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Résumé

Ce travail a pour objectif I’étude de la composition chimique ainsi que les activités biologiques
des huiles essentielles et extraits phénoliques de deux espéces de la famille des Lamiaceae :
Saccocalyx satureioides et Thymus vulgaris. Les huiles essentielles de ces plantes ont été
obtenues par hydrodistillation de la partie aérienne. Les teneurs en huiles essentielles se situent
entre 1,01%, pour Saccocalyx satureioides et 3,97% (m/m) pour Thymus vulgaris. L’analyse par
chromatographie en phase gazeuse (CPG) seule et couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)
a révélé que ’a-terpinéol est le composé majoritaire pour les différents échantillons de S.
satureioides, le y-terpinene et le carvacrol pour T. vulgaris. L’analyse par HPLC/SM des extraits
phénolique de S. satureioides a révelé la présence de I’acide rosmarinique, ’acide caffeique,
I’acide isomelitrique, I’eriodictyol, le tetrahydroxyisoflavone-O-hexoside, I’isoscutellarein-7-O-
allosyl (1-2) glucose, le kaempferol-methoxy-methylether et le cirsimaritin. Pour les extraits de
T. vulgaris, on note la présence d’eriodictyol-O-hexoside au niveau de 1’échantillon T1, alors
que I’échantillon T2 était caractérisé par la présence d’acide rosmarinique. Les extraits de T.
vulgaris ont été aussi caractérisés par la présence des composés suivants : I’acide caffeique,
I’isoscutellarein-7-O-allosyl (1-2) glucose, ’eriodictyol, 1’acide isomelitrique, ainsi que le 3-
hydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone et le cirsimaritin pour les extraits de T1. Les activités
antioxydantes des huiles essentielles et des extraits phénoliques ont été évaluées par les tests :
DPPH, Molybdate-Phosphate, 3-carotene, CUPRAC, FRAP et ABTS. Les résultats obtenus ont
montré que les huiles essentielles testées possedent un bon pouvoir réducteur et une activité
anti-radicalaire moyens ou parfois négligeable en comparaison aux antioxydants de références

utilisées, alors que les extraits phénoliques ont montré des activités plus fortes.

Mots clés
Saccocalyx satureioides, Thymus vulgaris, huile essentielle, extraits phénoliques, activité

antioxydante.



Abstract

This work aims to study the chemical composition and biological activities of essential oils and
phenolic extracts of two species of the Lamiaceae family: Saccocalyx satureioides and Thymus
vulgaris. The essential oils of these plants were obtained by hydrodistillation of the aerial part.
The levels of essential oils are between 1.01% for Saccocalyx satureioides and a 3.97% (m/m)
for Thymus vulgaris. Gas chromatographic (GC) and GC (mass spectroscopy) analysis revealed
that a-terpineol is the major compound for the different S. satureioides samples, y-terpinene and
carvacrol for T. vulgaris. HPLC analysis of phenolic extracts of S. satureioides revealed the
presence of rosmarinic acid, caffeic acid, isomelitic acid, eriodictyol, tetrahydroxyisoflavone-O-
hexoside, isoscutellarein-7-O -allosyl (1-2) glucose, kaempferol-methoxy-methylether and
cirsimaritin. For the extracts of T. vulgaris, the presence of eriodictyol-O-hexoside in the T1
sample is noted, whereas the T2 sample was characterized by the presence of rosmarinic acid.
Extracts of T. vulgaris were also characterized by the presence of the following compounds:
caffeic acid, isoscutellarein-7-O-allosyl (1-2) glucose, eriodictyol, isomelitric acid, as well as 3-
hydroxy-6,7,4'-trimethoxyflavone and cirsimaritin for T1 extracts. The antioxidant activities of
the oils and phenolic extracts were carried out using the tests: DPPH, Phosphomolybdenum, S-
carotene, CUPRAC, FRAP and ABTS. The results obtained showed that the essential oils have a
moderate reducing power and anti-radical activity, and this by comparing with the reference

antioxidants used, while the phenolic extracts showed stronger activities.

Key words: Saccocalyx satureioides, Thymus vulgaris, essential oil, phenolic extracts,
antioxidant activity.
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Introduction

INTRODUCTION

Pour soigner ses maux, I’homme s’est penché sur les plantes. Ces dernieres ont toujours
constitue la base des systemes de la médecine traditionnelle, depuis des milliers d'années et
continuent jusqu'a présent a nous fournir de nouveaux remedes (Gurib-Fakim, 2006). Le regne
vegetal est une bonne source de préparations naturelles contenant des composés bioactifs
efficaces qui peuvent étre utilisé pour différentes applications, en particulier en tant qu'additifs

alimentaires (Loziené et al., 2007).

L'Organisation mondiale de la santée (OMS) a enregistré 55 millions de décés dans le
monde en 2011 et a déclaré que les maladies infectieuses étaient responsables d'un tiers de tous
ces déces. Cette situation est aggravee par le nombre croissant de microorganismes pathogenes
résistants a l'antibiothérapie, qui sont capables de se rétablir et de survivre aprés l'exposition aux
antibiotiques grace a leur capacité a acquérir et transmettre la résistance (Nabavi et al., 2015).
C’est pour cette raison que 1’intérét des recherches récentes est porté sur le développement de

nouveaux agents antimicrobiens, et ceci d’origine naturels.

D’autre part, il y a une demande croissante d'antioxydants naturels en raison des
préoccupations de seécurité pour les antioxydants synthétiques, en plus la préférence des
consommateurs pour les produits naturels, et l'utilisation de moins d'additifs dans les produits
alimentaires. En raison de leurs composants antioxydants naturels, les plantes sont d'excellentes
sources d'antioxydants pour la conservation des aliments. 1l existe des avantages supplémentaires
de l'utilisation d'antioxydants naturels comprenant leurs bienfaits pour la santé et qu'ils peuvent
étre facilement assimilés par le corps. D'autre part, les antioxydants synthétiques peuvent avoir
des effets indésirables chez I'nomme et ne pas apporter d'avantages nutritionnels supplémentaires
(Embuscado, 2015).

Un grand nombre d'espéces végétales appartenant a la famille des Lamiaceae représentent
une source d'une grande variété de métabolites secondaires, tels que les huiles essentielles, les
acides phénoliques, les flavonoides ou les terpénes phénoliques. Ces composés sont largement
reconnus pour leurs activités biologiques, et ont récemment été exploités dans d'autres secteurs
importants comme les industries cosmétiques, alimentaires et des pesticides. Ces molécules
constituent des ingrédients prometteurs pour développer de nouveaux produits en raison de leurs

activités biologiques et de leur durabilité écologique (Trivellini et al., 2016).



Introduction

Le présent travail est une continuité d’un travail déja entrepris sur les especes Thymus
vulgaris, Thymus algeriensis et Mentha pulegium locales ou nous avons valorisé leurs huiles
essentielles vis-a-vis des activités antioxydante et antimicrobiennes (Benabed, 2011). Il nous a
donc parru intéressant de continuer notre travail sur d’autres espéces de la méme famille afin de
les valoriser et de confirmer les résultats déja obtenus lors de nos travaux antérieurs. Nous nous
sommes intéressés dans cette étude principalement a I’espéce Saccocalyx satureioides qui est
une espece endémique en Algérie, et que peu de travaux scientifiques sont inéressés a 1’étude de

ses metabolites ainsi que leurs activités biologiques.

La thése comprend trois chapitres :

Le premier chapitre est relatif a un apercu bibliographique débutant par une illustration de
I'utilisation des plantes médicinales a travers I'histoire. Elle est suivie par des notions sur les
huiles essentielles, et les composés phénoliques, leurs constituants chimiques, ainsi que leurs

propriétés, a savoir I’activité antioxydante, I’activité antibactérienne, 1’activité antivirale ...etc.

Le deuxiéme chapitre, consiste en une présentation détaillée du matériel et des méthodes

expérimentales (protocoles) utilisés dans ce travail :

— L’extraction des huiles essentielles et composés phénoliques et 1’identification de leurs
constituants chimiques ;

— L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits, en utilisant les tests : le piégeage du
radical libore DPPH, le test du Molybdate-Phosphate, le test de B-caroténe, le test de
FRAP, le test d’ABTS et le test de CUPRAC ;

Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats ainsi que leurs

interprétations et discussion.

L’ensemble des résultats et des perspectives sont regroupés dans une conclusion générale a

la fin de la thése.
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I. L’importance des plantes a travers I’histoire humaine

A travers I’histoire, I’Homme s’est basé sur les plantes pour ses besoins basiques comme
I’alimentation, 1’abri et 1’habillement. Les plantes ont été utilisées, aussi, pour des fins
traditionnelles, comme des poisons, dans la chasse, des hallucinogénes, des stimulants ainsi que

des médicaments (Salim et al., 2008).

L’Homme utilise les plantes médicinales pour traiter les maladies depuis des millénaires. Il
semble qu’il y a 60000 ans, les Néandertaliens appréciaient les vertus thérapeutiques des plantes
(Small et Catling, 2000). En Chine, le Ginseng, le Rhubarb et le Ma-Huang ont été utilisés
depuis au moins 5000 ans. Les égyptiens avaient une bonne connaissance des remédes d’origine
naturelle, le Papyrus Ebers, 1550 avant J.C., a mentionné 1’Aloe et le Myrrha. Hippocrate (460-
377 avant J.C.), appelé le pére de la médecine, a utilisé un grand nombre de plantes comme
remedes naturels. Au cours du premier siécle apres J.C., Dioscoride décrit dans son ouvrage "De
Materia Medica" environ 500 plantes médicinales : leurs origines botaniques, leurs productions
et utilisation. Ce livre et les ceuvres de Galien (2°™ siécle aprés J.C.) ayant utilisé plusieurs
centaines de plantes médicinales, ont dominée jusqu'au moyen age, lorsque la connaissance de
plantes médicinales a été maintenue de deux facons : par les musulmans et par les moines
chrétiens, qui cultivaient les épices et les plantes médicinales dans les jardins des monastéres
(Sandberg et Corrigan, 2004).

Jusqu’au 18°™ siécle, les professions de médecin et de botaniste étaient étroitement liées.

En effet, les premiers jardins botaniques modernes, qui ont vu le jour au 16°™ siécle, en Italie, &
Pise, Padoue et Florence, étaient des jardins de plantes médicinales rattachées a des écoles ou des

facultés de médecine (Small et Catling, 2000).
I1. Les métabolites secondaires

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des combinaisons de produits chimiques
appelés métabolites secondaires. C’est pour cela que I’action thérapeutique des plantes est
unique, pour une espéce particuliére (Briskin, 2000). Les métabolites secondaires se rencontrent,
seulement, dans des organismes spécifiques, ou bien un groupe d’organismes. Elles représentent

une expression de I’individualité des espéces (Dewick, 2009).
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Les métabolites secondaires des végétaux, également appelés produits naturels ou
métabolites spécialisés, constituent un énorme réservoir de biodiversité chimique. Plus de
200000 structures chimiques diverses ont été identifiées. En comparaison avec les métabolites
primaires, qui sont essentiels a la croissance et au développement des plantes, les métabolites
secondaires jouent un réle crucial dans les plantes et font également partie intégrante de la

communication d'une plante avec son environnement (Kutchan et al., 2015).

Verpoorte et Alferman (Verpoorte et Alferman, 2000) proposent la définition suivante :
"Les métabolites secondaires sont des composés avec une présence limitée dans les groupes
taxonomiques de plantes, et qui ne sont pas nécessaires a la survie de la cellule, mais jouent un
role dans l'interaction de la cellule avec son environnement, en assurant la survie de I'organisme
dans son écosystéme". Cette interaction prend de nombreuses formes, il peut s'agir d'une
accumulation de pigments dans les pétales de fleurs ou d'une libération de produits chimiques
volatils par les fleurs pour attirer les pollinisateurs. Il peut également étre la libération par les
racines des meétabolites secondaires dans la rhizosphére pour attirer des micro-organismes

bénéfiques pour le sol (Kutchan et al., 2015).

Les métabolites secondaires ne sont pas produits sous toutes les conditions. Dans la plupart
des cas, leurs fonctions et intéréts pour 1’organisme ne sont pas encore connues. Certaines de ces
substances sont produites, pour des raisons défensives, contre les prédateurs, d’autres comme des
agents volatils attracteurs pour la méme espece ou une espéce différente, ou bien comme des
agents colorés pour attirer ou avertir les autres espéces (Dewick, 2009). Quelle que soit la raison
de la présence de ces composés dans la nature, ils fournissent des ressources précieuses utilisées

pour trouver de nouveaux médicaments (Gurib-Fakim, 2006).

Tout les processus de synthese des métabolites par les végétaux commencent par la
photosynthése qui donne des molécules de carbohydrates. Ces derniéres sont dégradées en acide
pyruvique, qui sera oxydé en acétate. Par condensation, 1’acétate va donner des acides gras ou
bien de 1’acide mévalonique qui donnera les mono, di et sesquiterpenes qui sont des ingrédients
des huiles essentielles ; aussi les triterpenoides et les tetraterpenoides et les steroides. A partir de
précurseurs des carbohydrates, une autre voie métabolique va donner 1’acide shikimique, puis
I’acide gallique et les tannins. L’acide shikimique est la molécule de départ, et via I’acide
chorismique nous donne les composés ardmatiques : acides aminés et phénols (Sandberg et
Corrigan, 2001).
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Les métabolites secondaires peuvent étre classées en plusieurs groupes en fonction de leurs
classes chimiques, on distingue : les alcaloides, les terpenoides, et les composés phénoliques
(Salim et al., 2008).

I11. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils produits par des
organismes vivants et sont isolées souvent par des méthodes physiques (pression et distillation)
(Franz et Novak, 2010). Elles sont stockées dans des cellules spéciales (glandes, poils) et
peuvent étre contenues dans n’importe quelle partie d’une plante (Pengelly, 2004). Etant extraits
par distillation, les composants des huiles essentielles doivent étre volatils, de poids moléculaire
inférieur & 300 Daltons et Iégerement hydrophobes (Sell, 2010).

I11. 1. La chimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement constituées d’un mélange d’hydrocarbures et des
composés oxygénés derivés de ces hydrocarbures. Dans quelques huiles, les hydrocarbures sont
dominants, et les composés oxygénés ne sont présents qu’avec des taux limités, tandis que dans
d’autres huiles, les composés oxygénés sont majoritaires. L’odeur et le golt des huiles

essentielles sont principalement déterminés par ces composés oxygenés (Evans, 2008).
I11.1.1. Les différentes catégories des composés des huiles essentielles
a. Lesterpénes

Constitués a partir d’unités d’isoprenes (figure 1) liées entre elles d’une fagon téte queue.
Ils sont synthétisés par la voie d’acétate (d’acide mévalonique) (Pengelly, 2004 ; Bowles, 2003).
Les plus répandus sont les monoterpenes, CioHag, et leurs derivés oxygénés tel que les cétones,
les aldéhydes, les alcools, les oxydes, ainsi que les hydrocarbures simples (Pengelly, 2004).
(tableau 1).

Les terpénes peuvent, aussi, étre présents sous forme de diterpénes, triterpenes et
tetraterpenes (C, Cgo, et Cyqp), ainsi que sous forme d’hemiterpenes (Cs) et sesquiterpenes (Cis) ;
quand les terpénes contiennent des groupements fonctionnels, généralement oxygénés, ils sont

appelés "Terpénoides” (Cowan, 1999).
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CH;
/J CH
e T

lsoprens

Figure 1 : Formule semi développee de la molécule isopréne

Tableau 1 : La classification des composes des huiles essentielles (Pengelly, 2004)

Composé Description Exemple
Contiennent que des atomes de
Hydrocarbures
carbone et d’hydrogene
AN
Limonéne
CHZ.‘
Contiennent un groupement Hqc\ ‘&\DH
Alcools hydroxyle attaché a la structure . CH,
terpénique CH,
R-(+)-linalol
CH,
0
Terpénoides avec un groupement
Aldéhydes carbonyle et un atome d’hydrogene H
lié au carbone |
Géranial
ﬁl
CH
] ) Groupement aldéhyde attaché au
Aldéhydes cycliques .
cycle de benzéne
Benzaldéhyde
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o\

) Contiennent un groupement
Cétones
carbonyle
Pulégone
. Un groupement hydroxyle attaché
Phénols .
au cycle de benzene
OH
Thymol
. s . 0]
Contiennent un atome d’oxygéne
Ethers phénoliques entre le carbone et le cycle de
\ o AN
benzene
Safrole
Contiennent un oxygéne faisant un
Oxydes
pont entre 2 carbones ou plus
0
1,8-cinéole
0 CH,
Produits de condensation d’un acide
Esters

et un alcool

Acétate de linalyle

b. Lescomposés aromatiques

Synthétisés via la voie d’acide shikimique dans les plantes qui fabriquent, aussi, les tanins

(Evans, 2008). lls incluent quelques aldéhydes, les phénols et les éthers phénoliques (Pengelly,

2004).
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c. Lescomposés minoritaires
> Les composés hétérocycliques

Constitués par des atomes de carbone arrangés en un cycle, avec soit un atome d’azote ou
d’oxygene inclus comme partie du cycle. Ces molécules sont rares dans les huiles essentielles ;
sont principalement présents dans les huiles essentielles de fleurs comme le Jasmin et le Néroli
(Bowles, 2003).

> Les composés soufrés

Ce sont des molécules linéaires contenant des atomes de soufre. Ils ne sont pas des dérivés

de terpénes et ils possedent des odeurs trés acres (Pengelly, 2004 ; Clarke, 2008).

I11.2. Les propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été largement utilisées pour leurs propriétés antibactérienne,
antifongique et insecticide. Leurs utilisations pharmaceutique et alimentaire sont de plus en plus
appréciées comme des alternatives des produits chimiques de synthése, afin de protéger

I’équilibre écologique (Bakkali et al., 2008). Citons quelques exemples ci-dessous :

II1.2.1. L’activité antimicrobienne
Hosseini Behbahani et al. (2013) ont révélé I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles de deux espéces de Thym (Thymus daenensis et Thymus vulgaris) contre trois
bactéries (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli), une levure (Candida
albicans) et un champignon (Aspergillus niger).
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Thymus algeriensis Boiss. & Reut et
Thymus ciliatus (Desf) Benth. contre Escherichia coli, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus et

Staphylococcus aureus a été mise en évidence par Amarti et al. (2010).

I11.2.2. L activité antioxydante
Kulisic et al. (2000) ont utilisé plusieurs méthodes pour évaluer 1’activité antioxydante de
I’huile essentielle de 1’Origan (Origanum vulgare) qui a été comparable a celle de 1’a-tocopherol
et du BHT (butylated hydroxytoluene).
Safaei-Ghomi et al. (2009) ont révélé I’action antioxydante de I’huile essentielle de

Thymus caramanicus et ceci en employant deux test d’activité.

10
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111.2.3. Autres activités

Un nombre importants de résultats de recherches affirme les diverses propriétés des huiles
essentielles.

Une activité anti-inflammatoire, avec une inhibition des enzymes clés intervenant dans la
maladie d’Alzheimer (I’acetylcholinesterase et la butyrilcholinesterase), ont été attribuées aux
huiles essentielles d’Origanum ehrenbergii Boiss et Origanum syriacum L. par Loizzo et al.
(2009).

Un autre exemple est 1’activité antiparasitaire observé par de Melo et al. (2013), contre la
leishmaniose et ceci en employant les huiles essentielles de Lippia gracilis. Ainsi, I’activité
anticancéreuse des huiles essentielles de Cupressus sempervirens a été mise en évidence par
Fayed (2015).

IV. Les composés phénoliques

Ce sont des composés ayant un ou plusieurs groupements hydroxyle liés directement a un
cycle aromatique. Le Phénol est la structure de base de ce groupe de composés, le cycle
aromatique dans ce cas est le benzéne. Les polyphénols sont des composés possédant plus d’un
groupement hydroxyle attachés a un ou plusieurs cycles de benzene. Les composés phénoliques
sont caractéristiques des plantes et comme groupe, ils sont d’habitude présents comme esters ou

glycosides plutét que des composeés libres (Vermerris et Nicholson, 2006).

IV.1. La classification des composés phénoliques
Le terme de phénols couvre un groupe large et diversifié de composés chimiques, qui
peuvent étre classés selon plusieurs critéres.
Les phénols varient entre des molécules simples a faible poids moléculaire et un seul cycle
aromatique, et des composés larges et complexes comme les tannins et les polyphénols. Ils
peuvent €tre classés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbone, et sont dans la

plupart des cas conjugués aux sucres et aux acides organiques. (Crozier et al., 2006).

11
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IV.1.1. Les phénols simples

Les phénols simples consistent en un cycle aromatique dans lequel un hydrogéne est
remplacé par un groupe hydroxyle. Leur distribution est répandue dans toutes les classes de
plantes. Les propriétés génerales des phénols simples sont bactéricides, antiseptiques et
anthelminthiques. Les phénols les plus simples sont des structures en Cg consistant en un cycle
aromatique avec des groupes hydroxyles attachés. Ceux-ci incluent le pyrogallol et

I'nydroquinone (Pengelly, 2004).

IV.1.2. Les flavonoides

Ce sont le groupe le plus répandu et largement distribué de polyphénols végétaux. Ils sont
présents dans différents tissus de plantes comme les fleurs, les fruits, les racines, les tiges et les
feuilles. Ils forment le plus grand groupe de métabolites secondaires impliqué dans diverses
fonctions dans les plantes tel que la coloration des tissus, la défense contre les pathogeénes,
I’attraction des pollinisateurs...etc. Jusqu’a présent plus de 8000 flavonoids ont été identifiés. La
structure de base de flavonoids est dérivée du corps Cys dans le modele C¢C3Cs constitué de deux
cycles aromatiques (A et B) reliés par un pont a 3 carbones qui est habituellement un hétérocycle
oxygéné (cycle C). Les flavonoids peuvent étre subdivisés en plusieurs classes (Figure 2) selon

leur variation en structure (Sarma, 2011).

@]
Chalcones Flavones
Cr Cr
OH
O O
Flavanones Anthocyanines Isoflavones

Figure 2 : Principales classes des flavonoides
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IV.1.3. Les acides phénoliques

Cette classe est représentée par les acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques.

a. Acides hydroxybenzoiques : ce sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule
de base de Cg-C;. Ils sont souvent présents sous formes d’esters ou de glycosides.
(Macheix, 2005). Ces acides sont caractérisés par la présence d’un groupement
hydroxyl lié au phénol. On peut citer comme exemple : I’acide gallique, 1’acide
salicylique et I’acide vanillique (figure 3A) (Vermerris et Nicholson, 2006).

b. Acides hydroxycinnamiques : dérivés de I’acide cinnamique, ils ont une formule de
base de Cg-C3. Toutes les plantes contiennent au moins trois parmi les acides connus,
citant comme exemples : 1’acide cinnamique, 1’acide p-coumarique, 1’acide caffeique,

I’acide ferulique, et I’acide sinapique (figure 3B) (Vermerris et Nicholson, 2006).

OH
o oH @) OH 0.
OH
/
HO N OH OCHs
OH OH

Acide gallique Acide salicylique Acide vanillique

A : Acides hydroxybenzoiques

0 OH Q OH o) OH

= = =
\:’ S P o
Acide cinnamique T
OH OH

Acide p-coumarique

Acide caffeique

OTOH OTOH
= =
S [
N P AN
OCH; HiCO T OCH;
CH OH

Acide ferulique

Acide sinapique

B : acides hydroxycinnamiques

Figure 3 : Structures chimiques des acides phénoliques
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IV.1.4. Les formes condensées

Ces formes résultent de la condensation de certaines des formes simples, selon la nature de
ces formes simples ainsi que le type de condensation, on obtient des formes plus ou moins
complexes qui sont particulierement difficiles & étudier car elles nécessitent une degradation
chimique ou enzymatique afin de pouvoir les analyser. Parmi les formes condensées on peut

distinguer les tannins et les lignines (Macheix, 2005).

a. Les tannins: Les tanins sont des composés de masse moléculaire élevée (500-5000)
contenant suffisamment de groupes hydroxyle phénoliques pour permettre la formation
de réticulations stables avec des protéines et, par conséquent, les précipiter. Presque
tous les tanins sont classés comme des tanins hydrolysables ou des tanins condensés
(Figure 4), certaines plantes contiennent les deux types (Pengelly, 2004 ; Macheix,
2005).

b. Les lignines : ce sont des polymeéres phénoliques, ils jouent un réle important en
fournissant le soutien structurel aux plantes. C’est le deuxiéme polymére le plus

abondant dans la nature, apres la cellulose (Macheix, 2005).

Proanthocyanidine (Tannins condensés) Geraniine (Tannins hydrolysables)

Figure 4 : Exemples de structures chimiques des Tannins
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IV.2. Propriétés des composés phénoliques

Les composés phénoliques possédent des activités biologiques importantes qui peuvent
étre liées directement a leurs structures chimiques.

La santé humaine est également intimement liée a cette classe de composes, car de
nombreux composés médicinaux sont dérivés ou inspirés par les phénols des plantes. Les
exemples incluent la podophyllotoxine de lignane de la pomme de mai (Podophyllum peltatum),
qui va former le téniposide, I'étoposide et I'étophos, utilisés pour traiter un certain nombre de
cancers. La curcumine diarylheptanoide de curcuma (I'épice de curry), qui a de puissantes
propriétés anti-inflammatoires et est utilisé dans le monde entier pour traiter lI'arthrite et d'autres
maladies inflammatoires (Kutchan et al., 2015).

IV.2.1. L’activité antimicrobienne

Un nombre important de recherches ont démontré les propriétés antimicrobiennes des
extraits phénoliques, citant entre autres 1’étude réalisée par Benbelaid et al. (2013) qui s’ont
intéress¢ par les effets antimicrobiens des composés phénoliques extraits a partir de I’espece
endémique Thymus lanceolatus Desf., ces derniers ont montré une inhibition de croissance
contre les différentes souches testées (21 souches dont 19 bactéries et deux champignons).

IV.2.2. L’activité antioxydante

Les composés phénoliques sont caractérisés par des propriétés antioxydantes importantes.
Ils peuvent agir en tant qu'agents réducteurs, donneurs d'hydrogene, chélateurs de métaux et
piégeurs d’oxygene singulet (Sarma, 2011). Plusieurs études sont intéressées par 1’activité
antioxydante des composés phénoliques, a titre d’exemples on peut citer :

Delgado et al. (2014), ont étudié les extraits phénoliques de 20 populations de Thymus
mastichina L. cette étude a montré une activité antioxydante importante de ces extraits.

Une autre étude menée par Roby et al. (2013) sur trois espéces des Lamiaceae, a confirmé

I’effet antioxydant des extraits phénoliques.

IVV.2.3. Autres activités

Une étude meneée par Berdowska et al. (2013) sur les effets cytotoxiques des extraits de
quatre especes des Lamiaceae (Thymus serpyllum, Thymus vulgaris, Majorana hortensis,
Mentha piperita) a révélée une activité importante des extraits vis-a-vis des lignées de cellules
cancereuses testées.

Hyun et al. (2014), ont exploré les effets antidiabétiques des extraits phénoliques de
Thymus quinquecostatus Celak, et ceci en étudiant leur pouvoir d’inhiber les enzymes

a-glucosidase et a-amylase.
15
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V. Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygeéne

Bien que le métabolisme aérobie soit efficace, la présence d’oxygeéne dans I’environnement
cellulaire possede une menace oxydante constante pour les structures et les processus cellulaires.
En effet, I’évolution des processus métaboliques dépendants de 1’oxygéne tels que la respiration
aérobie, la photosynthése et la photorespiration conduit inévitablement a la production d’especes
réactives d’oxygene dans les mitochondries, les chloroplastes et les peroxysomes. Un résultat
inévitable du transport d’électrons liés a la membrane (chloroplaste, mitochondrie et membrane
plasmique) est le déversement d’électrons sur I’oxygéne moléculaire dans les cellules végétales,
avec la génération résultante d’espéces réactives d’oxygeéne hautement toxiques (Gupta, 2011).

Un radical libre est défini comme toute espéce qui contient un ou plusieurs électrons non
appariés. Les especes réactives d'oxygene (ERO) sont des termes collectifs qui comprennent les
radicaux oxygene tels que le superoxyde (O,-), I'nydroxyle (OH-), le peroxyle (RO,*)
et des radicaux hydroperoxyle (HO;*), et certains agents oxydants non radicaux tels que le
peroxyde d'hydrogene (H,0,), l'acide hypochloreux (HOCI) et I'ozone (Os), qui peuvent étre
facilement transformés en radicaux. Cependant, les especes réactives d'oxygene sont également
produites au cours du métabolisme normal (figure 5) et sont impliqués dans les réactions
enzymatiques, le transport d'électrons mitochondrial, la transduction du signal, I'activation des
facteurs de transcription nucléaires, l'expression des genes et l'action antimicrobienne des
neutrophiles et des macrophages (Bayir, 2005). Comme il existe aussi des sources exogenes de
ces especes, tel que ’exposition au rayonnement, le tabagisme, les polluants et les pesticides, les
solvants organiques, les anesthésies. Certains de ces composés ainsi que quelques médicaments
peuvent se transformer en produits intermédiaires de radicaux libres qui vont endommager les
tissus cibles (Machlin et Bendich, 1987).
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Cytochrome P450 et bb

« Oxygen burst »/
NADPH oxydase

Myeloperoxydase

Xanthine oxydase
Hémoglobine

Reticulum
 endoplasmique

Oxydases Peroxysomes : oy Mitochondrie
Flavoprotéines T

Chaine respiratoire

Adapté de LJ Machlin of al.,
Peroxydation lipidique FASER J, 1987

Métaux de transition

Peroxydase

Figure 5 : Sources endogeénes des espéces réactives d’oxygene

V.1. Les conséquence de génération des radicaux libres et especes réactives d’oxygeéne

Les ERO sont générés par les cellules inflammatoires, et ont des actions destructrices a la
fois sur I'ADN et les protéines. Il n'est donc pas surprenant que les ERO font partie du
mécanisme de défense contre les bactéries. L'action antimicrobienne doit étre tres spécifique
puisque les ERO peuvent également détruire les tissus, ce qui se produit réellement dans de
fortes conditions inflammatoires (Simon et al., 2000). La fluidité de la membrane cellulaire est
largement déterminée par la présence de chaines latérales d'acides gras polyinsaturés dans les
phospholipides membranaires. Les acides gras polyinsaturés sont tres sensibles aux attaques de
radicaux libres, ce qui peut déclencher une peroxydation lipidique. Différents ERO, tels que le
OH-, peuvent initier une peroxydation lipidique, une fois les radicaux lipidiques produits, ils se
combinent avec l'oxygéne dissous dans les membranes et forment un radical peroxyle, qui peut
attaquer les protéines de la membrane et les acides gras polyinsaturés adjacents, et propager par
la suite la peroxydation lipidique de la membrane (Bayir, 2005).

Autres cibles pour les ERO sont les protéines ; un grand nombre de protéines sont affectées
par les ERO, ou suite a l'attaque ROS des changements conformationnels ont lieu qui vont
affecter l'activité des protéines. La formation des liaisons disulfure suite a I'oxydation des résidus
Cystéine peut conduire a des changements structuraux et d'activité associés. L'oxydation des
résidus Cystéine dans les phosphatases est une cible importante dans les systéemes biologiques
car elle affecte la phosphorylation des protéines et a donc un impact important dans le protéome

cellulaire (Krumova et Cosa, 2016)
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VI.  Le pouvoir antioxydant

Afin de limiter les effets nocifs des radicaux libres et des ERO, les cellules ont

développées des mécanismes de défense contre les menaces oxydatives.

Les substances qui neutralisent les effets potentiellement néfastes des radicaux libres sont

généralement regroupées dans ce qu’on appelle systeme de défense antioxydant. Comme le

montre le tableau 2, un tel systeme englobe de nombreuses substances, qui sont souvent appelées

antioxydants, piégeurs de radicaux libres, terminateurs de chaine ou réducteurs. Les systemes

antioxydants responsables de la protection cellulaire contre le stress oxydatif sont aussi

diversifiés que les radicaux libres eux-mémes. Pour assurer une protection maximale, les cellules

contiennent une variété de substances capables de balayer de nombreuses espéces différentes de

radicaux libres, y compris les peroxydes lipidiques et les radicaux libres a base de carbone

organique (tableau 4) (Byung, 1994).

Tableau 2 : les composés antioxydants majeurs des cellules (Byung, 1994).

Catégorie ‘ Structure ‘ Site Actions

Systémes enzymatiques
Cu/Zn SOD Le cytosol aussi le noyau Dismutation de O, en H,0,
Superoxyde dismutase (SOD) MnSOD La mitochondrie
CuSOD Le plasma
. Dismutation de I’ H,0O, et
Homoproteine )
Catalase Peroxysomes réduction de I’éthyl et le

tetramérique

méthyl hydroperoxyde

Cycle redox de GSII

GSH peroxydase

Selenoprotéine

Cytosol, aussi la mitochondrie

Réduction d’ H,0, et autres
hydroperoxydes (peroxydes
de lipides, produits de

lipoxygenase)

GSH réductase

Protéine dimérique

Cytosol, aussi la mitochondrie

Réduction de disulfides a

faible poids moléculaire

Composés liposolubles

a-tocophérol (Vitamine E)

Vitamine liposoluble

Fluides extracellulaires

Conversion d’O,™* et *OH et
les radicaux péroxyls des
lipides en des formes moins

réactives

B-carotene

Précurseur de la

vitamine A

Membranes

Piégeage d’O,, et réagit
directement avec les radicaux

péroxyl
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Produit du
Bilirubine catabolisme Sang, tissus Réagit avec ROO*

d’hemoprotéine

Composés hydrosolubles

Piégeage direct d’O;, et

Acide ascorbique Vitamine Large distribution dans les liquides .
o ) ] *OH, neutralise les oxydants
(Vitamine C) hydrosoluble intra et extracellulaires . o
des neutrophiles stimulés
Piégeage d’OH"O2-- prévient
. . ] ) o I’oxydation de la vitamine C,
Acide urique Base purine oxydee Large distribution ) )
se lie aux métaux de
transition
Glucose Carbohydrate Large distribution Piégeage d’*OH
. ) . o Réduction de plusieurs
Cystéine Acide aminé Large distribution . .
Composés organiques
Réaction direct avec O,™, et
GSH (glutathion) Tripeptide Intracellulaire *OH et les radicaux libres

organiques

Dans les systemes vivants, les antioxydants alimentaires comme 1’ a-tocophérol, I’acide
ascorbique, les caroténoides, les flavonoides et autres composés phénoliques, peuvent étre
efficaces dans la protection contre les effets de I’oxydation. Un nombre important d’antioxydants
synthétiques comme le BHA (hydroxyanisole butylé), ou le BHT (hydroxytoluene butylé), ont
¢été développés mais leur utilisation a commence d’étre limitée a cause de leur toxicité. Pour cette
raison, il y a un intérét croissant dans le domaine de 1’industrie agroalimentaire et la médecine

préventive, pour 1’élaboration d’antioxydants naturels a partir des végétaux (Haraguchi, 2001).

VII. L’activité antioxydante des plantes

Les antioxydants ont un effet positif sur la santé génerale chez I’ Homme qui, en plus de ses
antioxydants endogénes, absorbe une quantité considérable d'antioxydants avec le régime
alimentaire. Les plantes sont sensibles aux dommages causés par I'oxygene actif et produisent
une quantité importante de divers composés antioxydants. De tels composés peuvent empécher le
stress oxydatif provoqué par la production des ERO, agir comme des composés piégeurs des
ERO et fournir une protection a large spectre contre les radicaux oxydants. La recherche sur la
phytochimie des plantes ayant une activité antioxydante a confirmé que de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales contiennent des composés fortement antioxydants (Dubey, 2015).
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VIII.

Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer 1’activité antioxydante des substances naturelles,

ces méthodes reposent essentiellement sur deux principes :

- Le premier est associé avec la peroxidation lipidique, comme les tests de 1’acide

thiobarbiturique (TBA), du B-carotene et des diénes conjugués.

- Le deuxieme repose sur le transfert d’éléctrons ou de protons pour la neutralisation des

radicaux ou de certains métaux, c’est le cas des tests : DPPH, ABTS, FRAP...

En général, il est recommandé d’utiliser au moin trois méthodes pour évaluer 1’activité

antioxydante d’un échantillon. (Shibamoto, 2014).

Le tableau 3 regroupe les tests les plus utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des

extraits naturels.

Tableau 3 : Les tests les plus utilisés pour évaluer ’activité antioxydante

o Mécanisme .
Test Molecule impliquée o Référence
réactionnel
Oxydation du -
. caroténe par les
. [-carotene, ) Laguerre et al.,
[-carotene ) . produits de
acide lonoléique ) ) (2007)
dégradation de
I’acide lonoléique
DPPH DPPH' Transfert de protons | Molyneux, 2004
ABTS ABTS Transfert de protons (Chen., 2004)
FRAP Fe**-TPTZ Transfert d’électrons | Prior et al., 2005

20



Chapitre 11 :

Matériel et méthodes



Matériels et méthodes

I. Matériel biologique
I. 1. Les plantes étudiées

Dans ce travail, nous avons étudié deux espéces de plantes appartenant a la famille des
Lamiaceae. Les informations détaillées de ce matériel sont rapportées dans le tableau 4 (noms
des plantes, stations et mois de récolte).

Tableau 4 : Les plantes étudiées, leurs noms scientifiques et communs ainsi que des

informations sur la récolte.

Nom Nom . Mois de
. Région ) Symbole
botanique commun récolte
Saccocalyx Mai 2012 S1
satureioides Tiaret Mai 2012 S2
Zaatar R’mel
Coss. & e Mai 2013 $3
Durieu Djelfa Juin 2013 S4
Thymus Zaatar Djelfa | Mai 2013 T1
] Djebel
vulgaris L. Tiaret Juin 2013 T2

Les échantillons de plantes ont été récoltés durant la période de floraison entre les mois de
mai et juin. L’identification de ces plantes a été faite par Messieurs Ouinten Mohamed
(Université Amar Thelidji-Laghouat) et Guite Ibrahim (Université Ziane Achour-Djelfa). Les
plantes ont été ensuite placées dans un endroit frais a I’abri de la lumiére afin de les sécher. Les

quantités destinées a 1’extraction des composé€s phénoliques ont été moulues en poudre fine.

I. 1. 1. Les caractéristiques botaniques des plantes étudiées

e Saccocalyx satureioides Coss. & Durieu

C’est un sous arbrisseau, de 20 a 100 cm, a tiges érigées. Les feuilles sont petites,
oblongues ou étroites, ciliées a la base. Les fleurs sont en verticilles, par quatre a six a 1’aisselle
des feuilles, petites, blanches rosées ou pourpres. Le calice est a 5 dents, fortement accrescent et
vesiculeux a la maturité. La corolle, est a 4 lobes trés courts, sub-égaux, les superieurs plus ou
moins émarginés. Plante a odeur de thym. La plante est répartie, en Algérie, dans les dunes de la

zone pré-désertique, endémique algérien. (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 1977).
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e Thymus vulgaris L.

Plante vivace d’un vert grisatre (surtout 1’ét€), a tiges ligneuses et a rameaux dressés,
compacts ; feuilles tres petites, ovales lancéolées, charnues, veloutées, a bords enroulés, plus ou
moins sessiles et opposées ; fleurs roses ou blanchatres, en épis courts, axillaires et terminaux ;
calice bossu, velu ; tétrakenes brunatres ; saveur aromatique légerement piquante (Baba Aissa,
1999).

L utilisation du Thym est I’un des remédes populaires les plus utiles, dans les traitements
des affections respiratoires (rhumes, grippes, angines) et des troubles gastriques (dyspepsies,
crampes, flatuosités). Son essence a une action neutralisante spectaculaire sur les cultures

microbiennes (Baba Aissa, 1999).

I1. Les méthodes expérimentales
Il. 1. L’extraction
I1. 1. 1. L’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des différents échantillons de plantes a été effectuée
par hydrodistillation a 1’aide d’un dispositif du type Clevenger. Aprés la condensation, les traces
d'eau ont été éliminées, de I’extrait, par 1'ajout d'une quantité de sodium anhydre (Na,SO,), par la
suite les huiles essentielles ont été conservées a +4°C et a I'abri de la lumiére. Le rendement de

chaque échantillon est calculé par rapport a la masse initiale de la matiere séche :

R(%)="THE 100 O
m

mv

mye: masse de I'huile essentielle extraite, (en gr)

m,,: Masse initiale de la matiére végétale, (en gr)
R(%) : rendement en Huile essentielle

I1. 1. 2. L’extraction des composes phenoliques
L’extraction des composés phénoliques a ¢té procédée comme suit :

Trois systéemes de solvants ont été employés : Méthanol/Eau (8 : 2), Acétone/Eau (7 : 3)
et Méthanol/Acétone/Eau (4 : 4 : 2) dans lesquels une macération de 5g de la matiere végétale
dans 100ml de solvant a été effectuée pendant 48h avec renouvellement de solvant. La

maceration a été suivie par une filtration puis une évaporation des solvants organiques. La phase
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aqueuse a subi une extraction liquide — liquide. Dans une premiére étape une dépigmentation /
délipidation a été effectuée en utilisant I’hexane jusqu’a épuisement des pigments, les composes
phénoliques ont été extraits par 1’acétate d’éthyle. L’acétate d’éthyle a été évaporé et les
fractions obtenues ont ¢ét¢ conservées dans des flacons bien scellées jusqu’a utilisation
(rendements, dosage des phénols et des flavonoides, analyse HPLC et I’évaluation de 1’activité
antioxydante). Le rendement de chaque échantillon est calculé par rapport a la masse initiale de

la matiére seche :

Mgs: Masse du résidu sec, (en gr)

R(%) =8 w100 OV
m

mv .- -y S
my,,: masse initiale de la matiere végétale, (en gr)

R(%) : rendement en extrait brut

I1. 2. La quantification des composés phénoliques
11.2. 1. Le dosage des phénols totaux

Le protocole utilisé par notre laboratoire est inspiré de celui de Vermerris et Nicholson

(2006), avec quelques modifications.
Mode opératoire

La méthode est basée sur le dosage de la concentration totale des groupements hydroxyles
dans un extrait par le réactif de Folin-Ciocalteu (FC). Les composés phénoliques ont la capacité
de réduire le complexe jaune de molybdotungstane (du réactif FC) et donner une coloration
bleue au produit de la réaction.

Des solutions méthanoliques de différentes concentrations d’extrait (ou d’étalon) ont été
préparées. 100 uL de chaque solution diluée ont été mélangés avec 500 uL du réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué dix fois). Aprés deux minutes, on ajoute 2 mL d’une solution aqueuse de

carbonate de sodium & 2% (m/v), le mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30minutes.

L’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a une longueur d’onde de 760 nm

contre un blanc par un spectrophotomeétre UV Visible de type Shimadzu 1601.
Expression des résultats

Les valeurs des concentrations ont été calculées a I’aide de la droite d’étalonnage de la

solution méthanolique de référence d’acide gallique, de la forme A= a xC ou "a" : représente la
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pente et C la concentration. La concentration de chaque extrait est exprimée en mg d’équivalent

de I’acide gallique par gramme de matiere s¢che.
I1.2. 2. Le dosage des flavonoides

Pour ce dosage, nous avons utilisé le protocole de Lamaison et Carnat (Djeridane et al.,
2006), utilisant le réactif de trichlorure d’aluminium (AICl5).

Le trichlorure d’aluminium forme un complexe stable de coloration jaune avec les
groupements hydroxyles des flavonoides qui absorbe a une longueur d’onde maximale de 409

nm.

Mode opératoire

Pour chaque extrait, des solutions diluées ont été préparées dans le méthanol, 1 ml de
chaque dilution est mélangé avec 1 ml de trichlorure d’aluminium a 2% suivi d’une incubation a
I’obscurité pendant 20 min. L’absorbance a €té mesurée a une longueur d’onde de 409 nm contre

un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV Visible de type Shimadzu 1601.
Expression des résultats

Les valeurs des concentrations ont été calculées a I’aide de la droite d’étalonnage de la
solution de référence de la rutine, de la forme A= a xC ou "a" : représente la pente et C la
concentration. La concentration de chaque extrait est exprimée en mg d’équivalent de rutine par

gramme de matiere seche.
3. La composition chimique des extarits
11.3.1. La composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse a ionisation

de flamme, et couplée a la spectrométrie de masse.
3.1.1. Lachromatographie phase gazeuse

L’ analyse a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse (GC) (Agilent technologies
7890A Gas) équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) a été utilisée pour les
séparations de composes avec une colonne capillaire HP5 (30 m x 0,32 mm, épaisseur de film
0,40 um). Le programme de température du four était le suivant : 2 minutes & 80° C, de 80° C a
200° C a raison de 5°C / min, puis 5 minutes a 200° C, puis de 200° C a 260 ° C a raison de 20°

C / min, puis 5 minutes a 260°C. Les températures du détecteur et de I'entrée étaient de 280°C.
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L'hydrogéne a été utilise comme gaz vecteur a un débit constant de 1 ml/min avec un rapport de
division 70/1. Les injections sont de 1 pl d'huile essentielle dans le chlorure de méthyléne (50 mg
d'huile essentielle dans 1 mL de CH,Cl,). Les indices de rétentions des constituants sont calculés
par rapport & une série d’alcane (Cg a Cy) analysée dans les mémes conditions opératoires que

celles des échantillons.

11.3.1. 2. La chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Les échantillons ont été analysés par GC/MS, en utilisant un Shimadzu GC/MS-QP2010
ultra. La colonne capillaire DB-5 fusionnée. La température du four a été programmée a 50 ° C
pendant 3 min, puis 2 ° C / min a 250 ° C, puis laissée a 250 ° C pendant 10 min. La température
du port d'injection était de 250 ° C et celle du détecteur était de 280 ° C (rapport de division:
1/100). Le gaz vecteur était de I'nélium (99,995% de pureté) avec un débit de 1,2 ml/min. Les
conditions du spectrométre de masse étaient les suivantes: tension d'ionisation: 70 eV ;
Température de source d'ions : 150 ° C; Les spectres de masse par ionisation électronique ont été
acquis sur la plage de masse de 50-550 m / z.

11.3. 1.3. L’identification des composés

L’identification des constituants des huiles essentielles est réalisée a 1’aide des indices de
rétention calculés sur la base d’une série des n-alcanes, et des spectres de masse obtenus a 1’aide
d’une banque de données de 1’appareil (NIST 2014, Wiley 2007).

11.3.2. La composition chimique des extraits phénoliques

Les composés phénoliques ont été identifiés par UHPLC-DAD-ESI / MS". Le travail a été
effectué par un appareil Ultimate 3000 (Dionex Co., USA) avec un détecteur a barrettes de
diodes 3000 (Dionex Co., USA) et couplé a un spectromeétre de masse a piege a ions Thermo
LTQ XL (Thermo Scientific, USA) équipé d'une source ESI. L'analyse a été effectuée sur une
colonne C18 Hypersil Gold (Thermo Scientific, USA) (longueur de 100mm, diametre intérieur
de 2,2mm, diamétre de particule de 1,9um, extrémité bouchée) et sa température a été maintenue
a 30°C. La phase mobile pour la séparation des constituants des extraits était composée par deux
solvants : (A) H,O acédifiée a 0,1% d'acide formique (v/v) et (B) acétonitrile (100%). Le
gradient de solvant a commence avec 5-40% de solvant (B) sur 14 min et de 40 a 100% sur 2
min suivi du retour aux conditions initiales a partir de 18,8min. Le débit était de 0,2 mL/min et

les données spectrales UV-Vis pour tous les pics étaient accumulées dans la gamme 200-500 nm
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tandis que les profils chromatographiques eétaient enregistrés a 280 nm. Le contrdle et
I'acquisition des données de MS ont été effectués avec le systéme de données Thermo Xcalibur
Qual Browser (Thermo Scientific, USA). De l'azote au-dessus de 99% de pureté a éte utilise et la
pression du gaz était de 520 kPa (75 psi). L'instrument a fonctionné en mode ions négatifs avec
une tension d'aiguille ESI réglée a 5,00 kV et une température capillaire ESI de 275 °C. Le
balayage complet couvrait la gamme de masse de m/z 100 a 2000. Des expériences CID-MS/MS
et MS" ont été acquises simultanément pour des ions précurseurs en utilisant de I'hélium comme

gaz de collision avec une énergie de collision de 25-35 unités arbitraires.

Il. 4. L’évaluation de I’activité antioxydante

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits, six tests ont été réalisés. Trois pour les

huiles essentielles, et cing pour les composés phénoliques.
I1. 4.1. L’ activité antioxydante des huiles essentielles
11.4.1. 1. Le test du DPPH

Principe du test

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable (figure 6-
a), dont la solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm.
Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne
il y’a obtention de la forme réduite (figure 6-b); ce qui provoque la perte de la coloration
violette (Molyneux, 2004).

: o
5 / H

OoN N——N O3N N—/N

@) NO 5 (®) NO @

Figure 6 : Les structures chimiques du radical libre di-phenyl-picrylhydrazyl (DPPH).
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Mode opératoire

Afin de tester leur pouvoir antioxydant, des dilutions des huiles essentielles ont été
préparées dans de 1’éthanol absolu. Un millilitre d’une solution éthanolique du DPPH (200uM)
est ajouté a 1 ml de chaque dilution. Aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité, les
absorbances des échantillons ont été lues a 517nm par un spectrophotomeétre UV Visible de type
Shimadzu 1601 contre un blanc. Chaque absorbance correspond & un pourcentage d'inhibition

calculé par la relation suivante :

A - A
(%) = x100
o) [ A j

Ou : Ay est I'absorbance de la solution de DPPH sans huile essentielle.
A est I'absorbance de la solution de DPPH en présence de I’huile essentielle.

11.4.1. 2. Le test de p-carotene
Principe du test

Le B-caroténe subit une décoloration rapide en l'absence d'antioxydant. Ceci est di a
I'oxydation couplée du B-caroténe et de l'acide linoléique, qui génére des radicaux libres. Le
radical libre d'acide linoléique formé par l'abstraction d'un atome d'hydrogene d'un de ses
groupes méthylene diallytique attaque les molécules de B-caroténe hautement insaturées. En
conseéquence, le B-caroténe est oxydé et décomposé ; par la suite, le systtme perd son
chromophore et sa couleur orange caractéristique, qui est surveillée par spectrophotométrie a A =
470nm (Sarikurkcu et al., 2008). En présence d’un agent antioxydant, les radicaux vont étre

neutralisés, et le B-carotene va conserver la couleur orange.

Mode opératoire

Le protocole expérimental a été basé des travaux de Marco (1968), Miller (1971) et Silvia
Taga et al. (1984) avec modifications. Une solution de B-caroténe a été préparée dans le
chloroforme avec une concentration de 0,5mg/ml, puis 1 ml de cette solution est mélangé avec
20 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 20. Le chloroforme est ensuite évaporé sous vide a
45°C pendant 3 minutes, puis 75ml d’eau distillée a été ajouté a I’émulsion pour former le réactif
final. Pour chaque expérience une solution fraiche du réactif a été préparée. 2ml de ce réactif est
mélangé ensuite avec 200ul de dilution des huiles essentielles préparées dans 1’éthanol, une

incubation dans un bain marie a 50°C a été faite par la suite et ceci pour 2 heures. L’absorbance
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de chaque dilution a été faite a 470nm. Un control a été préparé dans les mémes conditions en
remplacant les extraits par le solvant. Les résultats ont été exprimés en pourcentages

d’inhibitions calculés comme suit :

AE(lZO) - AC(lZO) } %100
AC(O) - AC(120)

OU : Ag120) est I'absorbance de la solution en présence de I’huile essentielle & t = 120min

1(%) = [

Aq20) st I'absorbance du control &t = 120min

Aq) est I'absorbance du control a t = 0 min

11.4. 1. 3. Le test de réduction de cuivre (CUPRAC)
Principe du test

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie
du changement de I’absorbance du complexe néocuproine (Nc)-ions cuivrique [Nco-Cu?*] qui

subit une réduction en présence d'un agent antioxydant (figure 7). (Apak R. et al, 2004).

AOX Product

Oxidized QQQ
HiC \ / Cc

Ha

H3C /Cu\ CHj

0g®

Réactif CUPRAC de coloration bleue Produit jaune & orange

Figure 7 : Laréaction CUPRAC et le complexe Cu-néocuproine
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Mode opératoire

Une quantité de 100 pl de chaque dilution des huiles essentielles dans 1’éthanol a été
mélangée avec 1 ml du tampon d’acétate d’ammonium (1M, pH = 7), 500ul d’une solution de
néocuproine (7,5mM) et 500ul d’une solution de CuCl, (0,01M). Le mélange, qui présente une
couleur bleue, est ensuite incubé a I’obscurité pendant 30 min. en présence d’un agent réducteur,
la solution change de coloration pour donner une couleur orange. Les absorbances ont été
mesurées contre un blanc a une longueur d’onde A = 456nm. Les résultats sont exprimés en

équivalent d'acide ascorbique. (Apak R. et al, 2004).

I1. 4. 2. L activité antioxydante des extraits phénoliques
11.4. 2. 1. Le test du DPPH

Le test a été effectué avec le méme protocole que celui employé pour les huiles
essentielles, sauf que pour les extraits phénoliques les dilutions ainsi que la solution du DPPH
ont été préparées dans du Méthanol. Le calcul et I’expression des résultats a été fait de la méme

facon que les huiles essentielles.
11.4.2. 2. Le test d’ABTS
Principe du test

Le test est basé sur la capacité des extraits a stabiliser le radical cationique ABTS-+ de
coloration vert- bleu en sa forme incolore. Le radical [2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)] ou ABTS-+ est généré en présence de la peroxydase, la réaction est initiée par
I’ajout d’une solution de peroxyde d’hydrogene (H20>). La disparition de la coloration vert- bleu

peut étre suivie par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 415 nm (Chen, 2004).

Mode opératoire
Pour générer le radical ABTS + trois solutions différentes ont été préparée :

Une solution aqueuse d’ABTS (20mM), une solution aqueuse de H,O, (10mM) et une
solution de la peroxydase (préparée dans un tampon phosphate pH=7) de concentration massique
(0,2 mg/mL).

Les trois solutions ont été mélangées avec un rapport (10 : 1 : 1) et ceci donne une
coloration vert-bleue indiquant la formation du radical ABTS +. 100 uL de chaque dilution de

I’extrait est mélangé avec 1 mL de la solution d’ABTS +, le mélange est incubé a 1’obscurité

30



Matériels et méthodes

pendant 5 min. L’absorbance est mesuée par un spectrophotométre UV Visible de type

Shimadzu 601 a 415 nm contre un blanc.

Les résultats ont été exprimés par pourcentage d’inhibition (I%) et ceci par la méme

relation que celle utilisée dans le test DPPH.

11.4. 2. 3. Le test du Molybdate-Phosphate

Principe du test

Cette analyse est basée sur la réduction de Molybdate(VI) en Molybdate(V) par les
composés antioxydants et la formation d'un complexe phosphate/Molybdate(V) a pH acide de

couleur verte et avec une absorbance maximale a 695 nm (Prieto et al., 1999).

Mode opératoire

Les différents extraits phénoliques ont été dilués dans méthanol. Une quantité de 200 ul de
chaque dilution est mélangée avec 2 ml d’un réactif (0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate
sodique et 4 mM molybdate d’ammonium). Le mélange est ensuite incubé dans un bain marie
réglé a 95°C pendant 90 min (Prieto et al., 1999). Les absorbance ont été déterminées a 695 nm.

Les résultats sont exprimés en équivalent d'acide ascorbique.

11.4. 2. 4. Le test de réduction de cuivre (CUPRAC)

Le test a été effectué avec le méme protocole que celui employé pour les huiles
essentielles, sauf que pour les extraits phénoliques les dilutions ont été préparées dans du

Méthanol. Le calcul et I’expression des résultats a été fait de la méme fagon.

11.4. 2. 5. Le test de FRAP
Principe du test

Ce test est basé sur la réduction du complexe Fe**-TPTZ (tripyridyltriazine) en sa forme
ferreuse (Fe?*-TPTZ) par un agent réducteur & un pH acide (figure 8). Ceci engendre 1’apparition

d’une couleur bleue avec une absorbance maximale a A = 593nm. (Benzie et Strain, 1996)
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Figure 8 : La réaction FRAP et le complexe Fe**-TPTZ

Mode opératoire

Le milieu réactionnel est constitué de 100ul de la dilution des extraits dans le méthanol et
1 ml du réactif FRAP. Ce dernier est préparé comme suit : 10ml d’une solution tampon d’acétate
de sodium (pH = 3,6) et mélangé avec 1 ml d’une solution de TPTZ (10mM préparée dans une
solution HC1 40mM) et 1 ml d’une solution FeClz (20mM). Le mélange réactionnel est ensuite
incubé pendant 7min, et les absorbances ont été déterminées contre un blanc a une longueur
d’onde A = 593nm.

11.5. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés par la moyenne et son écart type, toutes les expériences ont
été reproduites trois fois. L’analyse des résultats a été effectuée a 1’aide de Microsoft Office

Excel et Curve Expert Professional.
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Résultats et discussion

I. Les teneurs des extraits

I. 1. Les teneurs en huiles essentielles
Les teneurs en huiles essentielles des plantes étudiées sont consignées dans le tableau 5.

Les durées des extractions des huiles essentielles s’échelonnent entre 4 heures pour
Saccocalyx satureioides (S1, S2) et 5 heures et demi pour Thymus vulgaris (T2) et Saccocalyx

satureioides (S4).

Les teneurs en huiles essentielles varient entre 1,01 % (m/m) pour l'espece de Saccocalyx

satureioides (S2) et 3,97% (m/m) pour Thymus vulgaris (T2).

Pour Saccocalyx satureioides, nous avons obtenu des teneurs entre 1,01 (S2) et 3,61% (S4)
ces valeurs sont comparables a ceux déterminées par Biondi et al. (2006) a partir d'un
échantillon collecté dans la région de Bou-Saada (3,5%) ; Muselli et al. (2008) ont obtenu une
teneur égal a 2,3% pour Saccocalyx satureioides collecté a Ain-Sefra, tandis que Zerroug et al.
(2011) ont eu une teneur de 1,5% pour un échantillon collecté a Djelfa qui est inferieur de ce

qu’on a obtenu a partir d’un échantillon de la méme région (S4).

Tableau 5 : Teneurs en huiles essentielles des plantes étudiées.

: ‘ Durée Teneur (%

Espece Echantillon $extraction Teneur (ml/100g) (m/m() )
Saccocalyx S1 4h 2,4 ml 222
satureioides S2 4h 1Liml 1,01
Coss. & Durieu S3 4h 30min 2,6 ml 2,44
S4 5h 30min 4 ml 3,61
Thymus vulgaris T1 3h 2 ml 1.76
L. 12 5h 30min 4,4 ml 3,97

Sur les deux échantillons de Thymus vulgaris nous avons obtenu des teneurs de 1,76% et
3,97% pour T1 et T2 respectivement. Al-Bayati (2008) a obtenu une teneur de 1,67% pour un
échantillon de Thymus vulgaris d'lraq, tandis que celui de Hussain et al. (2011) était égal a 2,9
(g/kg) a partir d'un échantillon de Pakistan. Behnia et al. (2008) ont eu une teneur de 4,33% pour
un échantillon d'lran, alors qu'lmelouane et al. (2009) ont obtenu 1% pour Thymus vulgaris du
Maroc. Ghasemi Pirbalouti et al.(2013) ont obtenu des teneurs allant de 0,75 a 0,82% pour des

échantillons d’Iran.
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Les différences observées pour les teneurs au niveau des mémes especes, peuvent étre liée
aux différences du climat, la nature du sol, la situation géographique, la saison des cueillettes

ainsi que les méthodes d’extraction utilisées.

I. 2. Les teneurs des extraits bruts

Le tableau 6 renferme les teneurs des résidus des extraits des différents échantillons de
plantes étudiés. En général, nous avons obtenu des teneurs qui varient entre 3,58% et 8,55%
avec les teneurs les plus faibles pour 1’échantillon T2 de Thymus vulgaris. L’échantillon de
Saccocalyx satureioides de la région de Djelfa (S4) a montré les teneurs les plus élevées par
rapport aux autres échantillons de la méme espece. Pour cette derniere on peut noter que les
extraits issus du systeme MeOH/Ace/H,0 ont donné des teneurs plus élevés que ceux issus des
autres systémes. Il en est de méme pour I’échantillon T1 de Thymus vulgaris alors que pour les

échantillons T2 et S3, ¢’était le systéme Ace/H,O qui a donné les teneurs les plus élevées.

Si nous comparons nos résultats avec ceux de Khled khoudja et al.(2014) qui ont
déterminé des teneurs plus élevées de 13,12 — 28,75 et 16,88% pour les trois especes de
Lamiaceae (Calamintha clinopodium, Teucrium flavum et Thymus algeriensis respectivement),

nous remarquons que les plantes étudiées contiennent des quantités faibles en composés polaires.

Tableau 6 : Teneurs des extraits bruts (m/m %)

MeOH/H,0 Ace/H,0 MeOH/Ace/H,0
Saccocalyx S1 5,65 6,12 6,27
satureioides S2 5,92 5,81 7,26
S3 5,91 7,64 6,89
S4 7,25 7,454 8,55
Thymus Tl 5,97 5,93 6,03
vulgaris T2 3,58 4,76 3,76

I1. La quantification des composés phénoliques
I1. 1. Le dosage des phénols totaux

Le tableau 7 renferme les teneurs en phénols totaux des différents échantillons de plantes.
Ces teneurs ont eté calculées a I’aide de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure 9) et

exprimées en milligrammes équivalent en acide gallique par gramme de matiére seche.
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les teneurs en phénols totaux varient entre 11,03 et 21,29 mg EAG/g pour I’espéce de
Saccocalyx satureioides. Les valeurs les plus éleveées ont été observées pour le systeme
MeOH/Ace/H20 pour les échantillons S1, S2 et S4 alors que pour I’échantillon S3 c¢’était le
systeme Ace/H20 qui a donné la teneur la plus élevée. Ziani et al., (2015) ont déterminé une
teneur en phénols totaux de 244 mg EAG/g pour un extrait de Saccocalyx satureioides préparé

par infusion.
Tableau 7 : teneurs en phénols totaux mg EAG/g MS
MeOH/H,0 Ace/H,0 MeOH/Ace/H,0

S1 11,67+0,77 17,26+2,06 18,27+2,14
Saccocalyx S2 11,03+1,09 17,72+2,06 21,29+1,07
satureioides S3 14,38+1,83 19,84+3,26 15,39+2,24
S4 15,34+2,32 16,01+2,49 18,79+2,46
Thymus T1 19,90+2,32 23,27+3,93 24 47+4 34
vulgaris T2 13,70+2,43 19,36+2,52 14,95+2,49

Concernant I’espéce Thymus vulgaris les teneurs ont été entre 13,7 et 24,47 mg EAG/g,
cette derniere valeurs correspond a la teneur la plus élevée que nous avons obtenu et ceci pour
I’échantillon T1 avec le systtme MeOH/Ace/H20. Pour 1’échantillon T2, la teneur maximale
était égale a 19,36 mg EAG/g pour le systeme Ace/H20. Proestos et al.(2005) ont obtenu pour
cette méme espéce un taux de phénols totaux égale a 19,2 mg EAG/g et ceci pour un échantillon
provenant de la Grece. Alors que Zheng et wang (2001) ont déterminé un taux égale a 2,13 mg
EAG/g de matiere végetale fraiche pour un échantillon des Etats Unis. Proestos et al.(2013) ont
obtenu un taux de 8,00 mg EAG/g a partir d’un échantillon de la Grece. Jabri-Karoui et al.
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(2012) ont identifié pour un échantillon de Thymus capitatus (Tunisie) un taux de phénols totaux
égale a 15,06 mg EAG/g.

Stagos et al. (2012) ont déterminé des teneurs en phénols totaux allant de 90 a 575 mg
EAG/g de matiére séche pour les extraits aqueux et méthanoliques de 12 especes de Lamiaceae.

Les différences observées au niveau des teneurs entre les différents échantillons d’une
méme espece ainsi qu’entre les différents extraits d’'un méme échantillon peuvent étre expliquées
par la différence dans la composition en composés phénoliques de chaque échantillon, ainsi qu’a
la nature des solvants utilisés lors de 1’extraction et la méthode d’extraction, la saison de récolte,

et les conditions climatiques de la région.

Il. 2. Le dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des différents échantillons sont regroupées dans le tableau 8.
Ces teneurs ont été calculées par rapport a la courbe d’étalonnage de la rutine (figure 10) et

exprimées en milligrammes équivalent en rutine par gramme de matiére seche.

y =14,841x
0.9 7 R?=0,9997
08 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
03 -
0.2 -
01 -

Absorbances

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concentrations (mg/ml)

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la rutine
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Tableau 8 : teneurs en flavonoides mg R/g MS

MeOH/H,0 Acé/H,O MeOH/Acé/H,0
S1 7,68+0,84 8,41+1,22 8,57+0,41
Saccocalyx S2 7,58+0,42 15,81+1,50 11,87+1,02
satureioides S3 7,63+0,34 14,07+0,49 7,69%0,35
S4 9,72+0,28 9,92+0,39 8,54+0,32
Thymus T1 15,30+0,49 19,52+0,31 15,22+1,14
vulgaris T2 9,63+0,69 12,78+0,71 7,85+0,49

Les teneurs étaient de 7,58 et 15,81 mg ER/g pour I’espéce de Saccocalyx satureoides et de

7,85 et 19,52 mg ER/g pour les échantillons de Thymus vulgaris. Les extraits issus du systeme

Acé/H,0 ont montré les teneurs les plus élevées en flavonoides en comparaison avec les deux

autres systemes. La figure 11 illustre les pourcentages en flavonoides par rapport aux phénols

totaux pour le total des extraits analysés. Nous pouvons constater que les pourcentages en

flavonoides des extraits issus du systéeme MeOH/H,O sont les plus élevés pour les échantillons

S1, S4 et T2; alors que pour les échantillons S2, S3 et T1 c’était les extraits du systéme

Acé/H,0 qui ont donné les pourcentages les plus élevés en flavonoides. Tous les extraits ont

montré une richesse en flavonoides traduite par des pourcentages dépassant les 50% et qui ont

atteint les 80-90% pour quelques extraits.
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40 -+
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S1 S2
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B MeOH/H20
W Ace/H20
MeOH/Ace/H20

Figure 11 : Histogramme représentant les Pourcentages des

Flavonoides dans les différents extraits
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Des corrélations positives ont été enregistrées entre les taux de phénols totaux et des

flavonoides des différents extraits (figure 12). Et ceci avec des coefficients de corrélation de 0,77

pour le total des extraits, 0,92 pour les extraits du systeme MeOH/H,0 ; 0,83 pour le systeme

Acé/H,0 et 0,95 pour les extraits du systeme MeOH/Acé/H,0.
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Figure 13 : Corrélations entre phénols totaux et flavonoides des différents extraits
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I11.  Lacomposition chimique des extraits

I11.1. La composition chimique des huiles essentielles

Le tableau 9, renferme les résultats de I’identification des constituants chimiques des

différents échantillons d'huiles essentielles analysées.

L'analyse de I'huile essentielle de Saccocalyx satureioides nous a permis d'identifier 27
composés représentant 90,46 a 93,46% de la totalité de I'huile essentielle. Les hydrocarbures
monoterpeniques ont occupé 17,59% (S1) a 22,83% (S2), alors que les monoterpénes oxygénés
ont constitué la majorité des HE avec 66,16% (S2) a 72,21% (S1). Les huiles essentielles de S.
satureoides ont été pauvres en sesquiterpenes.

Le composé majoritaire de cette huile est 1’a-terpinéol avec des pourcentages qui varient
entre 30,57 (S1) et 33,99% (S2) suivi par le thymol qui occupe de 20,46 (S2) a 25,63% (S1) de la
totalité de 1’huile, puis le bornéol allant de 8,89 (S2) a 13,83% (S4).

Biondi et al. (2006) et Zerroug et al. (2011) ont trouvé que I'huile essentielle de
Saccocalyx satureioides (Bou-Saada, Msila et Djelfa respectivement) est majoritairement
composée d'a-terpinéol, de thymol et du bornéol, alors que Muselli et al. (2008) ont identifié le
bornéol comme composé majoritaire, suivi par le thymol, l'a-terpinéol et le camphre pour
Saccocalyx satureioides récolté d'Ain-sefra. Des chémotypes ou des temps de récolte différents,
ou méme des conditions environnementales différentes peuvent étre la raison de ces différences

observées entre les extraits des populations de Saccocalyx satureioides (Biondi et al., 2006).

Pour I’échantillon T1 de I’espéce Thymus vulgaris 30 composés représentant 96,98% de la
totalité de I'huile ont été identifiés, avec des proportions d'hydrocarbures monoterpéniques et de
monoterpenes oxygenés égales a 50,42% et 41,65%, respectivement. Le composé majoritaire de
cette huile a été le y-terpinene (28,88%) suivi par le thymol (23,81%) puis le p-cymene
(13,35%). D'autres composés oxygénés sont aussi présents mais a des pourcentages plus faibles
que les précédents : le thymol-méthyle-éther (8%), ainsi que le linalool (3,98%) et le bornéol
(2,88%).

Si nous comparons ces résultas avec des études antérieures menées par nous-méme de la
méme espece récoltée en 2010 dans la méme région et dans la méme saison, nous remarquons
une similitude de composition en composés majoritaires avec différentes proportions en gardant

le y-terpinene comme composé majoritaire principal (tableau 9, Benabed, 2011).
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Plusieurs chémotypes de Thymus vulgaris ont été déterminé : geraniol, a-terpineol,
sabinene hydrate (thuyanol), linalool, carvacrol, thymol et 1,8-cinéole (Keefover-Ring et al.,
2009). L'huile essentielle de cette espéce pourrait étre qualifiee comme chémotype thymol
malgré que le y-terpinene soit son composé majoritaire car ce dernier n'est pas un produit final,

mais il s'agit d'un précurseur du thymol (Thompson et al., 2003).

D'autre part Thompson et al. (2003) ont étudié la composition des huiles essentielles de
plusieurs chémotypes de Thymus vulgaris et ont conclu que ceux du thymol et carvacrol
contiennent des pourcentages élevés en y-terpinene et p-cymene.

Ghasemi Pirbalouti et al. (2013) ont étudiés la composition de plusieurs échantillons de
Thymus vulgaris collectés de I’Iran, et ont déterminé une composition riche en thymol (de 35,53
a 44,41%), en y-terpinene ainsi qu’en p-Cymene.

Nikoli¢ et al.(2014) ont déterminé une composition riche en thymol (49,1%) et en p-
cymeéne (20,01%) et ceci pour un échantillon de la Serbie.

Concernant 1’échantillon T2, on note une forte teneur en monoterpenes oxygénés (66,39%)
avec une dominance du carvacrol (62,55%) qui est un phénol trés répondu dans les huiles
essentielles de la famille des lamiacées. Les hydrocarbures monoterpéniques constituent 28,44%
de l'ensemble de I'huile essentielle, avec deux composés majoritaires : le y-terpinéne avec
10,34% et le p-cymene avec 9,09%. Cette huile renferme une teneur faible en sesquiterpénes
(0,82%).

Cette différence en composition pourrait étre due a plusieurs facteurs, tels que le climat, la
saison de récolte, le stade de développement et méme aux profils génétiques des espéces
(Amarti et al., 2010 ; Jordan et al., 2006 ; Inan et al., 2011 ; Telci et al., 2010 ; Sellami et al.,
2009).
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Tableau 9 : Composition chimique des différents échantillons d'huiles essentielles analysées par CG/SM.

, IR Thymus vulgaris Thymus algeriensis pu:\:ginutr?wa(*) Saccocalyx satureioides
Compose (HP-5) T T1/ T2/ D (%) L)/ MP S1/ S2/ S3/ sS4/
TV3 TV1 TV2 TA1l TA2 SS1 SS2 SS3 SS4
a-thujéne 913 1,1 1,13 0,71 0,05 0,26 0,05 0,59 0,65 0,80 0,84
a-pinene 924 0,92 0,82 1,71 3,58 7,84 0,06 1,28 1,29 1,84 2,05
Camphene 945 1,08 1,07 0,09 2,75 8,73 0,02 2,48 2,31 3,49 3,36
Sabinene 974 0,04 0,31 0,24 0,37 — 0,09 0,27 0,24 0,56 0,55
B-pinene 981 0,19 0,16 0,30 0,13 1,43 0,4 0,18 0,24 0,27 0,35
S- Myrcene 990 0,99 1,17 1,45 1,34 6,95 — 0,77 0,94 0,96 1,05
a-phellandrene 1009 0,19 0,18 0,14 0,01 0,02 0,01 0,05 0,04 0,06 0,06
3-Carene 1015 0,07 0,06 0,05 0,01 — 0,04 0,02 0,03 0,03 0,02
a-terpinene 1020 1,93 2,24 1,20 0,2 — - 0,63 0,60 0,75 0,69
p-cymene 1027 20,04 13,35 9,09 0,97 0,69 — 6,45 11,33 6,02 6,36
Limonene 1030 0,17 0,49 2,76 1,11 - 0,75 0,87 0,96 1,10 1,13
Eucalyptol 1035 0,4 0,16 0,13 2,47 10,04 0,98 0,03 0,07 0,02 0,02
(2)-p-ocimene 1044 — 0,03 5,23 —
y-terpinene 1058 25,7 28,88 10,34 0,32 — 0,27 3,52 3,69 5,40 3,94
Cis-sabinene
hydrate 1068 0,23 0,13 0,28 0,26 0,18 0,14
a-Terpinolene 1087 0,16 0,17 0,10 0,37 0,1 - 0,17 0,18 0,26 0,28
Linalool 1096 4,76 3,98 1,43 1,46 1,34 0,43 0,41 0,32 0,42 1,55
B-thujone 1115 0,07 0,47 0,35 -
allo-ocimeéne — 0,02 — 0,05
Camphre 1151 0,03 0,05 0,08 10,77 17,68 - 0,11 0,13 0,14 0,11
Neoisopulégol — - - 1,02
Pinocarvone — 2,99 1,65 -
Isopulégol - - — 0,1
Bornéol 1172 2,54 2,88 0,27 5,58 5,68 1,06 12,00 8,89 13,78 13,83
Terpinen-4-ol 1183 0,7 0,53 0,47 2,56 — 0,27 1,24 1,31 1,62 1,83
p-cymen-8-ol 1191 0,13 0,12 0,23 0,28 0,16 0,17
a-terpineol 1198 0,28 0,53 0,34 3,12 1,25 - 30,57 33,04 30,99 31,10
Myrtenal 1205 0,05 0,33 0,25 0,21 0,22 0,24
Naphtalene 0,08 1,71 1,02 0,11
Thymol méthyl
e 1238 7,82 8,00 - - -
Nérol — 0,63 0,96 —
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Isopulégone - — — 31,55
Pulégone 1250 — — - 23,37
Carvone 1252 - 0,10 0,02 0,17 0,02 3,32
Acétate de linalyl 1259 - 0,33 - 1,71
Isopulegylacétate - - - 6,5
Bornylacetate 1293 — 4,84 0,5 1,05
Thymol 1296 20,83 23,81 0,78 0,03 0,04 - 25,63 20,46 22,15 20,17
Carvacrol 1306 2,03 1,59 62,55 0,02 0,03 - 1,77 1,52 1,59 1,69
Eugenol 1363 - - - 0,22
a-terpinenyl acétate - 27,32 - -
Neryl acétate - 1,69 5,76 0,2
Acetate de geranyl 1386 — 0,42 0,45 —
p-caryophyllene 1429 2,28 3,10 0,42 0,12 0,22 1,78 0,26 0,60 0,16 0,76
Aromadendrene 1471 0,1 0,16 0,05 -
allo-aromadendrene 0,05 0,07 0,11 -
Germacrene D 1498 0,03 0,25 0,01 0,57
Germacrene A 0,9 0,11 0,51 —
B-Bisabolene 1505 1,28
o-cadinene 1532 - 0,23 0,15 0,08 - - 0,37 0,30 0,18 0,33
Nerollidol 1594 - 0,04 0,05 -
Germacrene B - 0,18 0,81 -
Ledol 0,3 2,72 0,42 -
Spathulenol 0,29 0,77 — -
Caw(ff;‘(}’e"e”e 1595 0,4 0,30 0,25 0,96 0,86 0.4 0,56 0,57 0,31 0,30
Y % identifié 96,47 96,98 95,65 83,30 81,06 76,38 90,99 90,46 93,46 92,92
Hydrocarbures 52,98 50,42 28,44 13,71 41,29 2,67 17,59 22,83 21,74 20,84
Monoterpéniques ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
Mg)'(‘;;eérnpéi”e 39,14 41,65 66,39 64,13 36,73 70,96 72,21 66,16 71,07 70,69
Sesquiterpénes 3,36 461 0,57 0,79 0,9 2,35 0,63 0,9 0,34 1,09
Sesquiterpenes 0,99 03 0,25 4,67 2,14 0,4 0,56 0,57 0,31 0,3

0Xygénés

(*) : Magister Benabed (2011)
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Plusieurs espéces appartenant a la famille des Lamiaceae présentent des compositions
similaires, avec une forte teneur en terpénes phénoliques (thymol ou carvacrol) suivie par un
pourcentage éleve en y-terpinéne et p-cymeéne. Quelques exemples sont cités ci-dessous dans le
tableau 10.

Tableau 10 : Les composés majoritaires des HE de quelques espéces de Lamiacées

Thymol Carvacrol | y-terpinéne p-cymeéne Référence
- 59,51 16,18 10,34 Inan et al., 2011
Thymbra spicata
0,1 75,5 11,6 9,2
_ _ Baydar et al., 2004
Satureja cuneifolia 0,1 53,3 21,7 7,3
Thymus capitatus 29,3 10,8 8,4 26,4
Cosentino et al., 1999
Thymus herba-barona 50,3/46,9 | 2,9/20,6 6,1/4,6 27,615,2
Thymus pulegioides 26 21 8,8 7,8 Pinto et al., 2006

Dans une étude antérieure, nous avons étudié la composition des huiles essentielles et les
activités biologiques de Thymus vulgaris, Mentha pulegium et Thymus algeriensis qui sont des
espéces de la famille des Lamiaceae. Comme le Saccocalyx satureioides est une plante
endémique en Algérie appartenant & la méme famille des espéces citées au-dessus, et vue le
mangue des informations scientifiques sur la composition de ses huiles essentielles et leurs
activités, il nous a parait intéressant de comparer les résultats obtenus dans cette étude avec
d’autres trouvés dans nos €études précedentes.

Les huiles essentielles de Saccocalyx satureioides, ont montré des similitudes avec les
huiles essentielles de Mentha pulegium et Thymus algeriensis (TD) traduites par des
pourcentages élevés en monoterpenes oxygénés d’une part, et par la présence remarquable de
I’a-pinene, du camphéne, du bornéol et de 1’a-terpinéol dans toutes les huiles de Saccocalyx
satureioides et de Thymus algeriensis (les deux échantillons) d’autre part.

Les échantillons de Saccocalyx satureioides ont eu comme composés majoritaires
communs avec les huiles essentielles de Thymus vulgaris les composés suivant : le p-cymeéne, le

y-terpinéne, le bornéol, le thymol et la carvacrol.
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Afin de trouver une relation entre les compostions des huiles essentielles étudiées, nous

avons tracé le dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique CAH, ainsi que ’analyse en

composantes principales ACP (figures 13, 14).

Dendrogram
4500
4000 —+
3500 +
3000 —+
2 2500
8
E
'é’ 2000 +
1500 +
1000 +
500 -+
0 I —1
T2 Mp TD TL T T1 S1 S2 S3 S4
Figure 13: Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique CAH
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Figure 14 : Analyse en composantes principales ACP

L’analyse du dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique CAH ainsi que
les résultats de I’analyse en composantes principales ACP montre I’existence de quatre classes :
classe 1 (SS1 a SS4), classe 2 (TV1 et 3), classe 3 (TAL et 2) et classe 4 qui contient un seul
individu (TV2). Ces résultats montre que les échantillons (individus) de Saccocalyx satureioides
sont trés semblables les uns aux autres, en terme de composition chimique en huiles essentielles.
Par contre, pour le Thymus vulgaris, il existe une certaine différence ou variabilité de

composition (ou méme présence de chémotypes).

Au terme de difféerence entre les quatre échantillons de Saccocalyx satureioides, on peut
remarquer que I’échantillon SS2 différe du reste des individus par sa forte teneur en p-cymene
(11,33%) et simultanément, par un pourcentage légérement plus faible de Bornéol (8,89) et ceci
en comparaison avec le reste des individus SS1,3 et 4 dont les intervalles de variation des teneurs

en p-cymene et en Bornéol sont (6,02-6,45%) et (12-13,83%), respectivement.

Pour le Thymus vulgaris, I’individu TV2 semble étre trés différent des autres TV1 et 3.

Cette difference est principalement due dans ce cas a la forte teneur en carvacrol (62,55% contre
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1,59% et 2,03%), et elle est aussi due a la différence de composition pour le Thymol méthyl
ether (0% contre 7,82% et 8%).

Pour les 2 individus de Thymus algeriensis, on remarque qu’ils présentent des différences
notables pour plusieurs constituants. L’individu TA2 est distinguée par les composés
majoritaires suivant : a-pinene 7,84%, Camphene 8,73%, B- Myrcene 6,95% et Eucalyptol
10,04%, et qui sont minoritaire pour I’individu TA1 ; alors que le TAL été distingué entre autres,

par un autre composé majoritaire o-terpinenyl acétate 27,32%, pratiqguement absent dans TA2.

La différence majeur entre les individus de Saccocalyx satureioides et ceux de Thymus
vulgaris, réside dans le fait que, les deux composés minoritaires de Saccocalyx satureioides (y-
terpinene et Thymol méthyl ether) sont en réalité des composés majoritaires dans le Thymus
vulgaris. Inversement, le composé majoritaire de Saccocalyx satureioides (o-terpinéol) est

devenu un composé minoritaire dans le Thymus vulgaris.

11.2. Tentative d’identification des composés phénoliques dans les extraits

Les extraits de chaque échantillon de plante ont été préparés par macération dans une
premiére étape dans trois systemes de solvants différents, donc pour chaque échantillon nous
avons obtenu trois extraits. Deux d’entre eux ont subi 1’analyse par HPLC, il s’agit des fracttion
d’acétate d’éthyle des systemes MeOH/H,0 et MeOH/Acé/H,0. En comparant la composition
des extraits issus des deux systémes de solvants, aucune différence n’est observée du point de

vue qualitatif.

Le tableau 11 regroupe les composés phénoliques identifiés pour les différents extraits
analysés. L’identification a été effectuée par les spectres UV des composés et par la comparaison
de leurs fragments (m/z) issus de 1’analyse par spectrométrie de masse avec ceux des références

bibliographiques.

Pour les extraits de Saccocalyx satureioides 12 composés ont éte identifiés, avec une
prédominance de 1’acide rosmarinique et ceci pour tout les extraits analysés (figures 15, 16). Ce
résultat s’accorde avec celui de Ziani et al., (2018) qui ont identifié I’acide rosmarinique comme
composé majoritaire pour l’infusion de Saccocalyx satureioides. Ce composé caractérise

plusieurs espéces de la famille des Lamiaceae (Trivellini et al., 2016)

Dans l'ensemble des lamiacées, on trouve fréquemment de hauts niveaux d'acide

rosmarinique caractérisant les espéces de la sous-famille des Nepetoideae (Petersen et
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Simmonds, 2003), il s’agit de la sous-famille a laquelle appartient 1’espéce Saccocalyx

satureioides, ainsi que Thymus vulgaris.

D’autres composés ont aussi caractérisé les extraits de Saccocalyx satureioides comme
I’acide cafeique, 1’acide isomelitrique, I’eriodictyol, le tetrahydroxyisoflavone-O-hexoside,

I’isoscutellarein-7-O-allosyl (1-2) glucose, le kaempferol-methoxy-methylether et le cirsimaritin.

Mohamadi et al. (2015), ont isolé et identifié les composés antioxydants présents dans les
extraits phénoliques de Saccocalyx satureioides (région de Bechar) il s’agit du picéol, la
vanilline, 1’aldehyde ferulique, le 3,3’-bis(3,4- dihydro-4-hydroxy-6,8-dimethoxy-2H-1-benzo-
pyrane), le  3,3’-bis  (3,4-dihydro-4-hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzo-pyrane),  1’acide
dimethylcaffeique, le balanophonine, le 7-methyl-sudachitine, ’acide caffeique, 1’acide p-
coumarique, les dérivés d’isoscutellareine, 1’apigenine 7-O-[6-trans-p-coumaroyl]-B-d-
glucopyranoside, le sideritiflavone et la quercetine. A part le dérivé d’isoscutellareine, et I’acide
caffeique les autres composés ont été absents dans nos extraits, cette différence en composition
pourrait étre due a la différence de 1’origine de 1’échantillon de plante ainsi que dans la diversité

dans les méthodes d’extraction et d’analyse employées dans les deux études.

Pour les extraits des deux échantillons de Thymus vulgaris, on note la présence
remarquable d’eriodictyol-O-hexoside au niveau des extraits de 1’échantillon T2, alors que les

extraits de 1’échantillon T3 étaient caractérisés par 1’acide rosmarinique (figures 17, 18).

Les extraits de Thymus vulgaris ont été aussi caractérisés par la présence des composes
suivants : I’acide cafeique, 1’isoscutellarein-7-O-allosyl (1-2) glucose, 1’eriodictyol, I’acide
isomelitrique, ainsi le 3-hydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone et le cirsimaritin pour les extraits de
T2.

Zheng et Wang (2001), ont identifié la composition de I’extrait phénolique de Thymus
vulgaris collecté a partir du jardin national des herbes (Etats unis), ce dernier a été caractérisé par
la présence d’acide cafféique, la luteoline, I’acide rosmarinique et I’hispiduline avec la

prédominance d’acide rosmarinique.

D’autre part les composés suivants: 1’acide cafféique, 1’acide quinique, 1’acide p-
coumarique, les dérivés d’acide caffeoylquinique, la quercetine-7-o0-glucoside, 1’acide ferulique,
1’acide cinnamique, 1’acide carnosique, 1’acide rosmarinique, le methyl rosmarenate, 1’apigenine,

la nareingenine, la luteoline-7-o-rutinose et les dérivés d’acide ferulique ont été identifiees pour
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un extrait méthanolique de Thymus vulgaris (échantillon collecté d’Egypte), avec I’acide

cinnamique comme composé majoritaire (Roby et al., 2013).

Le tetrahydroxyisoflavone-O-hexoside, le kaempferol-methoxy-methylether 1’isomére de
3’-O-methylorobol et la quercetine-tetramethylether (3,5-dihydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone)
ont caractérisé les extraits de 1’espéce Saccocalyx satureioides, alors qu’ils étaient totalement

absents de ceux de Thymus vulgaris.
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Tableau 11 : Composition chimique des extraits phénoliques

Saccocalyx satureioides

Thymus vulgaris

N° S S S2 S3 S4 Tl T2
du A (nm) M-H MS2 MS3 Tentative identification Référence
pic ME | MIAE | MIE | MIAE | ME | MIAE | MIE | MIAE | MIE | MIAE | MIE | MIAE
tr (min)
1 207 117 75 / nd 152 | 151 | 142 | 141 | o076 | 141 | 197 | 141 | 152 | 143 | 125 | 1,36
2 207 125 o7 / nd 486 | 356 | 43 | 22 | 363 | 235 | 246 | 248 | 191 | 143 | 213 | 326
3 | 207765 124 | 106 / nd 142 | 142 | 368 | 227 | 318 | 164 | - - |6t | 241 | 161 | 13
4 222 137 | 110 / nd - 65 | 667 | 677 | 669 | 654 | 611 | 649 | 67 | 67 | 669 | 669
5 | 24312988147 |y | q35 | @1 Acide cafféique - 874 | 874 | 883 | 877 | 873 | 89 | 863 | 878 | 878 | 878 | g77 | Hossainet
327 al., 2010
6 | 368/385/285 | 373 | 327 | 165 nd 1027 | 1028 | 1027 | 1034 | 103 | 1027 | 1038 | 1015 | 103 | 1033 | 1032 | 1031
280/341/ . . Yeetal,
7 347/368 447 285 285 Tetrahydroxyisoflavone-O-hexoside 12,08 12,1 12,09 | 12,15 | 12,12 12,11 12,14 | 12,00 - - - - 2012
g | 198 2;‘;’337’ a9 | 287 | 151 Eriodictyol-O-hexoside 1337 | 1341 | 1330 | 1344 | 1342 | 1342 | 1345 | 1320 | 1212 | 1212 | - | ou4 | PR al,
267/283/
o | ZonzEd 549 | 417 | 285 nd - . . - . . - - 1332 | 1332 | - -
10 | 230/283/342 | 417 | 285 | 285 nd - ; ; - ; ; - - | 1348 | 1348 | - -
. . Pereira et al.,
11 | 197/234i328 | 359 | 161 | 133 Acide rosmarinique 1376 | 138 | 13,78 | 1384 | 1381 | 1381 | 1384 | 1369 | 1382 | 1382 | 1387 | 1383 o
12 23‘;2’/232%’ 609 | 285 | 285 | Isoscutellarein-7-O-llosyl (1-2) glucoside | 1419 | 142 | 142 | 1424 | 1428 | 1426 | 1427 | 1411 | 1425 | 1421 | 1428 | 1420 | "2 al.,
13 | 2421324368 | 537 | 493 | 359 | Acideisomelitrique [3'-O-(8"-Z-Caffeoyl) | 14 4e | 1451 | 145 | 1456 | 1453 | 1453 | 1456 | 144 | - ; - | 1458 | Pereiraetal,
rosmarinic acid] 2013
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248/285/

14 | 22928 611 | 323 | 221 nd - - - - - - - - | 1528 1528 | - -
15 | 244/324/368 | 697 | 350 | 161 nd 1529 | 1532 | 1534 | 1537 | 1536 | 1538 | 1544 | 1522 | 1513 | - - -
16 232‘;’/23%87’ 287 | 151 | 107 Eriodictyol 1572 | 1575 | 1574 | 1579 | 1577 | 1576 | 1581 | 1564 | 1578 | 1578 | 1583 | 1581 C;tarz'g‘i;t
17 2‘;%//2377/ 329 314 299 Kaempferol-methoxy-methylether 16,33 | 16,36 | 16,34 | 16,39 | 16,38 | 16,36 | 16,41 | 16,26 - - - - Fa'csglezt al,
18 | 244/325 551 | 519 | 339 nd 1689 | 1692 | 1691 | 1696 | 1694 | 1694 | 1697 | 169 | - - - -
19 | 247/330/368 | 373 | 179 | 135 nd - . . - . . - | 1681 | 1691 | 169 | 1700 | 16,97

Falcéo et al.,
20 éi%’é%%’ 3 | s | 39 | oo dth;jrrg:;”‘Gt;’t?’{‘:m’t'ﬁgi‘;rf{avone 1751 | 1754 | 1753 | 1758 | 1756 | 1756 | 176 | 17.45 | - ; ; - Haﬁoeltzal_'

2008

21 é‘gé%i’ 271 | 151 | 107 nd - . . - . . - - | 1766 | 1768 | - - Merz‘gle;a"'
2| Giones | 58 | s | nd 1057 | 193 | 105 | 195 | 10w | 199 | 100 | 202 | - | - |1ass| 19%
23 2%88’/?52‘1’ 200 | 145 | 73 nd 199 | 1992 | 1992 | - |1995| 1995 | 1994 | 1984 | - ; ; -
2 ?é‘é‘r;’g%é’ 299 284 | 284 Isomére de 3’-O-methylorobol - | 1992 | 1992 | 1995 | 1995 | 1995 | 1994 | 1984 | - ; ; - Yezgtlg'
25 | 283/331 343 | 328 | 313 3-hydroxy-6,7,4-trimethoxyflavone 2035 | 2036 | - | 2038 | - | 2036 | 2036 | 2048 | 2048 | 2048 | - - Hagoeotsa"'
26 33%58%77%/ 313 | 208 | 283 Cirsimaritin 20,76 | 20,77 | 20,77 | 2079 | 2079 | 2079 | 2077 | 2071 | 1901 | 1901 | - - ";?555‘(')"1?
27 285 377 | 359 / nd ; . - | 233 | - . - . ; . . -
28 | 368/385/350 | 147 | 103 | 59 nd 28,16 | 2576 | 2575 | 2578 | 2577 | 2576 | - | 2818 | 266 | 2579 | - -
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Figure 15 : Chromatogramme de 1’extrait de I’échantillon S1 (systeme MeOH/H,0) a 280nm
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Figure 16 : Chromatogramme de 1’extrait de I’échantillon S2 (systeme MeOH/Acé/H,0) a 280nm
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Figure 17 : Chromatogramme de ’extrait de 1’échantillon T1 (systéme MeOH/Acé/H,0) a 280nm
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Figure 18 : Chromatogramme de 1’extrait de I’échantillon T2 (systeme MeOH/H,0) a 280nm
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IV.  L’activité antioxydante
IV. 1. L’activité antioxydante des huiles essentielles
IV.1. 1. Le test du DPPH

Différentes concentrations ont été employées pour chaque huile essentielle, et les
pourcentages d’inhibition ont été calculées pour chaque concentration, les graphes représentant
les pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration (voir annexes) nous ont permis de
déterminer les valeurs des ICsy; Ces valeurs correspondent aux concentrations nécessaires en
substrat (dans ce cas en huile essentielle) pour piéger 50% du radical libre DPPH" (Molyneux,
2004).

Le tableau 12 renferme les valeurs des ICsy des différents échantillons d’huiles essentielles
ainsi que les valeurs des ICsy de quelques antioxydants de référence, en guise de comparaison.
Les huiles essentielles étudiées dans ce travail ont montré des 1Csy supérieures a celles des
antioxydants de référence, ce qui signifie une activité antioxydante plus faible.

L'huile essentielle la plus active a été celle de I'espéce de Thymus vulgaris (T2) avec une
valeur d'ICsp de 1,26 mg/ml. Pour I’espece Saccocalyx satureoides les valeurs des 1Cs, étaient
entre 1,83 et 2,77 mg/ml. L’échantillon S4 a exprimé ’activité la plus élevée avec 1’ICsg la plus
faible.

Ces résultats sont comparables avec ceux de Cao et al. (2009) et Tepe et al. (2005) qui ont
déterminé des ICsy égales a 1,23 mg/ml et 2,67 mg/ml pour les huiles essentielles de Mosla

chinensis Maxim et Thymus sipylus subs. sipylus var. sipylus (Lamiaceae), respectivement.

Tableau 12 : ICsy des différents échantillons d’huiles
essentielles (Test DPPH)

1Cs (mg/mil)

S1 2,77 £ 0,01

Saccocalyx S2 2,34+ 0,01
satureoides S3 2,04 £ 0,06
S4 1,83+ 0,06

Thymus T1 3,53+0,27
vulgaris T2 1,26+ 0,13
Standards 1Cso (Lg/ml)

Acide ascorbique 7,36 £ 0,27
a-tocophérol 23,18 £ 0,09
Butylhydroxyansole (BHA) 11,20 £ 0,03
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La différence observée au niveau des valeurs des ICsq peut étre expliquée par la teneur des

huiles en composes phénoliques. En effet, les phénols sont connus comme des antioxydants tres

efficaces. Ainsi, plus I'huile essentielle est riche en composés phénoliques plus son activité

antioxydante semble étre améliorée.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur les valeurs des ICsp, tel que le solvant utilisé, la

concentration de la solution du DPPH et la durée d'incubation (Sharma et Baht, 2009).

La relation entre le pouvoir piégeur des radicaux libres DPPH et la composition en huiles

essentielles des plantes de la présente étude ainsi que celles de notre étude antérieur a été étudié

en utilisant aussi I’ACP (figure 19).
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Figure 19 : Relation entre le pouvoir piégeur des radicaux libres DPPH et la

Les résultats montre que le pouvoir antioxydant le plus élevé est fortement corréelé avec

une plus grande teneur relative de composes minoritaires suivant : a-thujéne, thymol, 3-cadinéne,

a-terpinéne, p-cymene, et a-phellandréne, et dans une moindre mesure le composé majoritaire y-

terpinene.

56



Résultats et discussion

IV. 1. 2. Le test de B-caroténe

Différentes concentrations ont été employées pour chaque huile essentielle, et les
pourcentages d’inhibition ont été calculées pour chaque concentration, les graphes représentant
les pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration (VOir annexes) nous ont permis de
déterminer les valeurs des I1Cso, qui représentent la neutralisation de 50% des radicaux péroxydes
et ceci par les composants des différents échantillons testés. Les valeurs des ICsy sont

mentionnées dans le tableau 13.

Les ICsp ont été de 2,19 et 3,09 mg/ml pour les huiles de I’espéce Saccocalyx satureoides,
alors que pour Thymus vulgaris les 1Cs étaient de 1,51 et 0,79 mg/ml pour les échantillons T1 et

T2 respectivement.

Nous pouvons constater que les huiles essentielles de I’espéce Thymus vulgaris sont plus
actives que celle de Saccocalyx satureoides, ceci pourrait étre di a leurs composition riche en

phénols (62,55% de carvacrol pour T2).

Tableau 13 : Les valeurs des ICsy des différents échantillons
d’huiles essentielles (Test B-carotene)

ICs0 (mg/ml)

S1 2,45+ 0,01

Saccocalyx S2 2,19 £ 0,07
satureoides S3 2,95+ 0,01
S4 3,09 + 0,06

Thymus T1 1,51 +0,01
vulgaris T2 0,79 + 0,01
Standards I1Cs0 (pg/ml)

BHT 26,96 + 2,30

IV. 1. 4. Le test de réduction de cuivre (CUPRAC)

L’activité antioxydante estimée par ce test est calculée par rapport a I’acide ascorbique, et
exprimée en équivalent de ce dernier. Afin d’estimer les valeurs des AAEC, les graphes
représentant les absorbances en fonction de la concentration ont été tracés (voir annexes), ces
derniers montrent une corrélation positive entre ces deux variables. Les différentes valeurs

d’AAEC calculées sont regroupées dans le tableau 14.
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Des activités similaires ont été observées pour les différents échantillons de Saccocalyx
satureoides avec des valeurs d’AAEC allant de 0,34 4 0,37.

Tableau 14 : Les valeurs d'AAEC des différents
échantillons (test CUPRAC)

AAEC
S1 0,37 £ 0,003
Saccocalyx S2 0,31 + 0,002
satureoides S3 0,33 £ 0,004
S4 0,31+0,01
Thymus T1 0,43 £ 0,003
vulgaris T2 1,03 +0,02

Standards

BHT 1,13+ 0,03
L’a-tocophérol 0,66 + 0,01

Concernant Thymus vulgaris, des AAEC égales a 0,43 et 1,03 ont été estimées pour les
échantillons T1 et T2 respectivement. L huile essentielle de 1’échantillon T2 a été la plus active,
avec une activité presque egale a celle de 1’acide ascorbique et bien supérieure a 1’a-tocophérol.
Cette activité pourrait étre attribuée a son composé majoritaire le carvacrol, un phénol connu

pour son activité antioxydante.

Le test du CUPRAC est un test qualifié comme facile a réaliser, qui met en jeu un réactif
plus stable et accessible. Cette méthode peut a la fois mesurer I’activité des antioxydants
hydrophiles ainsi que ceux lipophiles (Apak et al., 2008) ce qui lui fait un test bien adapté pour

estimer 1’activité réductrice des huiles essentielles.

La relation entre 1’activité antioxydante (mesurée par les trois tests DPPH, B-caroténe et
CUPRAQC), et la composition en huiles essentielles des plantes Saccocalyx satureioides (SS1-4)
et Thymus vulgaris (TV1&2) a été etudié en utilisant 1’ ACP (figure 20).

58



Résultats et discussion

Biplot (axes F1and F2: 90.83 %)

6 +

Limonene
A ™2 ® DPPH (1/IC50)

[
CUPRAC (AAEC) ° Carvacrol

B-caroténe (1/IC50) ®

® B- Myrcene ® a-pinene
2 1
<
o
%
2 g = = : : ::4 : :
o A s3s
= A ss
A Ss1

@@ o-terpineol

Terpinen-4-ol
p-cymene

PS .
2 a-terpinene @ ._ 1 Bornéol
@ ® Linalool ® Camphene
y-terpinene
B-caryophyllene ® athujene
Thymol méthyl ether
-4 A TV1 B-Bisabolene 1
® Thymol

-6

7 5 3 1 1 3 5 7

F1(53.01 %)

Figure 20 : Relation entre I’activité antioxydante et la composition en huiles essentielles

Les résultats montre que le pouvoir antioxydant le plus élevé pour le test DPPH est
fortement corrélé avec une forte teneur en limoneéne (malgré que ce dernier n’est présent qu’en
petit pourcentage et ne dépassant pas 2,76% pour les échantillons étudiés dans ce cas). Pour le
test B-carotene, il semble que la forte activité est reliée cette fois-ci au - Myrcene (composé
minoritaire ne dépassant pas 1,45%). Enfin, pour le test CUPRAC, D’activité est fortement
corrélée dans ce cas avec une forte teneur de Carvacrol (62,55%). En fait, le pouvoir antioxydant
des trois tests est corrélé avec de forte teneur en composé minoritaires - Myrcéne, Limonéne, en
plus du composant majoritaire Carvacrol ; ce qui constitue expérimentalement le cas de
I’individu TV2.
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V. 2. L activité antioxydante des composés phénoliques
IV. 2. 1. Le test du DPPH

Les ICsy des différents extraits phénoliques ont étée déterminés a partir des graphes
représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la variation en concentration de chaque
extrait (voir annexes), les résultats sont mentionnés dans le tableau 15. En comparant ces valeurs
avec celles des antioxydants de références testés, nous remarquons qu’elles sont Supérieures ce

qui signifie une activité antioxydante plus faible en généal.

Pour I’espéce Saccocalyx satureoides des valeurs de ICsp allant de 35,31et 65,97ug/ml ont
été observées avec un maximum d’activité, traduit par les I1Csq les plus faibles, pour les extraits
du systéme Acé/H,0 et ceci pour les échantillons S2, S3 et S4. Alors que pour I’échantillon S1
¢’était ’extrait issu du systéme MeOH/H,0 qui a donné I’activité antioxydante la plus forte ; il
en est de méme pour I’échantillon T2 avec une ICsy presque similaire a celle de 1’a-tocophérol.
En comparaison avec d’autres ¢tudes précédentes, les extraits de Saccocalyx satureoides de la
présente étude ont exprimés des activités antioxydantes plus fortes [ICsp = 236ug/ml pour
I’extrait aqueux (Ziani et al. (2015)].

Tableau 15 : Les valeurs des I1Csq des différents extraits phénoliques pour le test DPPH (ug

extrait brut/ml)

MeOH/H,0 Acé/H,0 MeOH/Acé/H,0
S1 56,87 + 1,87 41,28 +2,75 40,10 + 0,39
Saccocalyx S2 49,49 + 1,03 39,97 + 0,47 48,41 + 0,45
satureoides S3 47,21+0,30 35,31+0,41 52,56 + 0,49
S4 63,41 + 1,04 59,16 + 0,64 65,97 + 1,31
Thymus T1 35,92 + 0,92 27,81 +0,36 32,18+ 0,20
vulgaris T2 32,41 +0,11 28,17 + 0,09 25,73 0,32
Standards (ug/ml)
L’a-tocophérol 24,39 +£0,19
L’acide ascorbique 10,39 + 0,36
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Pour les extraits de Thymus vulgaris les valeurs des I1Csy ont été plus faibles, allant de
25,73pug/ml pour T2 (MeOH/Acé/H,0) a 35,92ug/ml pour T1 (MeOH/H,0). Ces valeurs
indiguent une forte activité antiradicalire qui pourrait é&tre comparable a celle de I’a-tocophérol

qui a montré une ICsq égale a 24,39ug/ml.

Martins et al.(2015) ont déterminé pour un extrait hydroalcoolique (MeOH/H20) de
Thymus vulgaris (Espagne) une valeur d’ICsy €gale a 279,2ug/ml. Pour la méme espece,
Dorman et al.(2003) ont obtenu une valeur d’1Cs égale a 382,4ug/ml pour un échantillon de
Finlande. Ces valeurs sont largement supérieures a nos résultats ce qui indiquent que nos extraits

sont plus actifs avec des valeurs d’1Csq plus faibles.

Khled khoudja et al.(2014) ont déterminé des valeurs d’ 1Csg de 191 — 115 et 179ug/ml
pour trois especes de Lamiaceae Algeériennes (Calamintha clinopodium, Teucrium flavum et

Thymus algeriensis respectivement).

D’autre part Jabri-Karoui et al. (2012) ont déterminé une valeur d’ICsq égale a 12 +
0,06pg/ml pour un échantillon de Thymus capitatus (Tunisie) ; Nickavar et Esbati (2012) ont
déterminé des 1Cso égales a 31,47, 47,22 et 48,68 pg/mL pour Thymus pubescens, Thymus
kotschyanus, et Thymus daenensis, respectivement (Iran). Ces résultats sont comparables aux

notres.

IV. 2. 2. Le test d’ABTS "

Le tableau 16 montre les valeurs des ICsq des différents extraits testés déterminés a partir
des graphes représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la variation en concentration
de chaque extrait (voir annexes). Ces valeurs varient entre 65,44 et 133,64ug/ml pour les extraits
de Saccocalyx satureoides, et de 41,66 et 60,48ug/ml pour Thymus vulgaris, ces derniers ont
montré I’activité antioxydante la plus élevée traduite par des valeurs d’ICsq les plus faibles. Les
trois extraits de I’échantillon T2 de 1’espéce Thymus vulgaris ont révélé I’activité la plus forte.
Les extraits issus du systeme Acé/H,0 ont donné les valeurs d’ICsq les plus faibles, donc ce sont

les extraits possédant 1’activité antioxydante la plus forte par rapport au total des extraits testés.

Nickavar et Esbati (2012) ont determiné des 1Csy égales a 116,60, 180,40 et 210,90

pg/mL pour Thymus pubescens, Thymus kotschyanus, et Thymus daenensis, respectivement.
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Tableau 16 : Les valeurs des I1Cs des différents extraits phénoliques pour le test d’ABTS (ug extrait

brut/ml)
MeOH/H,0 Acé/H,0 MeOH/Acé/H,0
S1 80,31 + 0,68 65,44 + 0,24 73,58 +1,42
Saccocalyx S2 80,04 + 0,64 68,20 + 0,39 83,85+ 0,48
satureoides S3 81,96 + 3,80 73,50 + 1,08 133,64 £ 1,42
S4 126,24 + 3,01 93,53+ 0,97 93,30 £ 1,59
Thymus Tl 60,48 £ 1,97 49,14 £ 0,88 50,55 + 0,08
vulgaris T2 47,26 + 0,32 41,66 + 0,88 43,96 £ 0,39
Standards (ug/ml)
L’a-tocophérol 43,63 £ 0,55
L’acide ascorbique 19,86 + 0,22
BHT 23,59 + 0,92

La figure 21 renferme une comparaison entre les valeurs des ICsq des tests DPPH et ABTS,
d’apres ces histogrammes il est bien clair que les différents extraits phénoliques ont donné des

ICs0 plus ¢élevées pour le test d’ABTS que celui du DPPH.
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Figure 21 : comparaison entre les valeurs des 1Csq des tests DPPH et ABTS
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Malgré que ces deux tests évaluent I’activité antioxydante en se basant sur la neutralisation
d’un radical libre, en mesurant la capacit¢ des molécules testées a donner des atomes
d’hydrogéne ou bien des électrons (Christodouleas et al., 2015), les valeurs des 1Cso sont
nettement différentes. Ces différences peuvent étre dues a la différence en structure des deux
molécules des radicaux libres dans chaque test, ainsi que la présence d’autres molécules dans le
milieu réactionnel pour le test d’ABTS (H0,, et I’enzyme péroxydase). Ce dernier peut étre

aussi influé par le type de solvant utiliseé (Dawidowicz et Olszowy, 2013).

Cette méme remarque a été observée par Wojdylo et al. (2007) en testant les activités
antioxydantes de 32 espéces appartenant a plusieurs familles de plantes, les auteurs ont trouvé

une différence entre les valeurs de I’activité antioxydante mesurée par les deux tests DPPH et

ABTS.

Le tableau 17 renferme les valeurs des coefficients de corrélation entre les valeurs des 1Csg

des tests DPPH et ABTS et les teneurs des extraits en phénols totaux et en flavonoides.

Tableau 17 : Corrélations entre les IC50 et les teneurs en phénols totaux et en flavonoides

DPPH/ABTS DPPH/Ph.T DPPH/FIv ABTS/Ph.T ABTS/FIv

Tous les extraits 0,84 -0,40 -0,51 -0,32 -0,43

S1 0,80 -0,99 -0,99 -0,75 -0,73

S2 0,94 -0,27 -0,90 0,06 -0,71

S3 0,82 -0,88 -0,95 -0,46 -0,60

S4 0,13 0,66 -0,86 -0,65 0,39

T1 0,90 -0,68 -0,88 -0,93 -0,58

T2 0,70 -0,36 0,21 -0,91 -0,55

fg‘tﬁ’r‘;ﬁ?&g 0.64 0,31 -0,45 -0,17 -0,31

Thymus vulgaris 0,82 0,14 0,22 0,33 0,46
Ph.T : Phénols totaux Flv : Flavonoides

Quand tous les extraits sont traités comme un seul groupe une corrélation moyenne a été
déterminée entre les résultats des tests DPPH et ABTS avec les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides. Il en est de méme en regroupant les échantillons d’'une méme espece. Par contre,

lorsqu’on calcule les corrélations pour chaque échantillon séparémment on constate qu’il y a une

63




Résultats et discussion

bonne corrélation entre les 1Cs, des tests DPPH et ABTS et les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides atteignant 0,9 pour quelques échantillons. D’autre part des bonnes corrélations ont
été obtenues pour les deux tests avec des coefficients entre 0,6 et 0,9. Ces différences entre les
valeurs des coefficients ont été aussi révélées par Stagos et al. (2012) traduites par des faibles
coefficients de corrélation calculés pour le total des extraits, des coefficients moyens pour
chaque genre, et une bonne corrélation entre les deux tests DPPH et ABTS. Alors que Turumtay
et al.(2014) ont révélé une bonne corrélation entre les valeurs des I1Csg et les teneurs en phénols
totaux et en flavonoides (-0,87 et -0,81 respectivement) pour Thymus praecox Opiz subsp.

caucasicus var. caucasicus.

IV. 2. 3. Le test du molybdate-phosphate

Le tableau 18 représente les valeurs d'’AAEC (Ascorbic acid Antioxidant Equivalent
Capacity) des différents extraits ainsi que celle de I’a-tocophérol calculées a I’aide des graphes

représentant I’absorbance en fonction de la concentration (voir annexes).

Ce parametre, est définit comme étant la concentration de la solution standard de la
vitamine C possédant la capacité antioxydante équivalente a une solution de 1 mM de la
substance étudiée (extrait). Plus la valeur de AAEC est importante, plus le pouvoir antioxydant

des extraits est important (Boussoussa, 2016).

Le tableau 20 englobe les valeurs des AAEC des extraits ainsi que celle du standard o-
tocophérol qui a enregistré une valeur d’AAEC égale a 0,55 ce qui signifie une activité

antioxydante équivalente a 1/2 de celle de ’acide ascorbique.

Les différents extraits nous ont donné des valeurs d’AAEC entre 0,2 et 0,3 ce qui est
traduit par une capacité antioxydante presque similaire pour tout les extraits phénoliques testés, a

I’exception des extraits de 1’échantillon T1 qui ont montré des activités moins importantes.
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Tableau 18 : Les valeurs ' AAEC des différents extraits phénoliques (test Molybdate-Phosphate).

MeOH/H20 Acé/H20 MeOH/Acé/H20

S1 0,27 £ 0,001 0,31 + 0,002 0,34 + 0,003

Saccocalyx S2 0,26 + 0,004 0,32 + 0,006 0,27 +0,01
satureoides S3 0,32+0,01 0,33 £ 0,006 0,29 + 0,004
S4 0,30 £ 0,001 0,31 + 0,003 0,29 +0,01

Thymus T1 0,20 £ 0,004 0,22 + 0,005 0,18 + 0,03
vulgaris T2 0,32 £ 0,005 0,35+ 0,04 0,36 + 0,004

Standards
L’a-tocophérol 0,55+ 0,01

Le test de molybdate-phosphate mesure la capacité antioxydante d’un extrait par
I’estimation du degré de réduction du Mo (V1) en Mo (V), Il donne une estimation directe de la
capacité de réduction des antioxydants (Phatak et Hendre, 2014). Ce test implique un
mécanisme de transfert d'électrons, de nombreux produits naturels y compris les phénols et les

flavonoides, peuvent provoquer cette réduction (Ahmed et al., 2015).

IV. 2. 4. Le test de réduction de cuivre (CUPRAC)

Le pouvoir réducteur de nos extraits a été estimé en utilisant le test de réduction de cuivre,
les résultats sont regroupés dans le tableau 19. Le pouvoir réducteur a été calculé en équivalent
d’acide ascorbique. Les différents extraits de Saccocalyx satureoides ont montré des activités

moyennes avec des valeurs d’AAEC entre 0,27 et 0,52.

D’autre part, les extraits de Thymus vulgaris avaient des pouvoir réducteurs supérieures a
celle de I’a-tocophérol et similaires a 1’acide ascorbique et du BHT avec des valeurs d’AAEC
allant de 0,83 a 1,21.

Nous pouvons conclure que nos extraits possedent de bons pouvoirs réducteurs, ceci

pourrait étre expliqué par leur richesse en composés phénoliques donneurs d’électrons.
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Tableau 19 : Les valeurs d'AAEC des différents extraits phénoliques (test CUPRAC).

MeOH/H20 Acé/H20 MeOH/Acé/H20
S1 0,44 + 0,004 0,46 + 0,001 0,50 + 0,005
Saccocalyx S2 0,52 +£0,01 0,51 £ 0,002 0,44 + 0,004
satureoides S3 0,44 + 0,005 0,50 + 0,004 0,27 £ 0,01
S4 0,38 + 0,002 0,39 + 0,002 0,45+ 0,01
Thymus T1 0,87 +0,01 0,79 £ 0,02 0,83+0,01
vulgaris T2 0,87 £0,01 1,07 + 0,006 1,21 +0,01
Standards
BHT 1,13 £ 0,03
L’a-tocophérol 0,66 + 0,01

Selon Luminita (2015), la capacité antioxydante d’un extrait doit refléter la capacité des
fractions lipophile et hydrophile, et au moins pour l'activité physiologique, elle doit refléter et
différencier a la fois le transfert d'atomes d'hydrogéne et le transfert d'électrons. Le chromophore
néocuproine-cuivre(l) est soluble a la fois dans I'eau et dans les milieux organiques, donc la

méthode CUPRAC est capable de tester les antioxydants hydrophiles et lipophiles.
IV. 2. 5. Le test de FRAP

Le test FRAP semble étre un test attrayant et potentiellement utile. Les réactifs sont peu
colteux, la procédure est rapide et directe, les résultats sont hautement reproductibles sur une
large plage de concentration, et I'équipement requis est d'un type couramment utilisé dans les
laboratoires de biochimie (Benzie et Strain, 1996). Cette méthode a été testée par Szoll6si et
Varga (2002) sur des extraits de plantes appartenant a la famille des Lamiaceae, ces auteurs ont
conclu que le test de FRAP est approprié pour mesurer la capacité antioxydante des extraits de
plantes médicinales.

Ce test mesure le pouvoir réducteur en milieu acide, les résultats sont exprimés en
équivalent d’acide ascorbique. Les AAEC des différents extraits de I’espéce Saccocalyx
satureoides varient entre 0,19 pour les trois extraits de 1’échantillon S4 et 0,2 pour le reste des
extraits. Tandis que pour les extraits de Thymus vulgaris, les AAEC ont été presque similaire a

celle de I’a-tocophérol (tableau 20).
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Tableau 20 : Les valeurs d'AAEC des différents échantillons (test FRAP).

MeOH/H20 Acé/H20 MeOH/Acé/H20
S1 0,20 £ 0,003 0,21 +0,0006 0,19 + 0,003
Saccocalyx S2 0,22 + 0,002 0,21 +0,0005 0,20 + 0,001
satureoides S3 0,20 + 0,002 0,21 + 0,004 0,12 + 0,002
S4 0,19 + 0,001 0,19 + 0,002 0,19 + 0,002
Thymus T1 0,32 £ 0,004 0,32 £ 0,003 0,29 + 0,006
vulgaris T2 0,35+ 0,003 0,37 £ 0,002 0,25 + 0,002
Standards
L’a-tocophérol 0,35 + 0,004
Trolox 0,67 £0,01

Rabeta et Nur Faraniza (2013) annoncent que des valeurs élevées dans le test de FRAP

sont traduit par des capacités antioxydantes élevées.

Les histogrammes de la figure 22 montrent une comparaison entre les valeurs des AAEC
des tests CUPRAC, FRAP et Molybdate-phosphate. Nous pouvons constater que le test de
CUPRAC a donné des valeurs d’AAEC les plus élevées que celles des tests FRAP et Molybdate-
phosphate. Cette méme remarque a été observée par Sarikurkcu et al.(2015) pour les extraits de
Phlomis armeniaca (Lamiaceae). Ces différences peuvent étre dues aux différences des milieux
réactionnels dans les tests, en effet les tests de FRAP et Molybdate-phosphate sont réalisés dans
un milieu acide alors que celui du CUPRAC est dans un milieu a pH neutre qui est proche au pH
physiologique. Dans des conditions plus acides que le pH physiologique, la capacité réductrice
peut &tre réprimée en raison de la protonation sur les composés phénoliques, alors que dans des
conditions plus basiques, la dissociation des composés phénoliques augmenterait la capacité de
réduction d'un échantillon. Ainsi, le dosage CUPRAC fonctionnant a un pH proche de celui des
fluides physiologiques donne une estimation réaliste des antioxydants dans un échantillon (Apak
et al., 2008).
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Figure 22 : Comparaison entre les valeurs des AAEC des tests CUPRAC, FRAP et Molybdate

Les tests CUPRAC, FRAP et Molybdate-phosphate suivent le méme principe, qui est la

réduction d’un ion métallique. Nous avons employé ces trois tests pour pouvoir comparer les

résultats et obtenir une idée globale sur I’activité réductrice de nos extraits. Nous avons obtenu

des valeurs d’AAEC similaires pour les deux tests FRAP et Molybdate-phosphate, alors que

pour le test CUPRAC les valeurs ont été nettement élevées. Les échantillons de 1’espece

Saccocalyx satureoides ont montré des activités dans les trois tests qui peuvent étre classées

selon I’ordre suivant AAECrrap < AAECHo,< AAECcuprac, €t ceci pour les trois systémes de

solvants. Tandis que pour les échantillons de Thymus vulgaris 1’ordre était le suivant

AAEC\,<AAECrar <AAECcuprac. En général, les extraits de Thymus vulgaris ont été plus

actifs que ceux de Saccocalyx satureoides, avec des valeurs d’AAEC plus élevées. Cette activité

pourrait étre attribuée a leur composition.
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L’ensemble des coefficients de corrélation entre les valeurs d’AAEC et les taux de phénols
totaux et de flavonoides sont mentionnés dans le tableau 21. Pour tous les extraits des
coefficients de corrélation positifs ont été calculés pour les tests CUPRAC et FRAP alors que
pour le test de molybdate-phosphate les coefficients ont été négatifs. D une fagon générale, la

corrélation était faible, traduite par des coefficients ne dépassant pas une valeur de 0,5.

Tableau 21 : Corrélations entre les AAEC et les teneurs en phénols totaux et en flavonoides
CUPRAC/Ph.T | CUPRAC/FIv | FRAP/Ph.T | FRAP/FIv | Mo-P/Ph.T | Mo-P/Flv
Tous les extraits 0,24 0,33 0,31 0,51 -0,42 -0,50
S1 0,82 0,83 -0,12 -0,15 0,97 0,97
S2 -0,81 -0,09 -0,97 -0,48 0,24 0,88
S3 0,55 0,68 0,45 0,60 0,61 0,73
sS4 0,99 -0,99 -0,99 0,93 -0,54 0,77
T1 -0,68 -0,87 -0,70 0,51 -0,17 0,91
T2 0,32 -0,25 0,44 0,86 0,45 -0,11
Saccocglyx 0,12 0,35 -0,01 0,31 0,41 0,29
satureoides
Thymus vulgaris -0,55 -0,74 -0,07 0,13 -0,79 -0,80
Ph.T : Phénols totaux Flv : Flavonoides

Quand les corrélations sont calculées pour chaque espece, les valeurs ont été faibles pour
Saccocalyx satureoides alors que pour Thymus vulgaris les correlations étaient moyennes pour le
test CUPRAC (-0,55 et -0,74), faibles pour le test FRAP (-0,07 et 0,13) et relativement élevée
pour le test molybdate-phosphate (-0,79 et 0,80).

Alors qu’en traitant les espéces separemment, de bonnes corrélations ont été trouvées
généralement avec des valeurs de coefficient de correlation proche de 1 (ou -1), et ceci pour les
échantillons S1, S2, S3 et S4. Tandis que pour T1 et T2 les coefficients ont été moyens a faibles
sauf quelques exceptions (pour T1 : corrélations entre taux de flavonoides et les tests CUPRAC

et molybdate-phosphate).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes ont toujours constituées un réservoir de nouvelles molécules et métabolites qui
peuvent étre utilisées comme agents antioxydants et/ou antimicrobiens. L’intérét porté pour
I’extraction et I’étude des activités des extraits de plantes a gagné une importance primordiale
durant les derniéres décenies, et ceci dans le but de trouver des alternatifs aux antioxydants

synthétiques ainsi qu’aux antibiotiques.

Ce travail nous a permis de mettre en évidence la composition chimique ainsi que les
activités antioxydantes des huiles essentielles et des composés phénoliques extraits de deux
especes de plantes appartenant a la famille des Lamiaceae : Saccocalyx satureioides (quatre

échantillons), Thymus vulgaris (deux échantillons).

Les huiles essentielles des espéces de plantes étudiées ont été caractérisées par les
composés majoritaires suivant : I’a-terpinéol, le thymol et le bornéol chez Saccocalyx
satureioides ; le y-terpinene, le p-cymene, le thymol et le carvacrol chez Thymus vulgaris. Les
huiles essentielles de Saccocalyx satureioides ont montré des pourcentages élevés en
monoterpénes oxygénés (70%), alors que celles de Thymus vulgaris ont renfermé des
pourcentages inférieurs (41,65 et 66,39%). Pour les hydrocarbures monoterpeniques, les huiles
essentielles de Thymus vulgaris ont été caractérisées par des pourcentages élevés (50,42 et

28,44%) par rapport a celles de Saccocalyx satureioides (de 17 a 22%).

L’analyse par HPLC des extraits phénolique nous a permis d’identifier 12 composés pour
S. satureioides avec la présence notable de I’acide rosmarinique, alors que pour les extraits de T.
vulgaris, nous avons 7 composeés ont été identifiés avec la présence remarquable d’eriodictyol-O-
hexoside au niveau de I’échantillon T1, tandis que 1’échantillon T2 était caractérisé par la

présence d’acide rosmarinique.

L'étude de l'activité antioxydante des huiles essentielles et des extrais phénoliques montre
que les différents extraits possédent des activités réductrices et anti-radicalaires intéressantes,

avec une activité remarquable pour les extraits phénoliques par rapport aux huiles essentielles.

Les huiles essentielles de Thymus vulgaris ont montré I’activité antioxydante la plus
importante et ceci pour tous les tests réalisés, avec 1’activité la plus forte pour I’huile essentielle
de I’échantillon T2.
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Concernant les extarits phénoliques, les extraits de 1’espece Thymus vulgaris ont été plus
actifs avec des 1C50 plus faibles pour les tests DPPH et ABTS, et des valeurs d’AAEC ¢levées
pour le test de CUPRAC. Alors que pour les deux tests FRAP et Molybdate-phosphate les

valeurs d’AAEC ont été proches pour tous les extraits.

Sur la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons constater que les extrais étudiés sont
doués des activités antioxydantes intéressantes, ces propriétés sont directement liées a la
composition chimique des extraits et peuvent leur donner la capacité d’étre utilisées comme

additifs alimentaires jouant le role d’agents antioxydants pour la préservation des aliments.

Rappellant que les objectifs fixés dés le départ étaient 1’étude de la composition chimique
et des activités biologiques des huiles essentielles et des extraits phénoliques des espéces
choisies. Nous avons déterminé la composition chimique des huiles essentielles et des extraits
phénoliques et leurs activités antioxydantes, par contre nous n’avons pas abordé I’étude de
’activité antimicrobienne des extraits pour éviter la répétition des études déja entreprises d’une
part, et ’apparition de quelques travaux réalisés sur les huiles essentielles de Saccocalyx
satureoides qui montrent une faible activité et par conséguent nous ne voyons pas un interet

scientifique pour I’étude de ce type d’activité biologique.

Quelques perspectives générales peuvent étre tirées a 1’issue des résultats obtenus dans ce

travail :

Identfier la composition quantitative des différents extraits phénoligues.

— ldentifier et caractériser les composés responsables des activités antioxydantes ainsi

que leurs modes d'actions.

— Les données accumulées a partir de cette étude sont des résultats de tests effectués in
vitro, ce qui nécessite d'autres tests afin de confirmer ou infirmer ces résultats et passer

aux applications pharmaceutiques, agroalimentaires.

— Evaluer les extraits des huiles essentielles et phénoliques pour d’autres activités
biologiques a savoir : anti-inflammatoire, anti-virale, ainsi que leur effet sur d’autres

enzymes.
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Annexe | : Photos des especes de plantes étudiées (Prises par Benabed)

Saccocalyx satureioides

Thymus vulgaris
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Annexe Il : Aspects et couleurs des échantillons des huiles essentielles
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Annexe 111 : Spectres CG/CG-SM des différents échantillons d'huiles essentielles
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Annexe IV : Chromatogramme HPLC des extraits phénoliques
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RT: 0,00 - 30,00
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Annexe V : structures des composés identifiés et spectres des fragments de la SM

1. Structures des composés majoritaires des Huiles essentielles
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2. Structures des composés phénoliques identifiés et leurs spectres SM
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Fragments de la MS1 (M-H)
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Fragments de la MS1 (M-H)

359,12

100 100 £03.20 100 537,05
30 20
80 50
2 70
c & g 70
T e < = 80
3 c c -
2 3 3
5 = 5
: @ T
= 40 B E
= 718,88 & F 40
T ap [ 2 a0
20 1078,28 nn 492,22
883,21 20
by 1438 50 181754 701,23 1691.79 1a 558,18
0 : = : i 0 972,82  1857,79
5 5 200 y Y - L N e I N N I i |
oo fooo - 1s0m 2 §00 1000 1E00 2000 500 1000 1500 2000
= ez miz
Fragments de la MS2
180,99 285,04 493,14
100 100 100
50 50 80
50 80
2 70 g 2 70
c H 5
= z = 80
E 2 E
% 50 f, = 50
o = - o
i £ 581,28 2
g 17887 = g 40
& = £ g
30 197,03 301,10 573,43
20 447,25 20
101 254 . agra7 | 95448 10 369,18
i 24515 21814 || NN i 210,40 313,08 | 449,22 [518.18
D||| L s e 400 200 EI|||||||||||||||||||||
100 200 300 x 200 300 400 E00
miz ) miz
Fragments de la MS3
132,97 285,18 353,05
1005 10042251 100
503 503 80
E 803 g0
a 703 2 79
E 3 E E § 70
2 803 T 803 5 8o
3 .3 2 7 5
4 50 I 509 2 =
.- 0 2
e B 2 ap
a3 @ k]
o apd = =
3 T 30
E 20
104
E E 10
i T e %
500 1000 1500 2000 =00 \ono 1500 2000 i\ rrr
miz iz 500 1000 1500 2000
m/'z

Acide rosmarinique

Isoscutellarein-7-O-allosyl
(2-2) glucoside

Acide isomelitrique [3’-O-(8"’-
Z-Caffeoyl) rosmarinic acid]

95




Annexes

Fragments de la MS1 (M-H)
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Fragments de la MS1 (M-H)
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Annexe V : Courbes DPPH standards
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Annexe VI : Courbes DPPH Huiles essentielles
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Annexe VI1II: Courbes p-carotene Huiles essentielles
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Annexe 1X: Courbes CUPRAC Huiles essentielles
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Annexe X : Courbes DPPH extraits phénoliques
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Annexe Xl : Courbes ABTS extraits phénoliques
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Annexe XII : Courbes Molybdate-Phosphate extraits phénoliques
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Annexe XI11: Courbes CUPRAC extraits phénoliques
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Annexe XIV: Courbes FRAP extraits phénoliques
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