée pour K. pneumoniae et E. coli ; elle est de 250mg/mL.

Des études antérieures portant sur la méme plante récoltée en Iran et en Jordanie ont révélé
que l'extrait méthanolique de T. polium constituait une source d'agent antimicrobien, mais il
existe souvent d'importantes variations dans l'intensit¢ des activités antimicrobiennes. Par
exemple, Darabpour et al. (2010) ont démontré que I'extrait méthanolique de T. polium de I’Iran
inhibait la croissance de plusieurs bactéries avec différentes CMI. Cet extrait inhibait la
croissance de S. aureus, S. typhimurium avec une CMI de 40 mg/mL. De plus, 10 mg/mL
représentent également la CMB contre B. anthracis. En Jordanie, Tarawneh et al. (2010) ont
démontré que l'extrait méthanolique de T. polium était actif contre les bactéries Gram-positives
et Gram-négatives et que l'activité inhibitrice la plus élevée était observée contre E. coli (CMI =
1.2 mg/mL), tandis que I’effet antimicrobien le plus faible a été observé contre P. aeruginosa
(CMI = 2.4 mg/mL) et S. aureus (CMI = 2.2 mg/mL).
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Dans le but de la valorisation d’une des plantes de la famille lamiacées, I’une des familles
les plus importantes dans la flore de 1'Algérie, nous avons effectué un travail permettant a
contribuer a la mise en évidence des activités biologiques de I’huiles essentielle et de 1’extrait

méthanolique de Teucrium polium L.; une lamiacée issue dede la région de Bou Saada.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre l'éventail des tests
antioxydants et antimicrobiens ainsi que I’isolement et la caractérisation des composés actifs
dans les différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des
différentes activités biologiques de cette plante. L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne
constitue qu’une premiere ¢tape dans la recherche de substances d'origine naturelle
biologiquement actives. Une étude in vivo est souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie

sur les activités antioxydante et antimicrobienne des extraits de cette plante.
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Figure 1. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols
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Figure 2. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

totaux




Annexes

ANNEXE II
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Figure 03 : Pourcentages d’inhibition du DPPHe en fonction des
concentrations de I’HE de T. polium.
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Figure 04 : Pourcentages d’inhibition du DPPHe en fonction des
concentrations de I’EM de T.polium.
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Figure 05 : Pourcentages d’inhibition du DPPHe en fonction des
concentrations du standard (BHT)
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Figure 06 : Pourcentages d’inhibition du blanchiment de B-caroténe
en fonction des concentrations du standard (BHT).
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Figure 07 : Pourcentages d’inhibition du blanchiment de B-caroténe
en fonction des concentrations de I’EM de T. polium.
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Figure 08 : Pourcentages d’inhibition du blanchiment de -caroténe
en fonction des concentrations de I'HE de T. polium.
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Abstract

Teucrium polium is a medicinal plant belonging to the Lamiceae family, this species known as "khayata", is
widespread in the Mediterranean basin. The methanolic extract (ME) was obtained by maceration and the essential oil
(EO) was obtained by hydrodistillation. The respective yields were: 15.56% and 0.635%. The total phenolic content
was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it was 143 mg GAE/ g for the ME and 60 mg GAE / g of EO. The
flavonoid content were evaluated using the AICl; method, It was 137.5 and 0.28 mg QE / g in the methanolic extract
and EO respectively. The antioxidant activity was evaluated using two different methods: the B-carotene bleaching
technique and the DPPH free radical reduction method. For the first test it was estimated at 2.90 mg / mL and 1.8 mg /
mL for ME and EO respectively, that of BHT is 0.006. For the second test The IC50 was estimated at 0.035 and
10.46 mg / mL for the ME and the EO respectively. While that of the BHT positive control is 0.02 mg / mL.
Antibacterial activity was determined on 8 bacterial strains. Using the method of propagation by means of disks and
by wells. The minimum concentration of inhibitor (CMI) ranges from 31.25 to 125 mg / mL and the measurement of
CMB <250 mg / mL for EM and from 5.72 to 22.9 mg / mL and CMB<45.83 pul / mL for EO. For fungi, EO caused
a very significant inhibition on all the fungi tested with a percentage inhibition which varies from 50.29% to 87.11%
and for the EM the percentage of inhibition ranging from 0.00% at 71.92%.

Key words -Teucrium polium, Lamiaceae, methanolic extract, essential oil, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,
antimicrobial activity.

Résumé

Teucrium polium est une plante médicinale appartenant a la famille des Lamicées, cette espéce connue sous
le nom de « khayata », est trés répandue dans le bassin mediterranéen. L’extrait méthanolique (EM) a été obtenu par
macération et I’huille essentille (HE) a été obtenue par hydrodistillation. Les rendements respectifs sont : 15.56% et
0.635%. La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Elle est
de 143 mg EAG/g pour I’EM et 60 mg EAG/g d’HE. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICl;,
leur teneur est de 137.5 et 0.28 mg EQ/g dans I'EM et I’HE respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée en
utilisant deux méthodes différentes: la technique de blanchissement du B-caroténe et la méthode de réduction de
radical libre DPPH. Pour le premier test elle a été estimée a 2.90 mg/mL et 1.8mg/mL pour 'EM et I’'HE
respectivement, celle du BHT est 0.006mg/ml. Pour le second test la Cls, a été estimée a 0.035 et 10.46 mg/mL pour
I’EM et I’HE respectivement, alors que celle du témoin positif BHT est de 0.02mg/mL. L’activité antibacterienne a
été déterminée sur 8 souches bactériennes, selon la méthode des disques et puits de diffusion. La CMI est enregistrée
allant de 31.25 jusqu’a 125mg/mL et la CMB était inférieure ou égale a 250mg/mLpour I'EM. La CMI allant de 5.72
jusqu’a 22.9 mg/mL et la CMB ¢était inférieure ou égale a 45.83mg/mLpour I'HE . Pour les moisissures I’HE de
Teucrium polium a provoqué une inhibition trés importante sur toutes les moisissures testées avec un pourcentage

d’inhibition qui varie de 50.29% a 87.11% et pour I’EM le pourcentage d’inhibition variait de 0.00% a 71.92%.

Mots clés -Teucrium polium, Lamiaceae, extrait méthanolique, huile essentielle, polyphenols, flavonoides, activité antioxydante,
activité antimicrobienne.



