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Introduction générale

ntroduction générale
Les plantes médicinales aromatiques (PMA) sont utilisées depuis I’antiquité
comme conservateurs, colorants, exhausteurs de godt et aromatisants. De plus, ces
plantes qui constituent depuis longtemps la base de la médecine traditionnelle dans le monde
entier a diverses fins, notamment pour le traitement des maladies infectieuses, ont également
fait I'objet d'études, en particulier dans les industries chimique, pharmaceutique et alimentaire,
en raison de leur utilisation potentielle pour améliorer la santé. Elles sont devenues « produits
industriels » avec de nouveaux concepts comme la phytothérapie, lI'aromathérapie, les
nutraceutiques, les cosméceutiques élargissant ainsi le champ de leur utilisation. Les nouvelles
applications innovantes a valeur ajoutée incluent leur utilisation dans les aliments fonctionnels,

Iélevage et la protection des plantes en agriculture (Baser et Demirci, 2007 ; Dhifi et al., 2016).

Les composés actifs produits au cours du métabolisme végétal secondaire sont
généralement responsables des propriétés biologiques de ces plantes (Silva et Fernandes Jr.,
2010). Des études in vitro et in vivo ont démontré comment ces substances agissent en tant
gu'antioxydants, stimulants de la digestion et hypolipidémiants et montré leurs activités
antibactériennes, antivirales, anti-inflammatoires et anti-cancérigénes. Ces effets
physiologiques bénéfiques peuvent également avoir des applications préventives dans diverses
pathologies (Viuda-Martos et al., 2011).

Par conséquent, I'exploration de nouvelles substances biologiquement actives de plantes
est au centre des recherches sur les plantes médicinales. En effet, ces dernieres années, le role
de certains métabolites secondaires comme les composés phénoliques en tant que constituants
alimentaires protecteurs est devenu un domaine de plus en plus important de la recherche sur
la nutrition humaine. Contrairement aux vitamines, ils ne sont pas essentiels au bien-étre a court
terme, mais il est de plus en plus évident que des apports modestes a long terme peuvent avoir
des effets favorables sur l'incidence des cancers et de nombreuses maladies chroniques, qui se
produisent de plus en plus freqguemment dans les populations méditerraneennes, notamment les
maladies cardiovasculaires, le diabéte de type Il et les maladies neurodégéneratives comme la
maladie d’Alzheimer, du fait de leurs propriétés antioxydantes ayant un role protecteur contre
le phénomene de stress oxydatif resultant des especes radicalaires oxygénés a 1’origine de ces
maladies (Crozier et al., 2006 ; Shahidi et Zhong, 2010a).

De plus, I'attraction des plantes médicinales et aromatiques ne cesse de croitre en raison

de la demande croissante des consommateurs et de leur intérét pour ces plantes pour des
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applications culinaires, médicinales et anthropiques. A mesure que les consommateurs sont de
plus en plus informés sur les questions relatives aux aliments, a la santé et a la nutrition, ils
prennent également conscience des dangers liés aux conservateurs chimiques utilisés par les
industriels alimentaires. En effet, des rapports récents ont révélé que les antioxydants
synthétiques tels que le butyl-hydroxy-anisole (BHA), butyl-hydroxy-toluéne (BHT) et la
tertiary-butyl-hydro-quinone (TBHQ) largement utilisés dans l'industrie alimentaire comme
inhibiteurs potentiels de I'oxydation des lipides, peuvent étre impliqués dans beaucoup de
risques de santé, y compris les lésions du foie, le cancer et la carcinogenese (Ito et Hirose,
1987 ; Chen et al., 1992 ; Williams et al., 1999).

La recherche de substances biologiquement actives a notamment encouragé I'utilisation
d'huiles essentielles et de substances volatiles comme antimicrobiens et antioxydants dans les
aliments et produits alimentaires. Le fait que les huiles essentielles et les substances volatiles
allient leur capacité aromatisante a : (a) étre naturelles et biodégradables ; (b) ayant
généralement une faible toxicité pour les mammiféres ; et (c) étre capable de remplir
simultanément la fonction de plus d’un de leurs équivalents synthétiques, y ont tous contribué.
En outre, les huiles essentielles peuvent étre utilisées pour la protection des cultures et contre
les insectes nuisibles et les invasions, avec l'avantage de ne pas s'accumuler dans
I'environnement et d'exercer une vaste gamme d'activités, ce qui réduit le risque de

développement de souches pathogeénes résistantes (Figueiredo et al., 2008).

L'Algérie de par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique
et floristique, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques, dont
15% sont endémiques et qui restent trés peu explorée, autant d’un point de vue phytochimique
que d’un point de vue pharmacologique (Hanifi, 1991). Parmi ces ressources naturelles, Thymus
algeriensis Boiss. & Reut., Teucrium polium subsp capitatum (Lamiaceae) et Ammoides
verticillata (Apiaceae) sont trois plantes auxquelles les populations locales attribuent certaines
propriétés médicinales. Elles sont utilisés pour traiter différents états pathologiques tels que les
troubles gastro-intestinaux, les inflammations des maladies respiratoires, le diabete et les
rhumatismes (Laouer et al., 2003 : Giordiani et al., 2009 ; Bahramikia et al., 2012 ; Giweli et
al., 2013) .

La plupart des études précédentes portant sur ces plantes étaient axées sur les composes
volatiles, tandis que les autres composants bioactifs et leurs effets biologiques n’étaient pas

encore complétement étudiés, notamment leur activité anti-cholinestérasique.
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A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous avons voulu a
travers cette these d’explorer les propriétés biologiques des huiles essentielles (HE) et des
extraits éthanoliques (EE) des trois plantes suscitées, afin d’exploiter leur potentiel comme
conservateurs naturels. Pour ce faire, nous avons utilisé différentes méthodes d’évaluation in

vitro.

Le présent document comporte 2 grandes parties : théorique et expérimentale. La partie
théorique concerne une synthese bibliographique comportant un rappel sur les métabolites
secondaires des plantes et I’intérét thérapeutique de leurs biomolécules, leur description et ses
activités biologiques. Cette partie sera répartie en 4 chapitres :

I.  Les métabolites secondaires des plantes médicinales et aromatiques
Ce chapitre décrira les métabolites secondaires des plantes médicinales et
aromatiques principalement les terpenes, polyphénols et phénylopopanoides, leur structure,

classification, propriétés ainsi que leur métabolisme.

Il.  Monographie des especes étudiées
Ce chapitre consistera en une description des caractéristiques botaniques et de la
taxonomie des plantes étudiées, leur habitat et répartition géographique, leur phytochimie ainsi

que leur toxicité.

I1l.  Radicaux libres et antioxydants
Ce chapitre s’intéressera a la biochimie des radicaux libres et espéces réactives de

I'oxygéne et leur role dans les réactions radicalaires ainsi que les systémes antioxydants.

IV.  Anticholinestérases et antimicrobiens
Ce chapitre abordera les inhibiteurs de cholinestérases, enzymes impliquées dans la
maladie d’Alzheimer, et les agents antimicrobiens, leur mécanisme d’action, et les principales

classes de composés dérivés de plantes.

La partie expérimentale consistera en 2 chapitres : le premier décrira la méthodologie
suivie pour I’extraction des huiles essentielles et des extraits non volatiles, les dosages
spectrophotométriques, les tests d’activité anticholinestérase, antioxydante, antihémolytique
antimicrobienne ainsi que pour I’analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-MS) et la chromatographie liquide haute performance (HPLC-

DAD). Le deuxieme chapitre sera consacré a la présentation et a la discussion des résultats.

Enfin, a I’issue de ce travail, une conclusion genérale est dégagée.
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Chapitre I : Métabolites secondaires des plantes médicinales et aromatiques

1. Généralités sur les métabolites secondaires des plantes

Dans la nature, deux principaux groupes de metabolites peuvent étre trouvés : les
métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont des composés universels
présents dans tous les organismes vivants. Ils comprennent les protéines, les glucides, les lipides
et les acides nucléiques. Les métabolites secondaires ne se trouvent que chez certaines especes.
Les plantes médicinales aromatiques sont des plantes ayant des caractéristiques aromatiques
ainsi que des propriétés medicinales et sont «des mines d’or chimiques» en raison de la diversité
des meétabolites secondaires qu'ils possédent et le large éventail d'activités pharmacologiques
qu'elles montrent (Bakkali et al., 2008). Les substances volatiles, qui sont principalement des
substances terpénoides (mono-, sesqui- et di-terpénes), font partie des composés les plus
précieux de métabolites secondaires produits par les plantes, aux c6tés des alcaloides et des
substances phénoliques dont certaines sont également volatiles, comme les phénylpropanoides
appelés aussi shikimates qui procurent une odeur et une saveur spécifiques aux plantes
(Harborne, 1999 ; Sangwan et al., 2001 ; Figueiredo et al., 2008 ; Sell, 2010).

2. Huiles essentielles
2.1. Utilisation historique et actuelle des huiles essentielles
On sait que les herbes et les épices furent utilisés pour leurs propriétés de conservation,
d’ar6me et de saveur depuis I'Antiquité. Cependant, ce sont les historiens grecs et romains qui
documentérent pour la premiere fois l'utilisation des HE pour le traitement médical et
I'aromathérapie. Au Xllle siécle, les effets pharmacologiques des HE ont été décrits dans de
nombreuses pharmacopées de I'époque, mais leur utilisation n'a été largement répandue qu'au
XVlesiécle (Burt, 2004 ; Bauer et al., 2008). On pense qu’en 1881, De La Croix, fut la premiére
personne a effectuer une analyse antimicrobienne des vapeurs d'HE. Les utilisations les plus
courantes des huiles essentielles aujourd'hui comprennent les aromatisants dans les aliments et
les essences dans les parfums et les produits pharmaceutiques, et ceci pour leurs propriétés
fonctionnelles (Weiss, 1997, Bauer et al., 2008). Une variété de produits disponibles dans le
commerce exploitent les propriétés antibactériennes des HE, comme les antiseptiques et les

aliments pour suppléments animaux (Cox et al., 2000, Windisch et al., 2008).

2.2. Définition
Il s’agit d’'un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus végetaux spécialises. Extraites de la plante grace a des procedés
physiques tels que I’hydro distillation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans

le cas des agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la
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plante. Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris dans la
définition d’huile essentielle donnée par la norme de 1’ Association Frangaise de Normalisation

(AFNOR) (Bruneton, 1993 ; AFNOR, 2000).

2.3. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles peuvent étre trouvées dans divers organes de la plante (fleurs,
fruits, graines, feuilles, tiges et racines) étant produites et stockées dans des structures
sécretoires qui different par la morphologie, la structure, la fonction et la distribution. Ces
structures spécialisées minimisent le risque d’autotoxicité et peuvent se trouver a la surface des
organes ou dans les tissus de la plante, en tant que structures de sécrétion externe ou interne
respectivement. Les structures de sécrétion internes comprennent les cellules de sécrétion
(souvent des idioblastes), les cavités sécrétoires et les canaux secréteurs, tandis que les canaux
externes comprennent les trichomes glandulaires, les cellules épidermiques et les osmophores
(Svoboda et Svoboda, 2000).

2.4. Caractéristiques physiques et organoleptiques

En général, la plupart des HE sont des liquides incolores, lucides et mobiles a la
température ambiante. Cependant, tout le spectre de couleurs des HE varie du jaune au brun
foncé avec toutes les échelles de couleurs intermédiaires, a 1’exception de la camomille
(romaine) dont I’HE apparaissant de couleur bleu-violet caractéristique en raison de la présence
de chamazuléne généré lors de la distillation a la vapeur. Ces couleurs sont utilisées
sélectivement dans les parfums en tant que toners. De plus, des solides tels que des cristaux
(par exemple des stéaroptenes) se retrouvent dans les HE de roses, de camomilles et de certaines
especes d'eucalyptus. L'odeur typique des HE dépend des organes, des especes et de l'origine
des plantes. Contrairement aux huiles végétales, les HE sont des huiles volatiles présentant un
indice de réfraction élevé et une rotation optimale résultant de nombreux composés
asymeétriques. La densité relative des HE est généralement inférieure a celle de I'eau alors qu'il
existe plusieurs exceptions. Les HE sont généralement reconnus hydrophobes mais elles sont
en grande partie solubles dans les graisses, les alcools et la plupart des solvants organiques. En
outre, elles ont la sensibilité détre oxydées pour former des produits résineux par

polymérisation (Li et al., 2014).

2.5. Composition chimique
Les huiles essentielles sont constituées de composés organiques volatils, généralement de

bas poids moléeculaire inférieur a 300. Ces composés volatiles appartiennent a différentes
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classes chimiques : alcools, éthers ou oxydes, aldéhydes, cétones, esters, amines, amides,
phénols, hétérocycles et principalement les terpénes. Les alcools, les aldéhydes et les cétones
offrent une grande variété de notes aromatiques, telles que les notes fruitées ((E) -nerolénol),
florales (Linalol), d'agrumes (Limonene), a base de plantes (y-sélinéne), etc. (Yi et al., 2014 ;
Dhifi et al., 2016).

Généralement, les composants principaux déterminant les propriétés biologiques des
huiles essentielles, comprennent deux groupes d'origine biosynthétique distincte. Le groupe
principal est composé de terpénes et l'autre de constituants aromatiques et aliphatiques, tous
caractérisés par un faible poids moléculaire (voir Fig. 2). De plus, d'autres composés présents
dans les huiles essentielles tels que les diterpenes, les constituants contenant du soufre et de
I'azote et les lactones sont également mentionnés (Croteau et al., 2000 ; Bowles, 2003;
Pichersky et al., 2006 ; Baser et Demirci, 2007 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015).

2.5.1. Terpénes

Les terpenes sont les principaux constituants des huiles essentielles. Chimiquement, ce
sont principalement des hydrocarbures insaturés cycliques, a des degrés variables
d'oxygenation (alcoolique, cétonique, etc.) dans les groupes substituants liés au squelette
carboné basique (Harborne, 1989, Ashour et al., 2010 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015). Des
milliers de composeés appartenant a la famille des terpénes ont jusqu'a présent été identifiés dans
les huiles essentielles, tels que les dérivés fonctionnalisés des alcools (géraniol, a-bisabolol),
des cétones (menthone, p-vétivone) et des aldéhydes (citronellal, sinensal), les esters (acétate
de y-tépinyle, acétate de cédryle) et les phénols (thymol) (Dhifi et al., 2016). lls sont classés en
différentes classes structurelles et fonctionnelles. En fonction du nombre d'unités isoprene (voir
Fig. 1) dans leur structure, les terpénes peuvent étre classés en hémiterpenes (1 unité),
monoterpenes (2 unités), sesquiterpenes (3 unités), diterpenes (4 unités), et ainsi de suite. Les
terpénes que I'on trouve le plus souvent dans les huiles essentielles sont les monoterpenes
(C1oH1s6) et les sesquiterpenes (CisH24) (Hanson, 2003 ; Baser et Demirci, 2007 ; Bakkali et al.,
2008 ; Ashour et al., 2010 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015).

CH,
|

CH,
HC/ ~e7
|-|

Figure 1. Structure d’unité Isoprene (2-méthylbuta-1,3-diéne)
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2.5.1. 1. Monoterpenes

Les monoterpenes sont formés par le couplage de deux unités d'isoprene (C10). Ce sont

les molécules les plus représentatives, constituant 90% des huiles essentielles et permettant une

grande variété de structures. Ils comportent plusieurs fonctions (Tableau 1) (Hanson, 2003 ;

Bakkali et al., 2008).

Tableau 1 : Principales fonctions monoterpéniques des HEs (adapté de Bakkali et al., 2008)

Fonction Type de cycle Exemple de composé
Carbures Acyclique myrcene, ocimene, etc.
Monocyclique terpinenes, p-ciméne, phellandrenes, etc
Bicycliques pinenes, -3-carene, camphéne, sabinene, etc.
Alcools Acycliques géraniol, linalol, citronellol, lavandulol,
Nérol, etc.
Monocyclique menthol, a-terpinéol, carvéol
Bicyclique bornéol, fenchol, chrysanthénol, thuyan-3-
ol, etc.
Aldéhydes Acyclique géranial, néral, citronellal, etc.
Cétone Acyclique tegetone, etc.
Monocyclique menthones, carvone, pulegone, pipéritone, etc.
Bicycliques camphre, fenchone, thuyone, ombellulone,
pinocamphone, pinocarvone, etc.
Esters Acyclique acetate ou propionate de linalyle, acétate de
citronellyle, etc.
Monocyclique acétate de menthyle ou d'a-terpinyle, etc.
Bicyclique acétate d'isobornyle, etc.
Ethers 1,8-cinéole, menthofurane, etc.
Peroxydes ascaridole, etc.
Phénols thymol, carvacrol, etc.

2.5.1. 2. Sesquiterpenes

Les sesquiterpenes sont formés a partir de 1’assemblage de trois unités d’isoprene (C15).

L'extension de la chaine augmente le nombre de cyclisations, ce qui permet une grande variété

de structures. La structure et la fonction des sesquiterpénes sont similaires a celles des
monoterpenes (Tableau 2) (Hanson, 2003 ; Bakkali et al., 2008).
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Tableau 2 : Principales fonctions sesquiterpéniques des HEs (d’apres Bakkali et al., 2008)

Fonction Exemple de composeés

Carbures azulene, b-bisaboléne, cadinénes, b-caryophyllene, logifolene,
curcumenes, elemenes, farnesenes, zingiberene, etc.

Alcools bisabol, cédrol, b-nérolidol, farnésol, carotol,
b-santalol, patchoulol, viridiflorol, etc.

Cétones germacrone, nootkatone, cis-longipinane-2,7-
dione, b-vetinone, turmerones, etc.

Epoxyde oxyde de caryophylléne, époxydes d'humuléne, etc.

Des exemples de plantes contenant ces composés sont 1’angélique, le bergamote, le
cumin, le céleri, le citronnelle, le coriandre, 1’eucalyptus, le géranium, le genévrier, le lavandin,
la lavande, le citron, la mandarine, la menthe, 1’orange, la menthe poivree, le petit-grain, le pin,

le romarin, la sauge, le thym (Bakkali et al., 2008).

2.5.2. Composés aromatiques ou phénylpropanoides

Les huiles essentielles contiennent également des composés aromatiques non terpéniques
tres fréquents biogénérés par la voie des phénylpropanoides, tels que l'eugénol, le
cinnamaldéhyde et le safrole. En outre, certaines huiles essentielles peuvent également contenir
des acides gras et leurs esters et, plus rarement, des dérivés de I'azote et du soufre (Baser et
Demirci 2007 ; Bakkali et al., 2008 ; Dhifi et al., 2016).

Les composes aromatiques comprennent : aldéhyde (cinnamaldéhyde), alcool (alcool
cannelle), phénols (chavicol, eugénol), dérivés méthoxy (anéthole, élémicine, estragole,
méthyleugénols), composés de méthyléne dioxy (apiole, myristicine, safrole). Les principales
sources végétales de ces composés sont I'anis, la cannelle, le girofle, le fenouil, la muscade, le
persil, le sassafras, l'anis étoilé, l'estragon et certaines familles botaniques (Apiaceae,
Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae) (Bakkali et al., 2008).

Les composants azotés ou sulfurés tels que les glucosinolates ou les dérivés
d’isothiocyanate (huiles d’ail et de moutarde) sont également caractéristiques en tant que
métabolites secondaires de diverses plantes ou de produits torréfiés, grillés ou grillés... (Baser
et Demirci 2007).
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1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyelic Carbure bicyelic
Cymene (“y"”) or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
Aleohol acyelic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol
)\/\/k/\ S o o
T
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Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene
T T T
OH
2. Aromatic compounds
Aldehyde Alcohol Phenol Phenaol
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Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole
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IQ \ 7/ _/_Q OCHs <DM

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascandole Menthol

N\

Figure 2. Structure chimique de quelques composés d’huiles essentielles
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2.6. Biosynthése des huiles essentielles

2.6.1. Terpénes

La voie de base de la biosynthese des terpénoides volatils est traitée convenablement en
trois phases: (1) formation des unités C5 de base, (2) condensation de deux ou trois unités C5
pour former des prényl diphosphates en C10, C15 ou C20, et (3) conversion des prényl
diphosphates résultants aux produits finis (Dudareva et al., 2004). La formation d’unités
basiques C5, d’isopentényl diphosphate (IPP) et de diméthylallyldiphosphate (DMAPP) se fait
par deux voies alternatives : la voie cytosolique du mévalonate (MVA) conduisant a la
formation de la plupart des sesquiterpenes ou par la voie plastidique du non-mévalonate
produisant principalement les monotérpenes et diterpénes (voir Fig. 3). Dans la voie du
mévalonate, I'isopentényl diphosphate (IPP) est formée par 1’acide mévalonique qui résulte de
la condensation de 3 fractions d’acétylcoenzyme-A. Dans la voie non mévalonate, le 2 C-métil-
D-érythritol-4-phosphate (MEP) et le 1-désoxy-xylulose-5-phosphate (DOXP) sont impliqués,
résultant de la condensation du glycéraldéhyde phosphate et du pyruvate (Lichtenthaler et
al., 1997 ; Bouwmeester, 2006 ; Ashour et al., 2010 ; Dudareva et al., 2013 ; Tholl, 2015).
Dans la deuxiéme phase de la biosynthese des terpenes, IPP et DMAPP se condensent pour
former le géranyl diphosphate (GPP), le farnésyl diphosphate (FPP) et le géranylgéranyl
diphosphate, précurseurs des monoterpenes, des sesquiterpenes et des diterpénes,
respectivement. Ces réactions sont catalysées par des prényltransférases a chaine courte. La
troisieme phase de la biosynthése des terpénes implique la conversion des divers prényl
diphosphates DMAPP (C5), GPP (C10), FPP (C15) et géranylgéranyl diphosphate (C20) en
hémiterpenes (isopréne et 2-méthyl-3-buténe). -2-ol), monoterpénes, sesquiterpénes et
diterpénes, respectivement. Ces réactions, réalisées par une grande famille d’enzymes connues
sous le nom de terpenes synthases (TPS) (Croteau et al., 2000 ; Aharoni et al., 2005 ; Pichersky
et al., 2006 ; Schwab et al., 2008 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015 ; Rehman et al., 2015).

2.6.2. Phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont synthétisés par la voie de I'acide shikimique, leurs principaux
précurseurs étant I'acide cinnamique et I'acide p-hydroxycinnamique, provenant respectivement
des acides aminés aromatiques : phénylalanine et tyrosine (Sangwan et al., 2001). L'acide
shikimique est synthétisé a partir d'érythrose 4-phosphate et de phosphoénolpyruvate.
L'élimination de I'un des alcools cycliques de I'acide shikimique et sa réaction avec le pyrolate
de phosphoénol donnent I'acide chorismique. Ce composé forme le squelette de l'acide
phénylpropionique. L'amination et la réduction de la fonction cétone produisent I'acide aminé

10
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phénylalanine, tandis que la réduction et I'élimination conduisent a l'acide cinnamique qui
produit les acides o et p-coumariques. De plus, I'aromatisation de I'acide shikimique donne des

dérivés de I'acide benzoique, présents dans plusieurs huiles essentielles (Sell, 2010).
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Figure 3. Biosynthése des terpénes et des phénylpropanoides (Zuzarte et Salgueiro, 2015)
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3. Composeés phénoliques
3.1. Définition et structure
Les composés phénoliques sont des structures aromatiques portant un ou plusieurs
groupes hydroxyle. La plupart sont des polyphénols, comportant plusieurs substituants de
groupe hydroxyle, dont un ou plusieurs peuvent étre substitués par des groupes méthyle ou
glycosyle (Harborne, 1989 : Harborne, 1999).

Les composés phénoliques vont des composés simples tels que le phénol lui-méme et
I’acide salicylique (acide 2-hydroxybenzoique) en passant par les pigments anthocyaniques
complexes jusqu’aux tannins polymeéres condensés dont le poids moléculaire peut atteindre
30 000 (Bravo, 1998 ; Harborne, 1999). Ils sont généralement associes aux sucres et aux acides

organiques (Crozier et al., 2006 ; Crozier et al., 2009).

Les sucres associés peuvent étre présents sous forme de monosaccharides, de
disaccharides ou méme d’oligosaccharides. Le glucose est le résidu de sucre le plus courant,
bien que I'on trouve également du galactose, du rhamnose, du xylose et de I'arabinose, ainsi que
des acides glucuroniques et galacturoniques et de nombreux autres. Les associations avec
d'autres composés, tels que les acides carboxyliques et organiques, les amines et les lipides,

ainsi que des liaisons avec d'autres phénols sont également courantes (Bravo, 1998).

3.2. Classification et occurrence
Les polyphénols peuvent étre classés en fonction du nombre et de la disposition de leurs
atomes de carbone (Tableau 3) (Crozier et al., 2006 ; Crozier et al., 2009). Les composés
phénoliques que ’on trouve couramment dans les aliments et les produits de santé naturels
peuvent étre classés en phénols simples, dérivés de 1’acide hydroxybenzoique et de I’acide
hydroxycinnamique, flavonoides, stilbenes, lignanes, tannins hydrolysables et condensés (King
et Young, 1999 ; Shahidi et Ho, 2005).

12
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Tableau 3 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de Squelette  Classification Exemple Structure de

carbones base

7 C6-C1 Acides phénols  Acide gallique ¢ Y-coon

8 C6-C2 Acétophénones Gallacetophénone @ {:CH3

8 ceco O Acde ¢cooH
phénylacétique Hydroxyphénylacétique

Acides hydroxy-  Acide

9 C6-C3 ) COOH
cinamiques Coumarique O

o0
9 C6-C3 Coumarines Esculitine g

o
10 C6-C4 Naphthoquinones  Juglone

i:l

{

13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine m
O

14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol Uv@

o

15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine

3.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques comprennent les acides hydroxybenzoiques et
hydroxycinnamiques (voir Fig. 4). Les 2 principaux acides hydroxybenzoiques alimentaires
sont I’acide ellagique et 1’acide gallique, qui se présentent généralement sous la forme de tanins
hydrolysables et se trouvent principalement dans les baies et les noix. Les principaux acides
hydroxycinnamiques alimentaires, l'acide caféique et I'acide férulique, sont sensibles a la
chaleur (Dimberg et al., 1996). L'acide caféique est present dans les aliments principalement
sous forme d'ester avec I'acide quinique appelé acide chlorogénique (acide 5-caféoylquinique),
qui est largement répandu dans les fruits et les légumes, mais remarquable pour ses fortes
concentrations en graines, notamment les grains de café, les céréales et les graines de tournesol
(Clifford, 1999 ; Clifford, 2000 ; Olthof et al., 2001 ; Robbins, 2003).

13
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O
H f_)\o
Rs Xa= L= H Xb= H
ot 1
R; Xe= %_L’ H

Figure 4. Structure commune des acides phénoliques

R2 R3 R4 R5 X Code Nom commun

H H H H a 1 A. cinnamique
-OH H H H a 2 A. o-coumarique

H H -OH H a 3 A. p-coumarique

H -OH H H a 4 A. m-coumarique

H -OCH3 -OH H a 5 A. férulique

H -OCH3 -OH -OCH3 a 6 A. sinapique

H -OH -OH H a 7 A. cafféique

H H H H b 8 A. benzoique
-OH H H H b 9 A. salycilique

H H -OH H b 10 A. p-hydroxy

benzoique

H -OCH3 -OH H b 11 A. vanilique

H -OCH3 -OH -OCH3 b 12 A. syringique

H -OH -OH H b 13 A. protocatéchique
-OH H H -OH b 14 A. gentisique
-OH -OH -OH -OH b 15 A. gallique

H -OCH3 -OCH3 H b 16 A.vératrique

H -OCH3 -OH -OCH3 c 17 Syringealdehyde

H -OCH3 -OH H c 18 vaniline

3.2.2. Flavonoides

En géneral, tous les flavonoides sont des dérivés du composé parent 2-phénylchromone

composé de trois cycles phénoliques (A, B et C sur la figure), qui présentent tous des degrés

divers d'hydroxylation et de méthoxylation (Shahidi et Naczk, 2004 ; Yao et al., 2004).
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Figure 5. Structure générique d’une molécule de flavonoide

Les variations dans les modeles de substitution du noyau C résultent les principales
classes de flavonoides, a savoir les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols (ou
catéchines), les isoflavones, les flavanonols et les anthocyanidines (Fig. 5) (Hollman et Katan,
1999) dont les flavones et les flavonols sont les plus répandus et structurellement divers
(Harborne et al., 1999). Ces flavonoides se présentent souvent sous forme de glycosides, la
glycosylation rendant la molécule plus hydrosoluble et moins réactive vis-a-vis des radicaux
libres. Le glucose est le sucre le plus souvent impliqué dans la formation des glycosides, bien
que du galactose, du rhamnose, du xylose et de 1’arabinose soient également présents, ainsi que
des disaccharides tels que le rutinose (Crozier et al., 2000). Alors que les sucres et les groupes
hydroxyle augmentent la solubilité dans I'eau des flavonoides, d'autres substituants, tels que les
groupes méthyle et les unités isopentyle, rendent les flavonoides lipophiles (Crozier et al.,
2006 ; 2009).

Les flavones et les flavonols se présentent sous forme d'aglycones dans les aliments.
Environ 200 flavonols et une centaine de flavones ont été identifiés chez les plantes. Ces
composes possédent une double liaison entre C-2 et C-3. Les flavonols sont différents des
flavones en ce qu'ils possédent un groupe hydroxyle en position 3 et peuvent étre considérés
comme des 3-désoxyflavonols (Shahidi et Naczk, 2004).

Parallelement, les flavonones et les flavononols sont caractérisés par la présence d’une
liaison saturée en C2-C3 et d’un atome d’oxygéne (groupe carbonyle) en position 4. Ainsi, les
flavonones peuvent étre appelées dihydroflavones. Les flavononols se distinguent des
flavonones par la présence d'un groupe hydroxyle en position 3 et sont souvent appelés 3-

hydroxyflavonones ou dihydroflavonols (Shahidi et Naczk, 2004).

Parmi les flavonoides, les anthocyanes et les catéchines, connus sous le nom de flavanes
en raison de lI'absence du groupe carbonyle en position 3, sont importants; les flavan-3-ols et
les flavan-3,4-diols appartiennent a cette catégorie (Shahidi et Naczk, 2004). Les flavan-3-ols

constituent la sous-classe la plus complexe de flavonoides, allant des monomeéres simples (+) -
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catéchine et son isomére (-) - épicatéchine aux proanthocyanidines oligomeres et polymeres,

également appelées tanins condenses (Crozier et al., 2006 ; Crozier et al., 2009).

Tableau 4 : Différentes classes de flavonoides et leurs sources alimentaires

Classe Nom Sources alimentaires
Chrysine Peaux de fruits
Flavone o o
Apigénine Persil, céleri
Flavonone Naringine Agrumes, pamplemousse
Naringénine Agrumes
Taxifoline Agrumes
Eriodictyol Citrons
Hespéridine Oranges
Isosakuranétine Agrumes
Flavonol Kaempférol Poireau, brocoli, endives,
pamplemousse, thé noir
Quercétine Oignon, laitue, brocoli,
tomate, thé, baies, pommes,
huile d'olive, canneberges
Rutine
Sarrasin, agrumes, poivron
rouge, vin rouge, tomate
Flavononol Engeletin Peau de raisin blanc
Astilbin Peau de raisin blanc
Génistine Soja
Taxifoline Fruits
Génistéine Soja
Daidzin Soja
Daidzéine Soja
Flavanol (+)-Catechin Thé
(+)-Gallocatechin Thé
(-)-Epicatechin Thé
(-)-Epigallocatéchine The
(-)-Epicatechin gallate The
(-)-Epigallocatechin gallate  Thé

Anthocyanidine

Epigénidine
Cyanidine
Delphinium
Pélargonidine

Adapté de Shahidi et Naczk (2004)
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3.2.3. Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques qui contiennent deux cycles benzéniques
séparés par un pont éthane (C6 — C2 — C6). Elles sont largement répandues dans les plantes
supérieures et leurs principaux roles physiologiques sont liés a leur action en tant que
phytoalexines et régulateurs de croissance (Langcake et Pryce, 1977 ; Gorham, 1989). Les
stilbenes n'avaient pas attiré I'attention des nutritionnistes jusqu'a ce qu'un des membres de sa
famille, le resvératrol (3,5,4'-trihydroxystilbéne) ait démontré un effet préventif sur le cancer
(Jangetal., 1997, Aziz et al., 2003 ; Shankar et al., 2007). Les principales sources alimentaires

de stilbénes sont les raisins, le vin, le soja et les produits a base d’arachides (Burns et al., 2002).

3.2.4. Tannins

Selon leur structure, les tanins sont définis comme hydrolysables ou condensés. Les tanins
hydrolysables sont d'acide gallique et de son produit de condensation dimere, I'acide
hexahydroxydiphénique, estérifié en un polyol, qui est principalement du glucose. Les tanins
condenses, également connus sous le nom de proanthocyanidines, sont des polymeéres linéaires
de motifs flavan-3-ol (catéchine et gallocatéchine) et flavan-3,4-diol. Les unités consécutives
de tanins condensés sont liées par la liaison interflavonoide entre C-4 et C-8 ou C-6 (Porter,
1989). Les tanins condensés se trouvent principalement dans les fruits, les céréales et les
Iégumineuses. Les tanins condensés s'accumulent généralement dans les couches extérieures
des plantes. Les tanins hydrolysables se trouvent dans les baies et les noix (King et Young,
1999).

3.3. Métabolisme, absorption et biodisponibilité

L’absorption et le métabolisme des composés phénoliques (CP) alimentaires sont
déterminés principalement par leur structure chimique, qui dépend de facteurs tels que le degré
de glycosylation-acylation, leur structure fondamentale (dérivés du benzéne ou de la flavone),
la conjugaison avec d’autres composés phénoliques, la taille moléculaire, le degré de
polymérisation et la solubilité (Bravo, 1998). Le parcours des CP de la consommation a
I’excrétion semble étre comparable a celui de nombreux médicaments de syntheése, mais avec
des différences dans leur devenir et leur bioactivité aprés les phases de métabolisme 1 et Il
(Scalbert et Williamson, 2000). Des études ont montré que les composés phénoliques sont
métabolisés par les réactions de déconjugaison et de reconjugaison. Les phénoliques sont
hydrolyses en leurs aglycones libres, puis sont conjugués par méthylation, sulfatation,
glucuronidation ou une combinaison (Karakaya, 2004). Il a été démontre que les glycosides de

phénol étaient tout d'abord déglycosilés, puis convertis en glucuronides ou en sulfates, avec ou
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sans méthylation, lors d'études menées chez le rat ou dans I'intestin isolé de rat. L'existence de
réactions de conjugaison de phase Il dans le métabolisme des composés phénoliques a
également été démontrée dans des études chez I'homme dans la paroi intestinale lors de leur
absorption par l'intestin. Cependant, les données disponibles sur la biodisponibilité des
composés phénoliques sont encore limitées (Karakaya, 2004 ; Barnes et al., 2011). Les
glycones étant transportées par le biais du transport actif et les aglycones par diffusion passive.
Aprés absorption par voie entérale, la majorité des CP est largement transformee par le systéeme
de détoxification des entérocytes et du foie pour étre excrétée dans la bile, les selles et l'urine.
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Les bactéries du c6lon réduisent les polyphénol-aglycones,
provoquant I'ouverture du cycle B hétérocyclique et le clivage du cycle. Les produits sont
principalement absorbés et pénetrent dans le sang. Des événements métaboliques de phases | et
II se produisent dans I’intestin et le foie - la plupart des polyphénols circulent principalement
sous forme de b-glucuronides et d’esters sulfatés avec trés peu d’aglycones, les formes actives
présumées (Barnes et al., 2011 ; Gutierrez-Grijalva et al., 2016). Scalbert et Williamson (2000)

ont proposé la voie possible (voir Fig. 6).
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Figure 6. Voie métabolique possible des composés phenoliques
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Abréviations utilisés : CBG : cytosolique B-glucosidase ; LPH, lactase phlorizine hydrolase;
COMT, catéchol-O-méthyltransférase; UDPGT, glucuronosyl transférase; SULT, phénol

sulfotransférases.

3.4. Biosynthése des composes phénoliques

Dans la synthese des composés phénoliques, la premiere procédure consiste a engager le
glucose dans la voie du pentose phosphate (PPP) et a transformer de maniére irréversible le
glucose-6-phosphate en ribulose-5-phosphate. La premiére procédure engagee dans la
conversion en ribulose-5-phosphate est réalisée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH). D'une part, la conversion en ribulose-5-phosphate produit des équivalents réducteurs
du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) pour les réactions anaboliques
cellulaires. D'autre part, le PPP produit également de la glycolyse de I'érythrose-4-phosphate
avec du phosphoénolpyruvate, qui est ensuite utilisé par la voie des phénylpropanoides pour
générer des composés phénoliques aprés avoir été canalisé vers la voie de l'acide shikimique
pour produire de la phénylalanine (Lin et al., 2016) (voir Fig. 7).

Le métabolisme des phénylpropanoides comprend une série complexe de réactions
biochimiques ramifiées qui fournissent a la plante une multitude de composés phénoliques
importants. La voie générale des phénylpropanoides mene de la phénylalanine a la coumaroyl-
CoA et est initiée par I’enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL). Les phénylpropanoides
branches du métabolisme pour donner lieu a littéralement des milliers de composés, dont
beaucoup sont spécifiques a des espéces de plantes particulieres. Une branche importante méene
a la production de flavonoides, notamment de flavonols et d'anthocyanines et des tanins. La
premiére étape engagée dans cette voie est catalysée par la chalcone synthase (CHS) (Weisshaar
et Jenkins, 1998 ; Ruiz et Romero, 2001 ; Ferrer et al., 2008 ; Cheynier et al., 2013).
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Figure 7. Schéma des principales voies de biosynthese des composés polyphénoligues.

PAL : phénylalanine ammonia-lyase; C4H : cinnamate-4-hydroxylase; 4CL : 4-coumaroyle:
CoA-ligase; HCT : hydroxycinnamoyl transférase; C3H, p-coumarate-3-hydroxylase; CHS :
chalcone synthase; CHI : chalcone isomérase; ANS : anthocyanidine synthase; DFR,
dihydroflavonol réductase; FS : flavone synthase; FLS, flavonol synthase; F3H, la flavanone 3-
hydroxylase; IFS: isoflavone synthase; ANR: anthocyanidine réductase; LAR:
leucoanthocyanidine réductase.
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1. Teucrium polium subsp capitatum : la germandrée tomenteuse
1.1. Historique
Le nom scientifique du genre, Teucrium, provient du grec Teucros, nom d'un prince
troyen qui aurait découvert les propriétés médicinales de la plante. Le nom francais Germandree
est une altération du latin meédiéval calamendria, croisement probable de calamentum, sorte de
menthe, avec camedria, latinisation du grec chamaedrys signifiant littéralement "chéne a terre"

(en référence a la germandreée petit-chéne) (Couplan, 2012).

1.2. Caractéristiques botaniques
1.2.1 Description botanique

Le genre Teucrium est un genre cosmopolite tres polymorphe qui différe d'autres genres
apparentés a la famille de Lamiaceae par sa fleur qui manque completement de la lévre
supérieure de la corolle formée seulement d'une levre inférieure a cing lobes (Tutin et al., 1976 ;
Ozenda, 2004). Ce genre est représenté par plus de 340 espéces dont 20 se trouvent en Algérie,
et 12 sous especes dont le polium subsp capitatum (Quezel et Santa, 1963 ; Heywood et al.,
2007). T. polium subsp capitatum est une plante vivace, pubescente et aromatique, de 20 a 50
cm de haut, a feuilles vert-grisatre et a fleurs roses a blanches, qui apparaissent de juin a ao(t
(Djabou et al., 2012 ; Khani et Heydarian, 2014).

Figure 8. Feuilles et fleurs de Teucrium polium subsp capitatum (Tela-botanica)
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1.2.2. Classification taxonomique
Le genre Teucrium appartient a la famille des Lamiaceae, sous-famille des Ajugoideae
(Harley et al., 2004). Les membres du genre Teucrium L. sont représentés dans la région
méditerranéenne par 160 taxons appartenant a sept sections : Teucrium L., Chamaedrys (MILL.)
SCHREB., Polium (MILL.) SCHREB., Isotriodon BoISS., Scorodonia (HIIL) SCHREB., Scordium
(MILL.) RCHB., et Spinularia Boiss (El Oualidi et al., 1999). Teucrium polium L. ssp. capitatum
(L.) Arcangeli (syn Teucrium capitatum L.) appartient a la section Polium qui est la plus grande

et la plus morphologiquement diverse section du genre (EI Oualidi et al., 1999).

Selon la classification Angiosperm Phylogeny Group IV (APG V) (2016), la position

systématique de Teucrium polium est la suivante :

Domaine : Eukaryota
(non classé): Archaeplastida
Regne : Plantae

Clade : Angiospermes
Clade : Eudicots

Clade : Eudicots centraux
Clade : Superastéridés
Clade : Asteridées °
Clade : Euastéridées
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
Sous-famille : Ajugoideae
Genre : Teucrium

Espéce : Teucrium polium L., 1753 ssp. capitatum

1.2.3. Noms vernaculaires
Teucrium polium L. est appelé en en Algérie et en Tunisie «Al-Ja’adehy, «Khayata» et
«Gattaba», ce qui signifie «cicatrisant» (Ben Othman et al., 2017). Elle est également appelee

«Djaad, Goutiba », « Timzourin ».
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1.3. Habitat et répartition géographique

Les especes du genre Teucrium dont polium poussent de maniere sauvage dans un sol
bien drainé et généralement développé dans les régions ensoleillées appartenant aux climats
semi-arides et arides. La plupart des especes se trouvent dans les endroits secs et pierreux des
collines et des déserts des pays méditerranéens. Ce genre est largement répandu en Europe, en
Afrique du Nord, en Asie du Sud-Ouest, en Amerique et en Australie et dont la zone principale
de distribution est la zone méditerranéenne, contenant environ 96% de tous les taxons (Cantino,
1992 ; Mabberley, 1997 ; El Oualidi et al., 1999 ; Navarro et El Oualidi, 2000).

1.4. Phytochimie de la plante

De nombreuses études phytochimiques ont été effectuées sur ’espece Teucrium polium
et de plusieures classes de constituants isolées comme les tepénoides ou huiles essentielles
(Wassel et Ahmed, 1974 ; Hassan et al., 1979 ; Vokou et Bessiere, 1984 ; Sarer et Konuklugil,
1987), les stérols (Tariq et al., 1989), les abiétane diterpénoides (Cuadrado et al., 1992 ;
Fiorentino et al., 2010), les diterpénes furanoides (Malakov et Papanov, 1983), les néo-
clérodane diterpénoides (Eguren et al., 1981 ; De la Torre et al., 1988 ; Carreiras et al., 1989 ;
Galstyan et al., 1992), les glycosides phénylpropanoides (Oganesyan et al., 1991 ; Bedir et al.,
1999), Iridoides (Rizk et al., 1986 ; De Marino et al., 2012), et les flavonoides (Verykokidov-
Vistsaropoulou et Vijias, 1986 ; Stefkov et al., 2011) ainsi que des sesquitepénes (Elmasri et
al., 2014).

Le poliumoside, ester de 1’acide caféique, est un marqueur chimique spécifique de la
section polium. On ne le retrouve pas dans les autres sections ou il est remplacé par le
teucrioside et I'acide chlorogénique non décelés dans la section polium (Andary et al., 1988) ou
verbascoside qui manifeste, au contraire, une grande variation, liée aux conditions

environnementales, au point de disparaitre ou d'apparaitre en culture (EI Oualidi et al., 1996).

1.5. Utilisation en médecine traditionnelle
Les especes de Teucrium sont utilisées depuis plus de 2000 ans comme plantes
médicinales pour leurs propriétés pharmacologiques. diurétique, diaphorétique, tonique,
antipyrétique, antispasmodique, anti-inflammatoires, anticonvulsives, antihypertenseurs,
cholagogique et beaucoup d'entre elles sont utilisées en médecine traditionnelle (Galati et al.,
2000 ; Ljubuncic et al., 2006).
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1.6. Activités biologiques de Teucrium polium
La plante Teucrium polium et ses différents extraits possedent diverses activités
biologiques, étudiées a I'échelle mondiale. Le bénéfice thérapeutique des plantes médicinales

est souvent attribué a leurs propriétés antioxydantes (Ashnagar et al., 2007).

Les activités biologiques de T. polium ont été largement signalées et il a été démontré
qu’il possede des effets hypolipidémiants (Gharaibeh et al., 1988 ; Esmaeili et Yazdanparast
2004) ; anorexiques (Gharaibeh et al., 1989) ; anti-inflammatoires ; (Tarig et al., 1989) ;
antimicrobiennes (\VVahdani et al., 2011 ; Belmekki et al., 2013 ; purnavab et al., 2015 ; Fertout-
Mouri et al., 2016) ; anti-ulcere (Twalij et al., 1987) ; anti-nociceptifs (Abdollahi et al., 2003 ;
Baluchnejadmojarad et al., 2005) ; antipyrétiques (Autore et al., 1984) ; anti-hypertenseurs
(Suleiman et al., 1998) ; anti-rhumatoides (Rasekh et al., 2001; Abdollahi et al., 2003) ; surtout
pour ses propriétés antilipidémiques (Panovska et al., 2005) et antidiabétiques (Gharaibeh et
al., 1988, Rasekh et al., 2001) ; antapoptotique et antioxydantes (Hasani et al., 2007 ; Ardestani
et Yazdanparast, 2009) ; fumigante (Khani et Heydarian, 2014) ; antitumorales (Menichini et
al., 2009a ; Kandouz, 2010) ; antiphytovirale (Bezi¢ et al., 2011).

1.7. Toxicité
La plupart des espéces de Teucrium sont potentiellement hépatotoxiques en raison de la
présence des quantités variables de composés diterpénoides du type néoclerodane qui sont
considérés comme les marqueurs chimiotaxonomiques de genre (Barceloux, 2008 ; Pacifico et
al., 2012). Plusieurs cas d'hépatotoxicité chez 1I’espéce Teucrium polium ont été décrits (Mattei
et al., 1995 ; Polymeros et al., 2002 ; Savvidou et al., 2007).

Les composés furano diterpénoides de la germandrée subissent une activation
métabolique en métabolites électrophiles capables de se lier de maniére covalente aux protéines
des hépatocytes. Les isoenzymes CYP3A catalysent la formation d'époxydes réactifs et / ou

d'aldéhydes insaturés a partir de ces composés aromatiques (Lekehal et al., 1996).

24



Chapitre Il : Monographie des plantes

2. Thymus algeriensis Boiss. & Reut. : le thym
2.1. Historique

Le thym est presque I'herbe utile parfaite. Le mot grec Thymos signifie «courage ou force»
et semble approprié pour I'nerbe qui revigore les sens. Un autre mot possible serait du terme
grec "fumiger" comme cette herbe fut brilée pour chasser les insectes piqueurs de la maison.
On croyait qu'un lit de thym fut une maison aux fées. Le thym représentait le style et I'élégance
des premiers Grecs, la chevalerie au Moyen Age et I'esprit républicain en France. Ce fut au
début du Moyen Age que les moines bénédictins apportérent du thym en Europe centrale et en
Angleterre. Thym oreillers furent penses pour soulager I'épilepsie et la mélancolie. De la
quinziéme a travers le dix-septiéme siécle, le thym fut utilisé pendant la peste qui balaya
L'Europe. Pendant la premiere guerre mondiale, I'nuile essentielle a été utilisée comme

antiseptique sur les champs de bataille (Morales, 2002 ; Charles, 2013).

Dans son travail sur les plantes médicinales et les poisons, Dioscoride (Premier siécle,
traduction de Laguna, 1555) mentionne le thym comme "Thymo", "Serpo" et "Zygis". Les
Egyptiens utilisaient le thym, "thym™ pour embaumer les morts. Les Romains brdlaient et
répandaient du thym sur le sol pour éloigner les créatures venimeuses. lls utilisaient du thym
pour aromatiser le fromage. Le célébre miel de thym sauvage fut fait par les abeilles sur le
mont. Hymette prés d'Athénes. St. Hildegard le mentionna comme un traitement pour la lepre
et la paralysie. Rudyard Kipling écrit sur le «thym a vent qui sent le parfum de l'aube au
paradis». (Morales, 2002 ; Charles, 2013).

2.2. Caractéristiques botaniques
2.2.1 Description botanique

Thymus algeriensis est un arbuste diploide de courte durée (2n = 2x = 30) et gynodioique
(Morales, 1996). 1l se reproduit par graines et peut atteindre 20-50 cm de hauteur. Les feuilles
sont opposees et linéaires / lancéo tardives (6-12 mm). Les fleurs, aux bractées ovales et a la
corolle violette ou violette rose, sont petites (5-7 mm). Il se reproduit par les semences et les
expositions se propagent également par la voie vegétative. Cet arbuste gynodioique est composé
de plantes hermaphrodites (fertiles méales) et femelles (stériles males). La floraison a lieu entre
avril et juin. Les fleurs sont petites avec une corolle violette ou violette (Ben EI Hadj Ali et al.,
2010). Il est souvent pollinisé par les abeilles (especes allogames), mais une autopollinisation
peut également se produire chez les hermaphrodites (Tarayre et Thompson, 2002 ; Orellana et
al., 2005).
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Figure 9. Feuilles et fleurs de Thymus algeriensis (Tela-botanica)

2.2.2. Classification taxonomique
Le grand genre Thymus L. (Lamiaceae) comprend environ 350 espéces aromatiques et
vivaces originaires d'Europe et d'Afrique du Nord dont 66 poussent en Europe (Mabberley,
1997) et 18 en Afrique (Morales, 1994). Selon Jalas (1971), Thymus est divisé en huit sections
. Micantes, Mastichina, Piperella, Teucrioides, Pseudothymbra, Thymus, Hyphodromi et
Serpyllum. Elles-mémes divisees en sous-sections (Morales, 1997).

I. Sect. Micantes VII. Sect. Hyphodromi
Il. Sect. Mastichina 1. Sous-sect. Subbracteati
I11. Sect. Piperella 2. Sous-sect. Serpyllastrum
IV. Sect. Teucrioides 3. Sous-sect. Thymbropsis
V. Sect. Pseudothymbra VIII. Sect. Serpyllum
1. Sous-sect. Pseudothymbra 1. Sous-sect. Insulares
2. Sous-sect. Anomalae 2. Sous-sect. Kotschyani
VI. Sect. Thymus 3. Sous-sect. Pseudopiperellae
1. Sous-sect.. Thymastra 4. S Sous-sect. Isolepides
2. Sous-sect. Thymus 5. Sous-sect. Alternantes

6. Subsect. Pseudomarginati

7. Subsect. Serpyllum
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Le T. algeriensis Boiss.and Reuter appartient a section Hyphodromi (A. Kerner) Halacsy
et sous-section Subbracteati (Klokov) Jalas (Morales, 2002).

Selon la classification Angiosperm Phylogeny Group IV (APG V) (2016), la position
systématique de Thymus algeriensis est la suivante :

Domaine : Eukaryota

(non classé): Archaeplastida

Régne : Plantae

Clade : Angiospermes

Clade : Eudicots

Clade : Eudicots centraux

Clade : Superastéridés

Clade : Asteridées «

Clade : Euastéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Nepetoideae

Tribu : Mentheae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus algeriensis Boiss. & Reut.

2.2.3. Noms vernaculaires
T. algeriensis est plus répandu dans les pays de I’ Afrique du Nord et ses noms populaires
en langues arabe et berbére sont : "zhitra" ‘azoukni', ‘djertil’, 'djoushshen’, ‘hamriya’,
'hamzousha’, 'khieta’', 'mezoukesh’ , 'rebba’, 'toushna' (Quezel et Santa, 1963 ; Boulos, 1983 ;
Suelmassi, 1991 ; Morales 2002).

2.3. Habitat et répartition géographique
Les especes de Thymus sont bien adaptées au climat chaud et sec de la région
méditerranéenne et sont répandues dans les régions arides de la péninsule ibérique ou ils y
poussent a 1’état sauvage (Tedone et al.,, 2001 ; Horwath et al., 2008). Le Thymus algeriensis
est endémique a I'Algérie, la Libye, la Tunisie et le Maroc (Houmani et al., 2002 ; Le Floch et
Boulos, 2008). En Tunisie, les populations de T. algeriensis sont réparties entre des bioclimats
arides sub-humides et inférieurs arides a des altitudes comprises entre 120 et 1100 m. L'espece

pousse sur des sols calcaires pauvres et fertiles et se rencontre en populations dispersées et
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petites (Ben EIl Hadj Ali et al., 2010 ; Zouari et al., 2012). Au Maroc, elle est présente dans le
Moyen Atlas, le Haut Atlas, 1’ Anti Atlas occidental, le Rif et I’Oriental (foret de Beni Snassen)
(Benabid, 2000).

2.4. Utilisation en médecine traditionnelle
Les especes de thymus ont été utilisées pour plus de 2000 ans en tant qu'herbes
médicinales et beaucoup d'entre eux sont encore utilises (Zarzuelo et Crespo, 2002). En outre,
il est I'un des plus largement utilisé des genres dans la médecine populaire, ou il est populaire

pour son action stimulatrice sur toutes les fonctions de lI'organisme (Viuda-Martos et al., 2011).

Le Thymus algeriensis est une plante odorante herbacée largement utilisée, fraiche ou
séchée, en tant que herbe culinaire (Pottier-Alapetite, 1981 ; Chaieb et Boukhriss 1998 ; Le
Floch et Boulos 2008). De plus, cette plante est également largement utilisée dans la médecine
traditionnelle sous forme les infusions et décoctions des feuilles et des fleurs contre les maladies
du tube digestif et anti-avortement (Le Floch, 1983). En Algérie, il a été utilisé comme
astringents, agents expectorants et cicatrisants (Baba Aissa, 1991). En Tunisie, en tant qu'agents
anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques et anti-bronchiques (Guesmi et al., 2014). Il est aussi
utilisé pour ses propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antifongiques antiparasitaire,
toniques, anti-inflammatoire, antitussif et carminatif (Stahl-Biskup et Saez 2002 ; Giordiani et
al., 2008 ; Hazzit et al., 2009).

2.5. Activités biologiques de Thymus algeriensis

Les propriétés aromatiques et médicinales du genre Thymus en ont fait I'une des plantes
les plus populaires dans le monde entier. On croit qu'une partie de ces activités sont dues aux
constituants volatils. Par conséquent, il existe un intérét de recherche considérable pour
I'analyse de la composition des huiles essentielles de Thymus (Stahl-Biskup and Saez, 2002).
Plusieurs études ont montré que le Thymus algeriensis possédait d’importantes activités
antioxydante (Hazzit et al., 2009 ; Giweli et al., 2013 ; El Ouariachi et al., 2014 ; Megdiche-
Ksouri et al., 2015 ; Ben El Hadj Ali et al., 2015) ; antibactériennne et antifongique (Dob et al.,
2006 ; El Ajjouri et al., 2010 ; Ait-Ouazzou, 2011 ; Zouari et al., 2011 ; Chemat et al., 2013 ;
Jayari et al., 2017) ; anti-conversion de l'angiotensine | (Zouari et al., 2011) ; antitumorale
(Nikoli¢ et al., 2014) ; allélopathique et insecticide (Ben El Hadj Ali et al., 2015) ; anticorrosive
(Khadraoui et al., 2015).
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2.6. Phytochimie de la plante
Les principales études sur la composition chimique de la plante ont été réalisées sur la
faction volatile (Hazzit et al., 2009 ; Giweli et al., 2013 ; Chemat et al., 2013 ; EI-Ouariachi et
al., 2014 ; Ben El Hadj Ali et al., 2015). Cependant, pour la fraction non volatile, quelques
flavonoides ont été isolés tels que: taxifoline, ériodictyol, 5,6-dihydroxy-7-3°, 4°-
triméthoxyflavone et 5,6,4" -trihydroxy-7,3 - dimethoxyflavone. (EI-Domiaty et al. (1997), 5-
hydroxy-6,7,3",4 -tetramethoxyflavone (5-desmethylsinensetin), quercetin-3-O-rutinoside,

luteolin-7-O-rhamnoside (Benkiniouar et al., 2007).

Récemment, Boutaoui et al. (2018) ont identifié 16 composés phénoliques dans les
extraits de Thymus algeriensis dont 11 acides phénoliques et cing flavonoides. Les acides
phénoliques identifiés étaient : acide gallique, acide chlorogénique, acide vanillique, acide
syringique, acide 3-hydroxybenzoique, acide p-coumarique, acide sinapinique, acide t-
férulique, acide benzoique, acide o-coumarique et I’acide benzoique. Tandis que les
flavonoides étaient : I'épicatéchine, de la naringine, la catéchine, la rutine, la naringénine,

isovanilline, harpagoside.

2.7. Toxicité

Aucune étude n’a été rapportée concernant la toxicité de thym. Cependant, le thymol,
administré par voie orale, peut provoquer des douleurs abdominales voire un léger collapsus a
des doses de 0.3 a 0.6 gramme (Wichtl et Anton, 1999).

3. Ammoides verticillata : le cerfeuil

Les Apiaceae (Umbelliferae) est une famille cosmopolite. En Algérie, cette famille
comprend environ 55 genres et 130 especes citées par Quezel et Santa (1963). Le genre
Ammoides en Algérie comprend deux espéces : Ammoides atlantica (Coss et Dur.) Wolf, qui
est endémique, et Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. (syn A. verticillata (Duby) Brig., Ptychotis
ammoides W. D. J. Koch, Carum ammoides (L.) Bail, Petroselinum ammoides (L.) Rchb. f.),
Seseli pusillum, Brot., Seseli ammoides L., Seseli verticillatum Desf. est répandu dans la région
méditerranéenne (Trabut, 1935 ; Quezel et Santa, 1963 ; Bellakhdar, 1997 ; Rankou et al.,
2015).

3.1. Caractéristiques botaniques
3.1.1. Description botanique
L’Ammoides pusilla est une espéce herbacée aromatique répandue en Afrique du Nord.

Plante annuelle gréle a souche filiforme, a tige trés ramifiee de 10-40 cm, sans rosette de feuilles
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basales. Feuilles inférieures pétiolées a nombreux segments multifides verticillés (Fig. 10), les
superieures pennatifides & segments linéaires. Ombelles principales & 8-15 rayons. Fruits
ovoides de moins de 1 mm de long. Elle connait un cycle dynamique tardif allant de mai a
juillet (Quezel et Santa, 1963).

3.1.2. Classification taxonomique

Selon la classification Angiosperm Phylogeny Group IV (APG 1V) (2016), la position
systématique de I’Ammoides verticillata est la suivante :

Domaine : Eukaryota

(non classe): Archaeplastida

Régne : Plantae

Clade : Angiospermes

Clade : Eudicots

Clade : Eudicots centraux

Clade : Superastéridés

Clade : Asteridées °

Clade : Euastéridées Il

Ordre : Apiales

Sous-ordre : Apineae

Famille : Apiaceae

Sous-famille : Apoideae

Tribu : Pyramidoptereae

Genre : Ammoides

Espéce : Ammoides verticillata ou pusilla (Brot.) Breistr.

3.1.3. Noms vernaculaires
En Algérie, Ammoides verticillata ou pusilla est connu sous le nom de Noukha, et sous
des noms variés tels que Nanoukh, Nabta, Ridjl EI-Ghorab et Gazar Ech-Cheytan dans les pays
d'Afrique du Nord (Trabut, 1935 ; Quezel et Santa, 1963 ; Laouer, 2003). Elle est appelee
Nounkha ou Ndnkha tirée du nom Perse «Nankhah» qui est utilisée en Iran, comme aromate
dans le pain. En effet, «<Nan» et « Khah » signifient respectivement pain et godt (Baytop et
Siltliipinar, 1986).
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Figure 10. Feuilles et fleurs d’Ammoides verticillata (Tela-botanica)

3.3. Habitat et répartition géographique

L’Ammoides pusilla (ou verticillata) est largement répandu dans les régions d'Europe
méridionale et centrale, ainsi que dans les régions de la Méditerranée et de I'Afrique du Nord.
La plante est assez commun dans le nord de la Méditerranée, bien que trés local en Afrique du
Nord et rare dans certaines régions. Les habitats typiques comprennent les paturages, les berges,
les terres non cultivées; champs rudéraux, plaine de montagne, berges de rivieres, bordures
d'étangs, lits de rivieres, oliveraies, sous-bois clairs, fossés, terrains vagues, lieux pierreux,
défrichements forestiers, paturages de basse montagne, foréts, bords de c6te, collines escarpées
et forét méditerranéenne. L’Ammoides pusilla est une plante a feuilles caduques thérophyte, qui
pousse dans les sols argileux et calcaires et sur des substrats profonds, humides a bien
alcalinisés, humides a bien drainés. L'espece préfere les habitats mi-ombragés a ouverts, fleurit
de mai a juillet et pousse dans des climats subhumides a subarides et arides (Rankou et al.,
2015).

3.4. Utilisation en médecine traditionnelle
La plante Ammoides pusilla (ou verticillata) est largement utilisée pour prévenir et guérir
diverses maladies. Un nombre élevé de propriétés médicinales et thérapeutiques des différentes
parties de la plante a été décrit. Dans la médecine traditionnelle algérienne, I’Ammoides pusilla
est largement utilisée comme décoction ou perfusion pour traiter les maux de téte et migraine,

antipyrétique pour réduire la fievre et rhume, antispasmodique pour supprimer les spasmes
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musculaires de 1’estomac, de D’intestin ou de la vessie, la diarrhée et trouble gastriques,
problémes respiratoires, infections rénales ou comme une compresse seule ou trempée dans
I'alcool ou de vinaigre et melangé avec du henné pour traiter la débilité mentale des enfants.
L'espece est également utilisée comme antiseptique pour réduire le risque d'infection, de
septicémie ou de putréfaction du tractus gastro-intestinal et est utilisée dans le traitement du
vitiligo afin d'améliorer I'apparence de la peau en restaurant sa couleur (Boulos 1983,
Bellakhdar et al., 1991 ; Bnouham et al., 2007, Bnouham et al., 2010 ; Laouer et al., 2003 ;
Felidj et al., 2010).

3.5. Activités biologiques d’Ammoides verticillatta
Les infusions d’A. verticillata, les extraits de solvants ainsi que les huiles essentielles ont
montré diverses propriétés biologiques, notamment des propriétés antioxydante (Laouer et al.,
2003 ; El-Ouariachi et al., 2011) et antimicrobienne (Laouer et al., 2003 ; Laouer et al., 2004 ;
Zerroug et al., 2010 ; Oumessaad et al., 2011. ; Tefiani et al., 2015) ; antiparasitaire (Souhaiel
et al., 2017) ; anticorrosive (EI-Ouariachi et al., 2013). En plus, des activités antiproliférative
(Tefiani et al., 2015) et antidiabétique (Bnouham et al., 2007 ; 2010), ont également été

rapportées.

3.6. Phytochimie de la plante
Le criblage phytochimique des parties aériennes (tige, fleurs) a révélé une richesse en
composés phénoliques : (polyphénols, tanins catéchiques, flavonoides, flavonoides libres
(flavones), leucoanthocyanes, coumarines, anthocyanes et quinones libres), en composés
terpéniques : (saponosides, stéroides, stérols triterpenes et huiles essentielles), en composés

azotés (alcaloides), ainsi qu’en caroténoides (Oumessaad et al., 2011 ; Daira et al., 2016).

3.7. Toxicité
Aucun cas d'intoxication n'a également été causé par Ammoides pusilla et les tests de
toxicité ne suggerent aucun effet néfaste de I'utilisation de l'espece. Les tests de toxicité (DL50)

ne suggérent aucun effet négatif de l'utilisation de cette plante (Bnouham et al., 2007).
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1. Généralités
Ces derniéres années, le domaine de la chimie des radicaux libres a suscité une grande
attention. Le réle des réactions radicalaires dans la médecine, la biologie, la toxicologie, la
nutrition et les sciences des aliments est devenu un sujet d’intérét intense (Aruoma, 1998). Ces
réactions sont omniprésentes dans les systemes alimentaires et biologiques et sont responsables
d'une multitude d'effets indésirables et de conséquences pour la santé humaine ainsi que pour

la stabilité et la conservation des aliments (Morello et al., 2002).

Les radicaux libres dérivés de lI'oxygene sont produits a la fois dans les cellules des
systemes vivants et dans les aliments frais (Donnelly et Robinson, 1990 ; Halliwell et al., 1995).
La production de radicaux libres dans les organismes vivants est un événement biochimique
normal. Un équilibre entre les radicaux libres et les antioxydants est nécessaire au bon
fonctionnement physiologique. Si les radicaux libres submergent la capacité du corps a les
réguler, il en résulte un état appelé stress oxydatif. Les radicaux libres entrent en contact avec
les molécules sensibles et alterent ainsi négativement I'ADN, les protéines et les lipides comme
les acides gras polyinsaturés (AGPI) des membranes cellulaires, et déclenchent un certain
nombre de maladies humaines notamment 1’athérosclérose, les maladies neurodégénératives
telles que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson, le cancer, le diabéte sucré, des
maladies inflammatoires ainsi que des maladies psychologiques ou le vieillissement (Halliwell
et Gutteridge, 1998 ; Lobo et al., 2010 ; Durackova, 2010). Les radicaux libres réactifs
entrainent également une détérioration de la valeur nutritionnelle des aliments, qui peuvent
également étre responsables de l'altération de la couleur et de la saveur des aliments
(Kotakowska, 2003 ; Shahidi et Zhong, 2010b).

Les antioxydants alimentaires revétent une importance primordiale pour la préservation
de la qualité des aliments pendant le traitement et le stockage. Ils présentent également un
intérét considérable pour les consommateurs, qui recherchent des aliments riches en
antioxydants dans I’espoir de prévenir les maladies et de les remettre a plus tard du
vieillissement (Shahidi, 2015). Les antioxydants synthétiques et naturels sont largement utilises
dans les produits alimentaires et un nombre croissant d'articles de recherche ont paru dans la
littérature récente sur la découverte et I'application d'antioxydants naturels et leur utilisation
thérapeutique pour inhiber une myriade de maladies. Cependant, certains antioxydants
synthétiques courants sont également devenus controversés en raison de leurs effets néfastes
potentiels sur la santé (Shahidi et Zhong, 2010Db).
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2. Biochimie des radicaux libres et especes réactives de I'oxygene
2.1. Définition et types
Un radical libre est toute espece capable d'existence indépendante possédant un ou

plusieurs électrons non appariés, un électron non apparié étant un électron seul dans une orbitale
(le point radical () est inséré pour indiquer la présence d'un ou plusieurs électrons non appariés
(Aruoma, 1994 ; Halliwel et al., 1995). Tout radical libre contenant de 1’oxygéne est alors
appelé espéce réactive de ’oxygéne (ERO) (Tableau 1), mais les ERO peuvent également
inclure des espéces qui ne sont pas des radicaux libres (tels que le peroxyde d'hydrogéene H.Oz,
oxygene singulet 1O,, ozone Os, hypochlorite OCI- et peroxynitrite ONOO"). Les ERO les plus
couramment formés et impliquées dans de nombreux états pathologiques sont le radical anion
superoxyde (O2™), le peroxyde d'hydrogene, et le radical hydroxyle (ERO le plus réactif),
I'oxygeéne singulet, I'hypochlorite, les radicaux oxyde nitrique et les radicaux peroxynitrite
(Bartosz, 2003 ; Lobo et al., 2010 ; Kotakowska et Bartosz, 2014).

Tableau 5. Espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et espéces non radicalaires (Gulgin, 2012)

Radicaux Non-radicaux

Superoxyde Oz Peroxyde d’hydrogene H20>
Hydroxyle OH~  Oxygene singulet 10,
Hydroperoxyle HO,~ Ozone O3
Radical lipidique L Hydroperoxyde lipidique LOOH
Radical peroxyle lipidique LOO  Hypochlorite HOCI
Peroxyle ROQ' Peroxynitrite ONOO-
Radical alcoxyle lipidique LO Trioxyde de diazote N203
Dioxyde d'azote NO2  Acide nitreux HNO2
Oxyde nitrique NO' Chlorure de nitryl OCl
Cation nitrosyle NO-  Anion nitroxyle NO-
Thiyle RS' Acide peroxynitreux ONOOCH
Radical protéique P Oxyde nitreux N.O

2.2. Sources et voies de formations des ERO
Les sources de radicaux libres sont nombreuses. Il existe deux grandes voies de formation
des radicaux libres : le transfert d’électrons catalysé par les métaux de transition (fer, cuivre)
et par les enzymes. Ces réactions ont lieu in vitro et in vivo (Caillard et Caillard, 2006). Dans

les organismes vivants, les ERO sont générés dans plusieurs systémes cellulaires localisés sur
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la membrane plasmique, dans le cytosol, dans les peroxisomes et sur les membranes des
mitochondries et du réticulum endoplasmique (Fig. 11) (Di Meo et al., 2016). L’anion radical
superoxyde semble jouer un rdle central, car d'autres intermédiaires réactifs sont formés dans
les séquences de réaction commencant par Oz (Gulcin, 2011). La source principale de
superoxyde est la fuite d’un électron de la chaine respiratoire mitochondriale et, dans les
cellules végétales, du systeme redox des chloroplastes (Bartosz, 2003 ; Kotakowska et Bartosz,
2011).

Oxydases

Cytochrome P450
Cytochrome b5

»
A

Erolp
P i \
> s v 48
@ 1‘# Peroxysome
Lysosome /. M Xantine oxydase
T Réticulum endoplasmique Cytoplasme ~ ¢—  Catécholamines
Favines
Systéme de Mitichondrie

transport d'électrons

Cyclooxygénase
V2 ot Lipoxygénase
Fe=-Cn NADPH oxydase

1 l

Bicouche lipidique

e
T

Figure 11. Sources cellulaires de production des ERO (Di Meo et al., 2016)

Chaine respiratoire
: Q - Oxydases

Réaction de Fenton

Les sources exogeénes d’ERO comprennent la fumée de tabac, certains polluants, les
solvants organiques et les pesticides (Halliwell et Gutteridge, 1999). Avec le régime
alimentaire, de nombreux composés de nature pro-oxydante, tels que les quinones capables du
cycle redox, sont délivrés a I'organisme. De plus, un éventail de radicaux est inhalé avec la
fumée de cigarette, l'0zone, dont on signale une augmentation des concentrations en raison de

la pollution de I'air, est un ERO capable d'oxyder les lipides (Diplock et al., 1998).

2.3. Géneération de radicaux libres
La géneration des ERO commence par une absorption rapide d’oxygéne, I’activation de

la NADPH et la production du radical anion superoxyde (O2™) (réaction 1).

35



Chapitre 111 : Radicaux libres et antioxydants

oxydase
20,+NADPH  — 202 + NADP*+H* (1)

L’O>™ est ensuite rapidement converti en H2O> par SOD (Superoxyde dismutase)

(réaction 2).
SOD
20272+ 2HY —  H02+ 02(2)

Les espéces réactives peuvent également étre générées par le systeme myéloperoxydase
-halogénure-H>0,. L'enzyme myéloperoxydase (MPO) est présente dans les granules
cytoplasmiques de neutrophiles. En présence de I'ion chlorure, qui est omniprésent, 1’H20O> est
converti en hypochlorite (HOCI) (réaction 3), un puissant oxydant et agent antimicrobien
(Babior, 1999).

MPO
Clm+H0+H" —  HOCI+H0 (3)

Les ERO sont également générés a partir de O>™ et de H20> par le biais de réactions
d’éclatement respiratoire par Fenton (réaction 4 et / ou Haber — Weiss 5 (Knight, 1999).
H202 + Fe?* — OH + OH- + Fe**  (4)
Oy~ +H202 > OH+OH-+02 (5)

L'enzyme oxyde nitrique synthase produit des espéces d'azote réactif (RNS), telles que
I'oxyde nitrique (NO") a partir d'arginine (réaction 6).

L-Arg + O.+ NADPH — NO + citrulline (6)

Une oxyde nitrique synthase (NOS) est capable de produire en continu une grande
quantité de NO, qui agit comme un inhibiteur de la teneur en oxygéne. Les NO" et 02~
réagissent ensemble pour produire du peroxynitrite (ONOQO™ (réaction 7)), un oxydant tres fort,
chacun pouvant donc moduler les effets de I'autre. Bien que ni les NO ni les O2™ ne soient des
oxydants puissants, le peroxynitrite est un oxydant puissant et polyvalent capable d’attaquer un
large éventail de cibles biologiques (Zhu et al., 1992).

NO" + O, — ONOO™ (7)

Les autres origines de réactions radicalaires sont la cyclooxygénation, la lipooxygénation,
la peroxydation lipidique (hydroperydes, époxydes..), le métabolisme des xénobiotiques
(Cytochrome P450), I’ozone la haute atmosphere (réactions 8 et 9) et les rayonnements
ultraviolets (Shahidi et Zhong, 2010).

O3+ H® — O+ HO® (8) hydroxyle O2+¢—[02°]" (9)  superoxyde
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2.4. Cibles des radicaux libres

A des concentrations élevées, les ERO peuvent étre des médiateurs importants des
dommages causés aux structures cellulaires, aux acides nucléiques, aux lipides et aux protéines
(Valko et al., 2006 ; 2007). Le radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants
de la molécule d’ADN, endommageant a la fois les bases purine et pyrimidine ainsi que le
squelette du désoxyribose (Halliwell et Gutteridge, 1999). La lésion de I'ADN la plus étudiée
est la formation de 8-OH-G. La modification permanente du matériel génétique résultant de ces
incidents de «dommages oxydatifs» constitue la premiere étape de la mutagenése, de la
cancerogenese et du vieillissement (Valko et al., 2006). Il est connu que la génération des ERO
induite par un métal provoque une attaque non seulement de I'ADN, mais également d'autres
composants cellulaires impliquant des résidus d'acide gras polyinsaturés de phospholipides, qui
sont extrémement sensibles a I'oxydation (Siems et al., 1995). Une fois formés, les radicaux
peroxyles (ROO") peuvent étre réarrangés via une réaction de cyclisation en endopéroxydes
(précurseurs du malondialdéhyde), le produit final du processus de peroxydation étant le
malondialdéhyde (MDA). Les mécanismes impliqués dans I'oxydation des protéines par les
ERO ont été élucidés par des études dans lesquelles des acides aminés, des peptides simples et
des protéines étaient exposés a des substances ionisantes, des radiations dans des conditions de
formation de radicaux hydroxyle ou d'un mélange de radicaux hydroxyle / superoxyde
(Stadtman, 2004). Les chaines latérales de tous les résidus d'acides aminés des protéines, en
particulier les résidus de protéines cystéine et méthionine, sont susceptibles d'oxydation par
I'action de ERO/ ERA (Stadtman, 2004). L'oxydation des résidus de cystéine peut conduire a
la formation réversible de disulfures mixtes entre les groupes protéine thiol (-SH) et les thiols
de faible poids moléculaire, en particulier le GSH (S-glutathiolation) (Dalle-Donne et al.,
2005).
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2010)

Le transfert d'un électron au dioxygene entraine la formation d'un radical anion superoxyde
(O27). La dismutation de I'O." par la superoxyde dismutase (SOD) donne du peroxyde
d'hydrogéne (H202), qui est & son tour converti en eau en presence de catalase (CAT) ou de
glutathion peroxydase (GPx), nécessitant GSH comme électron. donneur. Le glutathion oxydé
(GSSG) est réduit en GSH par la glutathion réductase (Gred), le NADPH jouant le role de
donneur d'électrons. En présence d'un métal de transition réduit tel que Fe2 + ou Cu +, H20>
est converti dans la réaction de Fenton en un radical hydroxyle réactif (OH ), ce qui peut initier
une réaction radicalaire en chaine des acides gras polyinsaturés (AGPI) dans les lipides
membranaires et / ou causer des dommages a I'ADN.

2.5. Importante physiologique des radicaux libres
Bien que les espéces réactives d’oxygeénes (ERO) excessives soient principalement
impliquées dans les dommages aux cellules, elles jouent également un réle physiologique
majeur dans plusieurs aspects de la signalisation et de la régulation intracellulaires. En fonction

de leur concentration, les ERO induisent soit une réponse positive (prolifération cellulaire) ou
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une réponse cellulaire négative (arrét de la croissance ou mort cellulaire). Tandis que des
concentrations élevées des ERO provoquent la mort cellulaire voire la nécrose, des
concentrations faibles de radical superoxyde et de peroxyde dhydrogene stimulent la
prolifération et améliorent la survie dans une grande variété de types de cellules. Les ERO
peuvent donc jouer un réle physiologique trés important en tant que messagers secondaires.
D'autres exemples incluent la régulation de la concentration de calcium cytosolique (qui régule
elle-méme les activités biologiques mentionnées ci-dessus), la régulation de la phosphorylation
de protéines et I'activation de certains facteurs de transcription tels que NF-KB et les facteurs
de la famille AP (Bartosz et Kotakowska, 2011).

3. Réactions radicalaires
Lorsque deux radicaux libres se rencontrent, ils peuvent joindre leurs électrons non
appariés pour former une liaison covalente. Un exemple est la réaction trés rapide d’O,~ avec
le radical d’oxyde nitrique (NO~) pour donner le peroxynitrite non radicalaire.
02+ NO"— ONO O (10)

Cependant, la plupart des molécules présentes dans les systémes vivants sont des non-
radicaux. Lorsque les radicaux réagissent avec des non-radicaux, de nouveaux radicaux sont
générés. Par conséquent, la formation de radicaux réactifs in vivo est susceptible de déclencher
des réactions en chaine radicalaires. La réaction en chaine de radicaux libres biologiquement
pertinente la mieux étudiée est la peroxydation des lipides. La peroxydation des lipides est
également une préoccupation majeure des fabricants de produits alimentaires car elle peut
conduire au développement de produits "rances” ou "sans saveur" désagréables, ainsi que de

produits finis potentiellement toxiques (Halliwell et al.,, 1995).

4. Peroxydation des lipides

Les lipides sont susceptibles a 1’oxydation en présence de systémes catalytiques tels que
la lumiére, la chaleur, les enzymes, les métaux, les métalloprotéines et les microorganismes,
conduisant a des processus complexes d’autoxydation, de photooxydation, d’oxydation
thermique ou enzymatique, dont la plupart impliquent des radicaux libres et / ou d'autres
especes réactives en tant qu'intermédiaire (Shahidi et Zhong, 2010). Le processus peut étre
acceléré a des températures plus élevées comme dans I'oxydation thermique. La photooxydation
implique I'excitation d'un photosensibilisateur et le transfert d'énergie vers les molécules
lipidiques ou I'oxygéne. L'oxydation peut également étre catalysée par certaines enzymes telles
que les lipoxygénases. Les acides gras insaturés sont les principaux réactifs concernés par ces

réactions, qu’ils soient présents sous forme d’acides gras libres, d’esters alkyliques simples,
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d’acylglycérols ou de phospholipides. Les AGPI contenus dans les phospholipides
membranaires et le cholestérol, en particulier les lipoprotéines de basse densité (LDL) -
cholestérol, sont les principaux substrats cibles de Il'oxydation in vivo, provoquant des

dommages irréversibles aux cellules et aux tissus (Pokorny, 2003).

Tableau 6 : Mécanismes d’oxydation des lipides (Pokorny, 2003)

s : - . Agent .
Type d’oxydation Lipides oxydés Catalyseur oxydant Prévention
L "auto-oxydation TOU.S les |IPId€S Me‘Faux Io_u ras, Ox_ygene Antioxydants
insatures radicaux libres triplet

Lipides Oxygéne Inactivation des

Oxydation enzymatique Lipooxygénases

polyinsatures triplet enzymes
Oxydation due a Tous les lipides Molécules Oxygéne Piégeurs
[’oxygeéne singulet insaturés photosensibles singulet  d’oxygene singulet

4.1. Voies d'autoxydation des lipides
Il a été largement admis que l'autoxydation des lipides se produit via un mécanisme de
chaine de radical libre qui se déroule a travers trois étapes distinctes d'initiation, de propagation

et de terminaison, conduisant & une série de modifications chimiques complexes.

a. Initiation

La phase d’initiation est due a la perte d’un atome d'hydrogeéne en présence d'initiateurs
(1) tels que la chaleur, les rayonnements ionisants et les ions métalliques (Shahidi, 2015) ou a
I’attaque d’une espéce radicalaire R (radicaux hydroxyles, alcoxyles, peroxyles,
hydroperoxyles, 1’oxygéne singulet) suffisamment réactive pour arracher un hydrogéne du
groupement méthyléne bis-allylique situé en a d’une double liaison (hydrogéne le plus labile)
d’un acide gras polyinsaturé (LH) (Laguerre et al., 2007a ; Michel et al., 2008), pour former
un radical pentadiényl (radical centré sur 1’atome de carbone ; -«CH- ou Le). Ce radical se
stabilise par réarrangement intramoléculaire en formant un diene conjugué capable de réagir
facilement avec 1’oxygene pour donner un radical peroxyle, LOO".

I

LH—L +H (11)
LH+R - L+RH (12)
L*+ 30, — LOO" (13)
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b. Propagation

LOO" +LH — LOOH + R’ (14)
LOOH — LO" + °OH (15)
LO"+LH — LOH + L

Ce dernier peut a son tour arracher un hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras adjacente
(LH), créant ainsi une réaction en chaine (propagation) ; Cette réaction peut étre répétée plusieurs
milliers de fois au cours de la propagation jusqu'a ce qu'aucune source d'hydrogene ne soit disponible
ou que la chaine ne soit interrompue, par exemple, par des antioxydants (\Wanasundara et Shahidi,
2005). La combinaison du radical peroxyle avec I’atome d’hydrogéne conduit a la formation d’un
hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous ’action des métaux (Fe?* ou Cu*), formera des radicaux
alkoxyles (LO¢) et hydroxyles (HO¢). Les radicaux peroxyles peuvent aussi conduire a des peroxydes

cycliques.

c. Terminaison
L+L
L +LOO (16) Produits non-radicalaires
LOO + LOO

Le processus d'oxydation se poursuit ensuite avec la transformation d’hydroperoxydes,
produits primaires d’oxydation, en composés d'oxydation secondaires non-radicaux. Le
mécanisme principal de décomposition de I'nydroperoxyde implique la scission de la double
liaison adjacente au groupe hydroperoxyle, conduisant a la formation d'hydrocarbures,
d'aldéhydes, d'alcools et de cétones volatiles dont certains dégagent des odeurs indésirables a
tres faible seuil. . Il se forme également d'autres composés secondaires non volatils, notamment
des aldéhydes non volatils, des triacylglycérols oxydés et leurs polyméres (Laguerre et al.,
2007aet b ; Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Une autre voie telle que la dimérisation entre deux

radicaux peroxyles peut également se produire (phase de terminaison) (Michel et al., 2008).

4.2. Conséquences d'autoxydation des lipides
In vivo, la peroxydation lipidique est un phénoméne également trés important. Les
membranes des cellules sont particulierement riches en acides gras polyinsaturés (30 a 50 %)
présents dans les phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines. La lipoperoxydation des
membranes va altérer leur fonctionnalité (modification de leur perméabilité, de leur fluidité,
perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...). L’oxydation des cardiolipines de la mitochondrie

est un facteur déterminant dans le déclenchement de 1’apoptose des cellules. Les lipoprotéines
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telles que les LDL, riches en cholestérol et en phopholipides sont également des cibles
privilégiées de la peroxydation lipidique. Les LDL oxydées sont fortement incriminées dans
I’athérogenése. De nombreuses autres pathologies sont associées a la peroxydation des lipides.
C’est le cas des maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), du diabéte, des cancers,

des maladies inflammatoires, du vieillissement...(Cillard et Cillard, 2006).

In vitro, I"oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problémes pour
I’industrie alimentaire qui utilise de plus en plus des acides gras hautement insaturés tels que
ceux de la série n-3 (o 3) trés susceptibles a 1’auto-oxydation. L’oxydation des lipides
alimentaires entraine des altérations qualitatives (rancissement), nutritionnelles (perte en
vitamines) voir méme une toxicité due aux produits issus de la peroxydation lipidique
(peroxydes, aldehydes) (Cillard et Cillard, 2006). Les principaux effets de I'oxydation des

lipides sur la qualité des aliments sont résumés sur la figure 13.

Effets indésirables

I
[ I I

]
Aptlt‘l.lde

Attributs sensoriels Valeur nutritionnelle Toxicite .
technologique
I
‘ [ |
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Od .. ; R .
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Figure 13. Effets de I'oxydation des lipides sur la qualité des aliments (Adapté de Kotakowska,
2003 par Bartosz et Kotakowska, 2011)

5. Antioxydants
Dans un environnement oxygéné, la menace du stress oxydatif est omniprésente et
continue pour tous les organismes, mais les plantes photosensibilisantes responsables de notre

environnement oxygene sont exposées a des niveaux intracellulaires d'oxygéne et d’ERO
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particulierement élevés, ont développé des facteurs de défense spécialisés qui protegent les
structures et les tissus des plantes. Ces facteurs sont appelés antioxydants (Benzie, 2000). Les
antioxydants peuvent étre définis comme des substances qui, lorsqu'elles sont présentes dans
les aliments, retardent, contrélent ou inhibent I'oxydation et la détérioration de la qualité des
aliments. Dans le corps, les antioxydants réduisent le risque de maladies dégénératives résultant
du stress oxydatif (Shahidi, 2015).

5.1. Types d’antioxydants
Les antioxydants peuvent agir contre I’oxydation de deux maniéres distinctes : soit en
protégeant les lipides cibles des initiateurs de 1’oxydation, soit en interrompant la phase de
propagation (Leger, 2006). Selon Buettner (Laguerre (2007b), les antioxydants susceptibles de
protéger les lipides de 1I’oxydation peuvent étre divisés en deux types :

- les antioxydants préventifs ou retardeurs, qui empéchent la formation d’espéces
réactives de I’oxygene ou interceptent les espéces responsables de I’initiation de la
lipoperoxydation ((O2", 102...) et

- les antioxydants « chain breaking » ou briseurs de chaine qui interceptent les
radicaux propagateurs de la peroxydation lipidique (lipoperoxyradicaux, ou LOO") ou

participent indirectement a I’interruption de 1’oxydation radicalaire en chaine.

5.1.1. Antioxydants préventifs (ou retardeurs)

Il existe de nombreuses voies d'antioxydation «préventives» en raison de la diversité des
initiateurs d'oxydation disponibles. Ces voies incluent la chélation des métaux de transition, la
désactivation de I'oxygeéne singulet, la détoxification enzymatique des ERO, la filtration des
UV, l'inhibition des enzymes proxydantes, les cofacteurs des enzymes antioxydantes, etc. Nous

ne décrivons ici que les plus connus (Laguerre et al., 2007a ; b).

a) La détoxification des ERO
Elle constitue une voie de prévention primordiale de 1’oxydation, principalement relayée
par les systémes antioxydants enzymatiques endogénes. Tout d’abord, la superoxyde dismutase
(SOD), une métalloenzyme (zinc, manganese ou fer) ubiquitaire chez les eucaryotes catalyse la
réaction de dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene

(Johnson et Giulivi, 2005 ; Laguerre et al., 2007a ; b).

i SOD
20 2+ 2H"— H202+ O3 a7
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La glutathion peroxydase (GSH-Px), une autre enzyme, ayant une activité de
détoxification qui concerne trois espéces réactives : le peroxyde d'hydrogéne (H202),
hydroperoxydes lipidiques (LOOH) et peroxynitrite (ONOQO). GSH-Px est une enzyme seléno-
dépendante contenant quatre atomes de sélénium situés, sous forme de séléno-cystéine, au
noyau actif de I'enzyme. En particulier, cette enzyme détoxifie le peroxyde d’hydrogeéne en
accélérant la réaction d’oxydation du glutathion (thiol peptidique) par le peroxyde d’hydrogene,

qui est alors réduit en eau (Laguerre et al., 2007a).

GSH-Px
H202+ 2GSH — 2 H20 + GSSG Oy (18)

Une troisieme enzyme, la catalase (CAT), a également comme substrat le peroxyde
d’hydrogéne qu’elle réduit en eau et en oxygéne moléculaire. Cette enzyme héminique se
produit principalement dans les peroxysomes et les érythrocytes (Laguerre et al.,, 2007a).

CAT
2H202, —2 H20 + O2 (19)

Invivo, il est classiquement admis qu’il existe une coopération €étroite entre ces différentes
enzymes. Ainsi, P’activit¢ superoxyde dismutase conduit a la formation de peroxydes
d’hydrogene dont la détoxification est alors prise en charge par le systéme catalase et/ou

glutathion peroxydase (Laguerre et al., 2007a).

b) Les chélateurs de métaux de transition

Comme le cuivre et le fer peuvent prévenir I’oxydation en formant des complexes ou des
composés de coordination avec les métaux. Il s’agit de protéines telles que la transferrine, la
ferritine, la lactalbumine qui séquestrent le fer, ou encore la céruloplasmine et 1I’albumine qui
séquestrent le cuivre. Les polyphosphates, I’acide éthylénediaminetétracétique, I’acide citrique,
les acides phénoliques et les flavonoides sont également connus pour leur capacité a chélater
les métaux de transition (Laguerre et al., 2007b). Il semblerait cependant que 1’importance de
ce type d’antioxydation dépende étroitement de la cible a protéger. Comparé a I’activité
antiradicalaire par capture d’ERO, ce mode d’action serait mineur dans I’inhibition de la
peroxydation lipidique mais prédominant dans I’inhibition de la coupure oxydante des brins
d’ADN (Dangles, 2006).
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c) Désactivateurs de I'oxygene singulet
Selon Buettner (1999), ils peuvent agir par désactivation chimique en se fixant sur une
molécule telle qu’un acide gras pour donner un hydroperoxyde (réaction 20) ou encore par
désactivation physique éliminant 1’énergie d’excitation sans changement chimique (réaction
21).

!0, + LH— LOOH (20)

10, + B-caroténe—O; + B-caroténe™ (21)

Les caroténoides sont, en 1’état actuel de nos connaissances, les molécules les plus
efficaces pour piéger I’oxygene singulet. Les caroténoides peuvent étre des hydrocarbures purs
comme les caroténes (lycopene, S-carotene...) ou posséder un groupement fonctionnel oxygéné

tels que les xanthophylles (astaxanthine, lutéine...) (Krinsky, 1998).

5.1.2. Antioxydants « chain breaking » ou mécanisme briseur de chaine

Les antioxydants primaires, également appelés antiradicalaires, sont des molécules
capables de bloquer les radicaux lipidiques R*, RO" et ROO" par transfert d’un H° (réaction 22):
ROO’ + AOH — ROOH + AO’ (22)

L’antioxydant devient alors lui-méme porteur d’un radical, mais a la différence des
radicaux lipidiques, il est peu réactif, ce qui stoppe la propagation radicalaire. Ce groupe
d’antiradicalaires est constitué¢ presque exclusivement de composés phénoliques en raison de la
grande stabilité apportée par leur cycle aromatique. On trouvera ainsi dans ce groupe les additifs
antioxydants, BHA, BHT, TBHQ, gallates, mais aussi les tocophérols (vitamine E) et les
polyphénols végétaux (flavonoides, acides phénoliques, diterpénoides) (Berset, 2006). Cette
catégorie d’antioxydants va réagir le plus souvent avec les radicaux peroxyles ou alcoxyles,
interrompant ainsi la réaction de propagation de la peroxydation. Il est a noter que ces
antioxydants n’inhiberont pas par conséquent 1’auto-oxydation des lipides par 1’oxygene

singulet. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes :

a) les donneurs d’hydrogene : C’est le cas le plus fréquent. Ils doivent avoir un potentiel
de réduction inférieur au potentiel des AGPI (E = 0,6 V) et doivent pouvoir donner un
hydrogene au radical alcoxyle (E = 1,6V) et au radical peroxyle (E = 1V). Ces
antioxydants sont principalement des composés phénoliques mono- ou polyhydroxylés
(tocophérols, tocotriénols, BHT, BHA, flavonoides...) avec diverses substitutions sur

les noyaux. Apres la réaction d’oxydation, 1’antioxydant est transformé en un radical
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qui doit étre suffisamment stable pour inhiber la formation d’un autre radical et arréter
ainsi la propagation de la chaine radicalaire. Il doit ensuite évoluer vers un produit
d’oxydation stable, ce qui conduit a la consommation de I’antioxydant. Ces
antioxydants introduisent une phase de latence ou « lag phase » pendant laquelle la
peroxydation lipidique est tres faible et qui persiste tant que I’antioxydant n’est pas
consommé¢ par les radicaux peroxyles. Apres la disparition compléte de I’antioxydant,

la vitesse de la peroxydation augmente trés rapidement (Cillard et Cillard, 2006).

b) Les antioxydants « sacrifiés » : le qualificatif de « chain breaking antioxidant
sacrificial » employé par Buettner concerne des molécules, elles-mémes radicalaires,
qui réagissent avec les radicaux peroxyles ou alcoxyles pour donner des produits non
radicalaires interrompant ainsi la propagation de la peroxydation. Deux radicaux sont
connus pour se combiner avec les radicaux peroxyles : le monoxyde d’azote (NO) et

I’anion superoxyde (O%) (Cillard et Cillard, 2006).

6. Les antioxydants phénoliques
Les polyphénols sont de puissants antioxydants qui complétent et renforcent les fonctions
des vitamines et des enzymes antioxydantes en tant que moyen de défense contre le stress
oxydatif causé par un exces d'especes réactives de l'oxygéne (ERO) (Tsao, 2010). En tant
gu'antioxydants, les polyphénols peuvent protéger les constituants des cellules contre les
dommages oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de diverses maladies dégénératives

associées au stress oxydatif (Scalbert et al., 2005).

Les phénols ont été largement étudiés et ont démontré qu'ils possédaient diverses
bioactivités qui pourraient étre bénéfiques pour la santé humaine. On sait qu'ils réduisent le
risque de cancer (Yang et al., 2001), de maladie cardiaque (Duthie et al., 2006) et de diabéte;
ils inhibent I'agrégation plaquettaire plasmatique, I'activité de la cyclooxygénase (COX) (You
et al., 1999 ; Schubert et al., 1999 ; Nurtjahja-Tjendraputra et al., 2003) et la libération
d'histamine, ainsi que pour exercer des activités antibactériennes, antivirales, anti-

inflammatoires et anti-allergenes.

Les avantages de la plupart de ces affections découlent des propriétés antioxydantes des
composés phénoliques; par conséquent, il est important de quantifier, d'identifier et d'évaluer

leurs activités antioxydantes (Cevallos-Casals et Cisneros-Zevallos, 2010).
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6.1. Mécanisme d’action antioxydant
Les antioxydants phénoliques (AH) agissent comme accepteurs de radicaux libres et
comme briseurs de chaine. lls interférent avec les radicaux lipidiques (R*/RO’/ROQ") par la
donation rapide d'un atome d’hydrogene pour produire des dérivés lipidiques et des radicaux
antioxydants (Réaction 23) (Kiokias et al., 2008). Le radical libre antioxydant (A’) peut
également interférer avec les réactions de propagation en chaine (réactions 24 et 25).

R'/RO"/ROO" + AH— A’ + RH /ROH /ROOH (23)
RO’ /ROO" + A" — ROA/ ROOA (24)
ROO" + RH— ROOH + R’ (25)

Le radical phénoxyle (AQO") est stabilisé par délocalisation de son électron non apparié

autour du cycle aromatique (Fig. 14)

o Q o a
chz,c\[;l/crcwj [H4C1aC. ﬁ LC{CHa)q {HaC)4C i C(CHals (HaC)sC i CHa(CHgly
- —— ———————
CHj

CHy CHy CHy

Figure 14. Stabilisation par résonance du radical phénoxyle

La stabilité du radical phénoxyle est encore accrue par des groupements volumineux aux
positions 2 et 6 étant donné que ces substituants augmentent I'encombrement stérique dans la
région du radical et réduisent ainsi davantage la vitesse de propagation des réactions impliquant
le radical antioxydant (A") (Réactions 26, 27, 28) (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

A"+ 0; — AOO’ (26)
AOO" + RH— R* + AOOH (27)
A"+ RH— AH + R’ (28)

6.2. Mécanisme d’action prooxydant
L'effet de la concentration d'antioxydant sur les taux d'autoxydation dépend de nombreux
facteurs, notamment la structure de I'antioxydant, les conditions d'oxydation et la nature de
I'échantillon en cours d'oxydation (Shahidi & Naczk, 2004). Souvent des antioxydants
phénoliques perdent leur activité a des concentrations élevées et se comportent comme des
prooxydants (Gorden, 1990 ; Shahidi, 2015).

Re+ AH2 — RH + ‘AH (29)
"‘AH — A" + AH (30)
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Chapitre IV : Anticholinestérases et antimicrobiens

1. Anticholinestérases ou inhibiteurs de cholinestérases

La maladie d’ Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative démentielle qui affecte
principalement la population agée. La MA se caractérise par une grave perte progressive de
mémoire et d’autres habiletés cognitives menant a la démence (Uttara et al., 2009 ; Sharma et
Ebadi, 2014). La teneur élevée en acides gras oxydables, le taux élevé de consommation
d'oxygeéne et le faible taux d'antioxydants sont les principales causes de la vulnérabilité du
cerveau, en particulier des dommages oxydatifs dont lI'implication a été mise en évidence dans
le tissu cérébral post mortem ainsi que chez les patients atteints de MA (Tuppo et Forman,
2001).

De nombreux mécanismes biochimiques ont été proposés pour expliquer la
neuropathologie de la MA, mais I'hypothese cholinergique est la théorie la plus acceptée de nos
jours. Il postule qu'au moins une partie du déclin cognitif observé par les patients atteints de
MA résulte d'un déficit en acétylcholine, ou neurotransmission cholinergique (Hebert et al.,
1995 ; Davies, 1999 ; Craig et al., 2011). Dans le cerveau en bonne santé, I'acétylcholinestérase
(AChE) est I'enzyme la plus importante régulant le taux d'acétylcholine cérébrale (ACh), tandis
que la butyrylcholinestérase (BChE) joue un réle mineur. Cependant, l'activité de BChE
augmente progressivement chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (MA) (Silver,
1974 ; Greig et al., 2002 ; Lane et al., 2006).

Malgré I'étiologie inconnue de la MA, I'élévation de la quantité d'acétylcholine par
I'utilisation d'agents qui rétablissent le niveau d'acétylcholine en inhibant les deux formes
principales des cholinestérases (AChE et BChE) a été acceptée comme la stratégie de traitement
la plus efficace contre la MA. Par conséquent, les inhibiteurs de cholinestérases (IChE) et
notamment de I'AChE sont devenus les alternatives remarquables dans le traitement de la MA
(Giacobini, 2001). Cependant, les médicaments actuels (tacrine, rivastigmine et donezepil) avec
une activité inhibitrice de I'AChE possedent certains effets secondaires (Schneider, 2001).
Néanmoins, De nombreuses recherches ont conduit a la découverte d'un nombre important de
composés naturels, en particulier de métabolites secondaires de plantes ayant des activites

antioxydantes et anti-cholinestérasiques (Fawcett et al., 2002 ; Mukherjee et al., 2007).

D'autres stratégies évaluées dans les essais cliniques pour le traitement de la MA incluent
les antioxydants (neutralisation des radicaux libres), les agonistes muscariniques le
remplacement d'cestrogénes, les agents anti-inflammatoires, les inhibiteurs de la monoamine-

oxydase-B et les stratégies des B-amyloides (Sramek et Cutler, 2000 ; Sramek et al., 2002).
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1.1. Cholinestérases
1.1.1. Définition et localisation

Les cholinestérases est une famille d'enzymes qui catalysent 1’hydrolyse du
neurotransmetteur acétylcholine (ACh) en choline et acide acétique, une réaction nécessaire
pour permettre au neurone cholinergique de revenir a son état de repos apreés activation. Cela
implique deux types d’enzymes: L’acétylcholinestérase (AChE; EC 3.1.1.7) et la
butyrylcholinestérase (BChE; EC 3.1.1.8) qui sont des sérine hydrolases, partageant environ
55% de I’identité de la séquence d’acides aminés et qui possédent des propriétés catalytiques
similaires, mais distinctes (Cygler et al., 1993).

- Acétylcholinestérase (AChE, acétylcholine acétylhydrolase, E.C. 3.1.1.7) est présente
en fortes concentrations dans de nombreux types de tissus conducteurs principalement
dans les membranes des globules rouges, ou il constitue I’antigéne Yt du groupe sanguin
ainsi que dans le cerveau au niveau des jonctions neuromusculaires et des synapses
cérébrales cholinergiques (Massoulie et al., 1993).

- Butyrylcholinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8), également connu sous le nom de "pseudo™
cholinestérase, cholinestérase plasmatique, butyrylcholinestérase, ou acylcholine
acylhydrolase, est un type non spécifique d'enzyme cholinestérasique qui hydrolyse
différents types d'esters de choline et qui est omniprésente dans tout le corps. Différent
de I'AChE, la BUChE hydrolyse la butyrylcholine plus rapidement que I'ACh (Huang et
al., 2007). La BUChE est principalement plus importante dans le foie humain, le sérum
sanguin, le pancréas et le systeme nerveux central. Dans le cerveau, la BuChE est
principalement associée aux cellules gliales et aux cellules endothéliales (Kaplay, 1976
; Jope et al. 1985).

H,C_ O M acétylcholinestérase . + Mea

3 V/\TTI‘MC ty HJCTO N HO\“/\T\lILﬁL

e s

O Me O Me €
Acétylcholine Acide acétique Choline

Figure 15. Hydrolyse de I'acétylcholine catalysee par I'acétylcholinestérase

1.1.2. Structure
L’AChE de torpedo californica a été la premiere dont la structure primaire a été
déterminée. Quelques années plus tard, la structure primaire de I’AChE humaine a aussi été
caractérisée. Sussman et al. en 1991 ont été les premiers a caractériser par diffraction des RX

la structure tridimensionnelle de I’AChE de torpedo californica. Les structures primaires des
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différentes AChE sont trés proches : plus de 60% des résidus sont identiques entre I’AChE de
torpedo californica et celle de mammifeéres, et en particulier au niveau du site actif. L’AChE
de mammiféres contient 543 résidus. Elle est cristallisée sous une forme homodimérique et
constituée de 12 feuillets " entourant 14 hélices. (Kwasnieski, 2010). Nous ne parlerons par la

suite que de I’AChE de mammifgres, avec la numérotation des résidus associée

Les déterminants moléculaires de la perfection catalytique de I’AChE ont été élucidés
grace a d’extensives études de mutagenése dirigée et au nombre considérable de structures
cristallines d’AChEs natives ou en complexe avec différents inhibiteurs. Ainsi, il a pu étre mis
en évidence que I’AChE possédait deux sites de fixation, le site catalytique et le site
périphérique. Le site actif est enfoui au fond d’une gorge profonde et étroite, a I’entrée de
laquelle se trouve le site périphérique (Fig. 16) (Tdugu, 2001 ; Colletier, 2008 ; Kwasnieski,
2010).

Site de fixation - Gorge
Peripheérique \
(Tyr72, Tyr124, Trp286)

Site de fixation de la choline
(Trp86, Glu202, Phe337)

S Poche Acyle
&,
PR (Phe295, Phe297,
Gly o, 17
122 SE / W OF Trp236, Phe338)
. 5 Glyl!"kr —— H e -“'/ ’ o \
Trou oxyanionique N i y
Alam..‘»___—__- H , “
S‘ZD)_:" — /‘;\\\ g \"'c|uﬁ:\_‘
N~ :;” Triade catalytique
Hisyy

Figure 16. Représentation schématique du site actif de I’AChE

1.1.3. Site actif

Le site actif de ’AChE est principalement organisé autour de la triade catalytique
constituée des résidus Ser203, His447 et Glu334 (Fig. 16). La fonction de ces résidus a été
montrée par mutagéneése : si I’on remplace 1’un de ces trois résidus par une alanine, une baisse
importante de ’activité de 1’enzyme est observee. Cette triade est similaire a celles des sérines
hydrolases et protéases, dans lesquelles le glutamate est remplacé par un aspartate. La triade

catalytique est au fond d’une étroite gorge de 20 A de profondeur. Pour que I'hydrolyse ait lieu,
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il faut donc que I'acétylcholine pénetre d'abord dans cette gorge et se positionne correctement

vis-a-vis de la triade catalytique. Des interactions -cations avec les résidus aromatiques qui

tapissent la gorge facilitent la pénétration du substrat dans celle-ci (Kwasnieski, 2010).

Au-dela de la triade catalytique, trois principales régions peuvent étre définies au niveau

du site actif :

Le sous-site anionique ou site de fixation de la choline est constitué du Trp86, Glu202
et Phe337. Il stabilise les charges positives, et notamment I’ammonium de
I’acetylcholine par des interactions !-cations. Le Trp86 est particuliérement important
dans la fixation du substrat puisque I’affinité de 1’enzyme pour le substrat est divisée
par 1000 lorsque le Trp86 est remplacé par une alanine. Par contre, si 1’on remplace le
Glu202 par une glutamine, 1’activité de I’enzyme ne diminue que d’un facteur 5, ce qui
semble montrer que le Glu202 n’a pas de role direct dans la catalyse.

La poche acyle, région hydrophobe proche du site actif, permet de stabiliser la partie
méthyle du groupe acyle et de délimiter la position du substrat. Elle est constituée des
résidus Ph295, Phe297, Trp236, Phe338. Ceux-ci sont responsables de la sélectivité de
I’ AChE vis-a-vis de ’acétylcholine. En effet, du fait de I’encombrement stérique qu’ils
induisent, seuls des groupements acétyl ou propanoyl peuvent venir s’y fixer. Ces
résidus servent également a stabiliser 1’His447, et participent donc par ce biais a
I’efficacité catalytique de I’AChE.

Le trou oxyanionique, composé des résidus Gly121, Gly122 et Ala204, est une zone
tres importante pour la réactivité de I’AChE. Ces résidus établissent des liaisons
hydrogeénes avec le substrat, et stabilisent fortement I’intermédiaire acyl-enzyme, et la

charge négative sur I’oxygene.

Une quatriéme région peut également étre définie. Il s’agit du site périphérique anionique qui

se lie aux substrats cationiques, et notamment aux ligands trop gros pour pénétrer dans la gorge.

Ce site est notamment constitué des résidus Tyr72, Tyr124 et Trp286. Il permet au substrat de

se fixer avant de glisser vers le site actif ou il sera hydrolysé (Kwasnieski, 2010).
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1.1.4. Mécanisme catalytique de ’AChE
La premiére étape de la catalyse enzymatique serait la fixation du substrat sur ce site,
d’ou il glisserait ensuite vers le site actif pour étre hydrolysé. Le mécanisme catalytique des
sérines hydrolases, conservé, est le suivant (Fig. 17) :

a. Apres fixation du substrat dans le site actif, la sérine catalytique, nucléophile, attaque
son groupement carbonyle et forme un complexe nommé intermédiaire tétraédrique.
Le noyau imidazole de I’histidine catalytique, en constante liaison hydrogéne avec
I’hydroxyle de la sérine catalytique, prend en charge le proton libéré par cette derniere
et forme ainsi un ion imidazolium (catalyse basique générale). La protonation de
I’histidine catalytique sera maintenue jusqu’a la dégradation de 1’intermédiaire
tétraédrique. L arrachement du proton de la sérine catalytique par I’histidine homonyme
est favorisé par la polarisation induite par le troisieme partenaire, désolvaté, de la triade
catalytique, i.e. un acide aspartique ou glutamique, qui reste également en constante
liaison hydrogene avec ladite histidine. L’intermédiaire tétraédrique a une existence
bien définie, quoique transitoire, et a pu étre observe cristallographiquement grace a
I’utilisation d’analogues de substrat, tant sur I’AChE que sur d’autres membres de la
famille des sérines hydrolases, par exemple 1’élastase.

a. L’intermédiaire tétraédrique se décompose rapidement en un intermédiaire « enzyme
acylée » et un groupement partant. Dans le cas de I’ AChE, c¢’est la portion choline (Ch)
du substrat ACh qui est libérée apres acylation de la sérine catalytique. La force
d’entrainement qui méne a la formation de cet intermédiaire est le don d’un proton, par
I’histidine catalytique, au groupement partant, i.e. a la Ch.

b. L’intermédiaire « enzyme acylée » est enfin dégradé via un processus inverse a celui
qui a mené a sa formation ; cette fois-ci, ¢’est une molécule d’eau, nucléophile, qui
attaquera la sérine catalytique, permettant par ailleurs la reprotonation de I’histidine
homonyme. Cet événement sera suivi par la libération du produit acétate, dans le cas de
I’AChE, ou d’un autre carboxylate, dans le cas plus général des sérines hydrolases
(TBugu, 2001 ; Colletier, 2008).
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<~Ser |<~H/s I Asp/Glu }
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Figure 17. Schéma général d’hydrolyse par une sérine hydrolase (Colletier, 2008)

On peut considérer les étapes suivantes : (0) Formation du complexe michaélien ; (1) Attaque
nucléophile de la sérine catalytique sur le substrat ; (2) Formation du 1*" intermédiaire tétraédrique ; (3)
Libération du ler produit ; (4) Attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur la sérine acylée ; (5)
Formation du 2éme intermédiaire tétraédrique ; (6) Libération du 2éme produit.

1.2. Inhibiteurs des cholinestérases (IChE)

Les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase sont largement utilisés comme pesticides, agents
thérapeutiques dans plusieurs maladies et, malheureusement, comme arme en guerre chimique
(TGugu, 2001; Pope et al., 2005). Les inhibiteurs des cholinestérases (IChE) ou
anticholinestérases font partie du groupe de composés chimiques, naturels ou synthétiques,
capables d'inhiber l'activité hydrolytique des cholinestérases augmentant a la fois le niveau et
la durée de l'action des neurotransmetteurs. Les inhibiteurs connus se distinguent par la
sélectivité pour AChE et BChE, le mécanisme d'inhibition et la réversibilité (Camps et al.,
2002 ; Pohanka, 2011).
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1.2.1. Mécanisme d’action des anticholinestérases

En accord avec son rdle physiologique cl¢, I’AChE est la cible d’une gamme trés large
de molécules actives, parmi lesquelles autant de toxines naturelles que de poisons de confection
humaine. Les différents inhibiteurs de I’ AChE interagissent soit directement dans son site actif,
et dans ce cas, en se liant de fagon covalente (inhibition irréversible) ou non-covalente
(inhibition réversible) ; soit au niveau de son site periphérique (inhibition réversible).
L’inhibition irréversible de 1’AChE entrainera, d’une facon générale, la mort de 1’individu
concerné ; mais son inhibition réversible, si elle est maitrisée, peut étre bénéfique (Colletier,
2008).

1.2.2. Classification des inhibiteurs de I'acetylcholinesterase
Les inhibiteurs de la cholinestérase connus peuvent étre classés en fonction de plusieurs
aspects (Stépankova et Komers, 2008).
a. Structure chimique
- dérives de la pipéridine (donépézil)
- carbamates (rivastigmine, physostigmine, eptastigmine)
- alcaloides (galantamine, huperzine)
- acridines (tacrine)
- organophosphorés (métrifonate).
b. Type et durée d’effet
Selon le mode d'action, les inhibiteurs de I'AChE peuvent étre divisés en deux groupes :
irréversibles et réversibles. Les inhibiteurs réversibles, compétitifs ou non compétitifs, ont pour
la plupart des applications thérapeutiques, tandis que les effets toxiques sont associés a des
modulateurs de l'activité AChE irréversibles (Imbimbo, 2001 ; Pohanka, 2008 ; Colovi¢ et al.,
2013).

b.1. Inhibiteurs réversibles

Des agents réversibles ou a action breve, tels que la tacrine et le donépézil, interagissent
avec une enzyme proche de son site catalytique, sans produire de complexe covalent. IIs se lient
al'enzyme en utilisant des liaisons faibles, similaires a celles utilisées pour la liaison du substrat.
Ces liens se forment rapidement mais se rompent facilement. En conséquence, les inhibiteurs
réversibles ont effectivement une action instantanée, mais ne désactivent pas I'enzyme de
maniere permanente. Les durées d'action de ces agents sont trés courtes (seulement quelques

minutes) (Stépankova et Komers, 2008).
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Plusieurs inhibiteurs de I'AChE réversibles sont étudiés pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer. Cependant, seuls la tacrine (1), le donezepil (2), la rivastigmine (3) et la
galanthamine (4) (Fig. 18) ont été approuvés par la Food and Drug Administration aux Etats-
Unis (Zarotsky et al., 2003). Cependant, ces médicaments possédent certains effets secondaires
(Schneider, 2001).

a) Tacrine
La drogue synthétique de tacrine (Cognex) a été le premier IAChE a étre homologué,
mais son utilisation systématique a été largement limitée en raison de son hépatotoxicité
(Watkins et al., 1994).

b) Donépézil
Donépézil a eté développé afin de surmonter les inconvénients de la physostigmine et
de la tacrine, et plus tard approuvé par la FDA pour le traitement de la MA. Il est hautement
sélectif pour l'acétylcholinestérase avec une affinité significativement plus faible pour la

butyrylcholinestérase (Racchi et al., 2004).

¢) Rivastigmine
La rivastigmine est un inhibiteur carbamilisant  pseudo-réversible de
I'acétylcholinestérase qui, dans les études biochimiques précliniques, a montré une sélectivité

importante du systeme nerveux (Racchi et al., 2004).

d) Galantamine
La galanthamine, un alcaloide des plantes de la famille des Amaryllidacées, est un
inhibiteur de I'acétylcholinestérase (IAChE) sélectif, réversible, compétitif et a longue durée
d'action. Ce composé est considéré comme plus efficace dans le traitement de la maladie
d'Alzheimer (MA) et possede moins de limitations que la physostigmine et la tacrine (Gordon
et al., 2000 ; Rhee et al., 2001).
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Figure 18. Structure de quelques inhibiteurs réversibles

b. Inhibiteurs pseudo-irréversibles

Les inhibiteurs pseudo-irréversibles ou a action intermédiaire se lient de maniere
covalente a I'enzyme. La liaison covalente se décompose lentement et la molécule d'enzyme
redevient disponible. Cette classe des IChE comprend un groupe de carbamates (Stépankova et
Komers, 2008).

Les carbamates sont des composés organiques dérives de l'acide carbamique
(NH2COOH). La structure des carbamates biologiquement actifs est illustrée sur la figure 19,
ou X peut représenter un atome d'oxygéne ou de soufre (thiocarbamate), R1 et R représentent
généralement des substituants organiques ou alkyle, mais R1 ou Rz peuvent également
représenter un atome d'hydrogene et Rz est principalement un substituant organique ou parfois

un métal (Colovi¢ et al., 2013).

Figure 19. Structure chimique générale des carbamates biologiquement actifs

IIs forment un complexe carbamyle avec le résidu sérine de la triade catalytique d’AChE,
qui est hydrolysée spontanément a une vitesse plus lente que la forme acylée résultant de
I’interaction avec I’ACh (temps de décarbamylation : 30-40 minutes) (Darvesh et al., 2008 ;
Jokanovi¢, 2009 ; Vale et Lotti, 2015).
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Le prototype de cette classe de composés est la physostigmine, qui a été le premier
inhibiteur de I'AChE a faire Il'objet d'études cliniques pour le traitement de la MA.
De nombreux autres carbamates (eptastigmine, quilostigmine, phensérine, tolsérine, par
exemple) ont été testés pour leur activité anticholinestérase, mais seule la rivastigmine le
métabolite secondaire de la plante Physostigma venenosum a été approuvee par le FDA (Camps
et Mufios-Torrero, 2002).

En plus de leur utilisation en tant que médicaments thérapeutiques en médecine, ces
inhibiteurs réversibles de I'AChE ont été appliqués sous forme de pesticides en agriculture
(Fukuto, 1990).

b.3. Inhibiteurs irréversibles

Les agents a action prolongée ou les inhibiteurs irréversibles sont également appelés
inactivateurs d'enzymes. Cette classe comprend certains organophosphates (OP) et leur effet
inhibiteur est basé sur la phosphorylation ou la phosphonylation du groupe hydroxyle de la
sérine au site estérasique du site actif de I'enzyme (Fig. 20). L'enzyme phosphorylée subit deux
réactions : une réactivation spontanée et une désalkylation, appelée vieillissement. L'enzyme
vieillie ne peut plus étre réactivée spontanément. La déphosphorylation est encore plus lente

que la décarbamylation (Stépankova et Komers, 2008).

phosphorylation - i .
vieillissement (désallcylation)
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I
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enzyme organophosphate complexe enzyme-organophosphate produits enzyme phosphorylee

Figure 20. Etapes de linteraction d'une estérase avec un inhibiteur organophosphoré.
Mécanisme de la phosphylation de la cholinestérase et de la désalkylation de I'enzyme

phosphorylée (Brufani et Filocamo, 2000).

Les OP sont des esters ou des thiols dérivés d'acide phosphorique, phosphonigue,

phosphinique ou phosphoramidique (Fig. 21).

X
Rl.\\}[/R:

0(8S)

Figure 21. Formule structurelle générale des organophosphorés
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R1 et R2 sont des groupes aryle ou alkyle liés a I'atome de phosphore. Le groupe —X, peut
appartenir a une large gamme de groupes halogene, aliphatiques, aromatiques ou
hétérocycliques. Ce «groupe partant» est libéré de I'atome de phosphore lorsque I’OP est
hydrolysé par des phosphotriestérases ou lors d'une interaction avec des cibles protéiques. En
médecine et en agriculture, le terme «organophosphates» désigne un groupe d'insecticides et
d'agents neurotoxiques qui inhibent I'AChE (Fukuto, 1990 ; Bajgar, 2004 : Colovié¢ et al.,
2013). Les OP exercent leurs principaux effets toxicologiques par une phosphorylation
irréversible des estérases dans le systeme nerveux central. Les effets toxiques aigus sont liés a
I'inactivation irréversible de I'AChE. En fait, les OP sont des analogues de substrat a I’ACh et,
comme un substrat naturel, entrent dans le site actif en se liant de maniere covalente au groupe
sérine-OH. Comme dans l'acétylation, I'OP est scindé et I'enzyme est phosphorylée (Fig. 6).
Alors que l'enzyme acyle est rapidement hydrolysée pour régénérer l'enzyme libre, la
déphosphorylation est trés lente (de l'ordre de quelques jours) et une enzyme phosphorylée ne
peut pas hydrolyser le neurotransmetteur (Jokanovi¢, 2009 ; Vale et Lotti, 2015). L'inhibition
de I'enzyme entraine une accumulation d'ACh dans la fente synaptique, ce qui entraine une
stimulation excessive des récepteurs ACh nicotiniqgues et muscariniques et une
neurotransmission entravée. Les symptémes typiques d'une intoxication aigué sont I'agitation,
la faiblesse musculaire, les fasciculations musculaires, le myosis, I'nypersalivation, la
transpiration. Les intoxications graves peuvent provoquer une insuffisance respiratoire, une
perte de conscience, une confusion mentale, des convulsions et / ou la mort (Jokanovi¢, 2009 ;
Vale et Lotti, 2015). Les agents neurotoxiques, tels que le sarin, le soman, le tabun et certains
composes hautement toxiques, utilisés autrefois comme pesticides (paraoxon, parathion,

malaoxon, malathion) en sont des exemples (Pohanka, 2014).

1.3. Classes chimiques d'anticholinesterases dérivés de plantes

Barbosa Filho et al. (2006) ont revu 260 molécules naturelles chimiquement définies dans
la littérature, qui ont été évaluées pour leur activité d'inhibition de I'acétylcholinestérase. Les
composés testés, isolés et identifiés, appartiennent aux classes des alcaloides (139), des
monoterpenes (27), des coumarines (18), des triterpénes (17), des flavonoides (14), benzénoides
(13), diterpénes (8), héterocycles oxygenés (5), sesquiterpénes (5), stilbenes (3), lignanes (2),
composés soufrés (2), protéides (2), polycycliques (1), quinoides (1) ), benzoxazinone (1),
caroténoide (1) et alycyclique (1) Dans une autre revue, Ahmed et al. (2013) ont rapporté 119
composés ayant une activité anti-AChE et 67 composés ayant une activité anti-BChE. La

majorité de ces composés phytochimiques ayant une activité inhibitrice potentielle de 'AChE
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et de la BChE sont des alcaloides, suivis des terpenes, des stérols, des flavanoides et des
glycosides. Les alcaloides triterpénoides, les alcaloides stéroidiens, les alcaloides indoligues,
I'alcaloide d'isoquinoline et I'alcaloide de type lycopodane sont les principaux types d'alcaloides
ayant une activité anticholinestérase significative qui en font des candidats prometteurs a

utiliser comme inhibiteurs de la cholinestérase dans la pratique clinique.

La plupart des composés ayant une activité anticholinestérasique potentielle sont isolés
d’Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae et Fumariaceae, Buxaceae, Amaryllidaceae, Lycopodiaceae,
Lamiaceae, Chenopodiaceae, Papaveraceae, Apocynaceae. Ces trois derniéres sont les familles
importantes ayant des composés potentiels a utiliser comme inhibiteurs de I'anticholonestérase
Etant donné que la plupart des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase sont connus pour contenir
de l'azote, l'activité supérieure de ces extraits peut étre due a leur contenu alcaloide riche. Les
alcaloides sont les principaux composés isolés de ces espéces et présentent une activité
inhibitrice de l'acétylcholinestérase. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
explorer plus avant les actions de ces alcaloides dans la recherche d'un traitement prometteur
pour la MA (Barbosa Filho et al., 2006 ; Ahmed et al., 2013).

2. Antimicrobiens

Les HE et autres extraits de plantes aromatiques et médicinales sont connus de maniére
empirique pour leurs propriétés antimicrobiennes depuis I'Antiquité, qui n'ont pas été
scientifiquement prouvés avant le début du XXe siecle. On croit que De La Croix en 1881 fut
la premiére personne a effectuer une analyse antimicrobienne des vapeurs d'HE. Depuis de
nombreuses autres recherches sur la composition chimique et les activités antimicrobiennes des
HE ont été largement rapportées (Cowan, 1999 ; Burt 2004 ; Saad et al., 2013).

Les recherches sur les activités antimicrobiennes, le mode d'action et les utilisations
potentielles des huiles volatiles et des extraits de plantes ont repris de la vigueur. 1l semble y
avoir un regain d’utilisation des méthodes traditionnelles comme alternatives potentielles aux
antibiotiques, aux conservateurs chimiques dans les aliments (Holley et Patel, 2005 ; Gutierrez
etal., 2009 ; Calo etal., 2015) et les cosmétiques (Maccioni et al., 2002 : Kunicka-Styczynska
et al., 2009 ; Herman et al.,, 2013) et dans le traitement de diverses maladies infectieuses
(Mabona et al., 2013 ; Orchard et van Vuuren, 2017) au cours des quatre derniéres décennies.
Cela est particulierement vrai en ce qui concerne les huiles volatiles de plantes et leur évaluation
antimicrobienne, comme le montre la gamme compléte d'organismes contre lesquels les huiles

volatiles ont été testées.
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2.1. Principaux groupes de composes antimicrobiens déerivés de plantes
La plupart des plantes contiennent plusieurs composés dotés de propriétés
antimicrobiennes pour la protection contre les agents agresseurs, en particulier les
microorganismes. Selon Cowan (1999), les composés bioactifs antimicrobiens des plantes sont
divisés en 5 classes principales consistant en : terpénoides et huiles essentielles ; composés
phénoliques et polyphénols ; alcaloides ; polypeptides et mélanges (extrait brut). Des exemples
de certains composés antimicrobiens ainsi que leurs mécanismes antimicrobiens sont expliqués

dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Principaux groupes de composés de plantes avec leurs mécanismes antimicrobiens

(Cowan, 1999).

Classe Sous-classe Exemples Mécanisme
Phénols Catéchol Dépravation en substrat
Simples Epicatéchine Rupture de la membrane
Ac]des_ Acide cinnamique | ?
phénoliques
Adhésion liaison, complexe avec
Quinones Hypéricine la paroi cellulaire, inactivation
d’enzyme
Flavonoides Chrysine Adhésion liaison
Complexe avec la paroi
B cellulaire
Flavones Inactivation d’enzyme
) Abyssinone Inhibition du HIV inverse
Composes transcriptase
phenoliques Flavonols Totarol ?
Liaison protéine
Adhésion liaison
Inhibition d’enzyme
Dépravation en substrat
Tannins Ellagitannins Complexe avec la paroi
cellulaire
Rupture de la membrane
Complexation des ions
métalliques
. Coumaphéne ou Interaction avec AND des
Coumarines . A
warfarine eucaryotes (activité antiviral)
Terpénoides,
huiles — Capsaicine Rupture de la membrane
essentielles
Alcaloides B Berbérine Intercalation  dans la paroi
Pipérine cellulaire et/ou ADN
: Aggl_u_tlmne Blocage de la fusion ou de
Lectines _and — specifique du I’adsorption of virale
polypeptides mannose
Falxatin Formation des ponts disulfures

Polyacétylenes

8s-heptadeca2(2),
9(Z)-diene4 ,6-
diyne-1,8-diol

?
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2.2. Mécanisme d'action antimicrobienne

Les mécanismes d'action des composes naturels sont liés a la désintégration de la

membrane cytoplasmique, a la déstabilisation de la force proton-motrice (FPM), au flux

d'électrons, au transport actif et a la coagulation du contenu cellulaire. Tous les mécanismes

d'action ne fonctionnent pas sur des cibles spécifiques et certains sites peuvent étre affectés par
d'autres mécanismes (Helander et al., 1998; Lambert et al., 2001; Ultee et al., 2002 ; Burt,

2004 ; Cushnie et Lamb, 2005). Le mecanisme d'action antimicrobien semble avoir un lien

avec un grand nombre de constituants complexes notamment dans les HE, au lieu de

métabolites bioactifs spécifiques, ce qui peut entrainer des modes d'action différents et une

identification difficile du point de vue moléculaire (Burt, 2004).

En général, les actions antimicrobiennes des HE sont décrites en trois phases (Ultee et

al., 2002 ; Carson et al., 2002 ; Burt 2004 ; Turina et al., 2006).

Premierement, la propagation des HE dans la paroi cellulaire d'une bactérie grace aux
composants hydrophobes, améliore la perméabilité de la membrane, ce qui entraine une
perturbation et la perte ultérieure de composants cellulaire.

La seconde correspond a une acidification a l'intérieur de la cellule qui blogque la
production d'énergie cellulaire (ATP) en raison de la perte d'ions, de I'effondrement des
pompes a protons et de la réduction du potentiel de la membrane (Fig. 22). En effet, Les
hydrocarbures cycliques agissent sur les ATPases, des enzymes connues pour étre
situées au niveau de la membrane cytoplasmique et entourées de molécules lipidiques.
De plus, les hydrocarbures lipidiques peuvent fausser l'interaction lipide-protéine et
I'interaction directe de composés lipophiles avec des parties hydrophobes de la protéine
est également possible.

La derniéere mais non le moindre est la destruction du matériel génétique qui entraine la
mort de la bactérie. De plus, certaines études ont montré que les HE pouvaient
également coaguler avec le cytoplasme et endommager les lipides, les protéines, les
parois cellulaires et les membranes, ce qui pouvait entrainer une fuite de
macromolécules et la lyse ultérieure. De plus, Certaines huiles essentielles stimulent la
croissance des pseudo-mycéliums, démontrant qu'ils peuvent agir sur les enzymes
impliquées dans la synthése des composants structurels de la bactérie (Sikkema et al.,
1994 ; Sikkema et al., 1995 ; Helander et al., 1998 ; Cox et al., 2000 ; Lambert et al.,
2001 ; Di Pasqua et al., 2006 ; Turgis et al., 2009 ; Saad et al., 2013).
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Figure 22. Sites d'une bactérie dans lesquels des composés naturels sont actifs (Burt, 2004)

2.3. Facteurs influencant la détermination de I'activité antimicrobienne

Premiérement, il est important de souligner qu’outre la nécessité de développer et de
mettre en ceuvre des tests standardisés pour 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles et des extraits, la majorité des techniques appliquées a la détermination de 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles et extraits in vitro ont été adaptées de I'évaluation des
activités antibiotiques (Hammer et al., 1999 ; Burt, 2004 ; Rios et Recio, 2005 ; NCCLS, 2006).
Les difficultés rencontrées pour la détermination de l'activité antibactérienne des huiles
essentielles sont bien connues et sont principalement dues a ses propriétés volatiles ainsi qu'a
leur insolubilité¢ dans l'eau. Leur nature hydrophobe et leur viscosité élevée sont
particulierement importantes, ce qui entraine une distribution irréguliére dans tout le milieu de
culture ainsi qu’une dilution inégale. De ce fait, il est nécessaire d’utiliser un agent dispersant
afin d’empécher la distribution irréguliere de I’HE dans le milieu de culture. Plusieurs
caractéristiques sont distinguées comme facteurs clés dans 1’évaluation de 1’activité des huiles
essentielles ; la composition du milieu de culture, la technique de dosage, I’espéce microbienne
a étudier, la méthode d'extraction, la valeur du pH, la solubilité de I'huile essentielle dans le
milieu de culture et la température, entre autres (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2007 ; Faleiro,

2011). Certains de ces facteurs seront examinés ultérieurement.
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2.3.1. La technique de dosage

Différents types de tests ou méthodes de laboratoire d'évaluation de I'activité
antimicrobienne in vitro d’une huile essentielle, d'un extrait ou d'un composé pur sont utilisés
et le choix de chaque technique semble étre effectué en fonction de plusieurs caractéristiques,
a savoir la demande, la technique et le colt. On distingue généralement trois types de méthodes
les plus connues qui sont la diffusion, la dilution et les techniques bioautographiques (Manou
et al., 1998 ; Burt, 2004 ; Wilkinson, 2006 ; Saad et al., 2013 ; Balouiri et al., 2016). D'autres
méthodes sont utilisées comme la micro-atmosphére et la technique des aliments empoisonnés
notamment employée pour les tests antifongiques. Pour approfondir 1’effet antimicrobien d’un
agent en profondeur, il est recommandé d’effectuer un test de destruction du temps et des
méthodes cytofluorométriques en flux fournissant des informations sur la nature de 1’effet
inhibiteur (bactéricide ou bactériostatique) (dépendant du temps ou de la concentration) et des
dommages infligés au microorganisme a tester (Balouiri et al., 2016).

a. Laméthode de la diffusion en gélose

La diffusion sur gélose est 1'une des plus utilisées et se caractérise par une grande
simplicité et une rentabilité élevée. Dans cette technique, plusieurs réservoirs de I’agent
antimicrobien (huile essentielle ou extrait) peuvent étre utilisés. La technique la plus courante
consiste a utiliser des disques en papier filtre (Kim et al., 1995 ; Senatore et al., 2000 ; Cimanga
etal., 2002 ; Burt et Reinders, 2003 ; Baydara et al., 2004 ; Faleiro et al., 2005 ; Chorianopoulos
et al., 2007), ou des cylindres en acier inoxydable répartis sur la surface du milieu gélosé. Des
trous ou puits perforés dans le milieu gélose peuvent également étre utilisés comme réservoirs
de I'huile essentielle ou de I’extrait (Baratta et al., 1998 ; Dorman et Deans, 2000 ;
Abdollahzadeh et al., 2014). Dans tous les cas, la quantité d'huile et le diametre du réservoir
sont des parametres cruciaux. Le réservoir contenant I'agent antimicrobien a évaluer, aprés
avoir été en contact avec le milieu inoculé et la période d'incubation requise, le diamétre de la
zone transparente autour du réservoir (zone d'inhibition) est mesuré. Cette méthode a d'abord
été congue pour évaluer les propriétés antibiotiques d'extraits bruts. Alors que la méthode de
diffusion en gélose peut étre considérée comme trés précise dans la détermination de l'activité
antimicrobienne de I'huile essentielle, plusieurs aspects moins favorables peuvent étre
soulignés, tels que les caractéristiques volatiles des composants de I'huile essentielle
entraineront leur perte, simultanément avec le solvant pendant l'incubation, tandis que les
composés moins solubles peuvent ne pas diffuser de maniére appropriée a travers le milieu de
culture (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004 ; Balouiri et al., 2016).
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Les paramétres a prendre en compte incluent le diamétre du disque ou du cylindre / trou,
la quantité d'huile et le solvant ou I'émulsifiant utilisé. Ce dernier facteur semble différer de
maniere significative entre les études et plusieurs substances ont été utilisées
notamment I'éthanol (Marino et al., 2001 ; Vagi et al., 2005 ; Zarai et al., 2011), le Tween-20
(Hammer et al., 1999), le Tween-80 (Cosentino et al., 1999 ; Mourey et Canillac, 2002 ;
Knowles et al., 2005), le méthanol (Gulluce et al., 2003 ; Rasooli et al., 2006 ; Bajpai et al.,
2007) et le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Hili et al., 1997 ; Candan et al., 2003 ; Celiktas et al.,
2007 ; Kivrak et al., 2009). Une importance particuliere doit étre accordée a l'utilisation de
concentrations slres de solvant ou d'émulsifiant afin de ne pas perturber la croissance
microbienne. Un autre aspect a prendre en compte est d'avoir un contréle negatif (tel que de

I'eau stérile ou un solvant).

Le degré d'activité de I'huile essentielle (ou I’extrait) est révélé par la taille de la zone
d'inhibition qui est exprimée par le diamétre de la zone d'inhibition mentionnée (en mm ou en
cm) et le diamétre du disque / trou / cylindre est généralement inclus. En raison de la nature
simple de ce test et de la quantité réduite d’huile essentielle requise, 1’utilisation de cette
technique est généralement recommandée pour 1’évaluation de nombreuses huiles essentielles
(et/ou extraits), et elle met en évidence celles qui présentent la plus haute activité permettant de
les soumettre davantage caractérisation en profondeur. Cette technique est également utilisée
pour déterminer la susceptibilité d'une gamme significative d'espéces microbiennes a une huile
essentielle particuliére. Cependant, cette technique convient moins a des fins de quantification,
telles que la détermination des valeurs de CMI et de CMB. Les techniques nécessitant une
dispersion homogene dans I’eau (méthode de la dilution ; en gélose ou en milieu liquide) sont
généralement appliquées afin de déterminer les valeurs de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et de la concentration minimale bactéricide (CMB) par analyse de la courbe de
croissance par comparaison avec la culture cultivée en I'absence de I'huile essentielle (culture
témoin). Les paramétres CMI et CMB sont largement utilisés dans I'évaluation de I'activité
antimicrobienne des huiles essentielles, mais des différences significatives ont été constatées
quant a leur définition précise (Lambert et al., 2001 ; Kalemba et Kunicka, 2003 ; Hood et al.,
2003 ; Burt, 2004 ; Saad et al., 2013 ; Balouiri et al., 2016).

b. La méthode de dilution en gélose ou en milieu liquide
La méthode de dilution en gélose ou en milieu liquide est utilisée a la fois pour les

bactéries et les champignons (Chandrasekaran et VVenkatesalu, 2004 ; Prabuseenivasan et al.,
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2006 ; Tohidpour et al., 2010). Les volumes de bouillon de culture supplémentés avec
différentes concentrations en huiles essentielles varient considérablement, mais on a
actuellement tendance a utiliser des volumes réduits variant de 1 a 5 ml (Dimitrijevi¢ et al.,
2007 ; Rasooli et al., 2006) a 10 ml (Bachir et Benali, 2012).

L'utilisation de méthodes basées sur les microdilutions est plus intense et semble étre trés
appropriée pour la détermination des valeurs de CMI et de CMB (Burt et Reinders, 2003 ; Tepe
et al.,, 2005; Jiang et al., 2012 ; Ballester-Costa et al., 2013). L'efficacité de I'activité
antimicrobienne lorsque cette méthode est appliquée a la fois a l'aide de tubes ou de
microplaques est Vérifiée par le changement de densité optique (DO) (Devienne et Raddi,
2002), par colorimétrie en utilisant des indicateurs (généralement des sels de tétrazolium ou un
colorant a la résazurine) (Salie et al., 1996 ; Umeh et al., 2005). Cette méthode peut étre réalisée
dans des conditions contrélées de vapeur (Mondello et al., 2009).

c. Bioautographie

La méthode bioautographique est particulierement appliquée a I'évaluation d'extraits de
plantes (Marston et Hostettmann, 1999 ; Nostro et al., 2000 ; Schmourlo et al., 2004). Les
extraits de plantes sont constitués de divers composants pouvant étre séparés tout au long d’une
technique de chromatographie sur couche mince ou sur papier. Lorsque le solvant s'‘évapore, le
milieu de culture inoculé peut étre distribué a travers le papier ou les plaques
chromatographiques et, aprés la période d'incubation adéquate, la croissance microbienne est
mesurée. Si l'activité est positive, aucune croissance n'est observée et les composants de I'extrait
sont élues puis identifiés. La méthode bioautographique est rarement utilisée pour 1’évaluation
de I’activité des HE (Sartoratto et al., 2004). Néanmoins, une version de cette méthode associant
la chromatographie en couche mince et la méthode bioautographique (TLC-bioautographic) a
récemment été développée et appliquée pour tester I'activité antibactérienne des HE de thym,

lavande, eucalyptus, menthe verte et cannelle (Horvath et al., 2010 ; Horvath et al., 2013).

d. Autres méthodes
D'autres méthodes non conventionnelles telles que la microatmosphere et les mesures
d'impédance ou de conductance peuvent également étre utilisées dans I'évaluation de I'activité

antimicrobienne des huiles essentielles (Burt, 2004).

d.1. Diffusion en phase vapeur ou Microatmosphere
La méthode a la microatmospheére est le résultat d’une 1égére modification de la diffusion

de la gélose et convient mieux a la détermination de 1’activité de I’HE en phase vapeur. Cette
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méthode est appliquée aux HEs destinées au contrdle de I'atmosphére. La procédure de cette
méthode consiste a inoculer le milieu solidifié avec le microorganisme a tester comme pour
I’analyse par diffusion en milieu solide, mais le disque avec I’HE est placé sur le couvercle au
milieu d’une boite de Pétri qui est inversée et aprés le temps d’incubation approprié. L’activité
est déterminée, comme pour la méthode de diffusion en gélose, la zone d'inhibition de la
croissance microbienne est mesurée. La concentration minimale inhibitrice (CMI) peut étre
déterminée lorsque plusieurs concentrations sont testées (Edris et Farrag, 2003 ; Lopez et al.,
2007 ; Goni et al., 2009 ; Doran et al., 2009).

Lopez et al. ont évalué l'activité antimicrobienne en phase vapeur d'un grand nombre
d'HE et de leurs principaux constituants (Lopez et al., 2005, 2007b) avec des résultats
prometteurs, qui ont abouti a la mise au point d'un conditionnement antimicrobien (Lopez et
al., 2007a; Rodriguez et al., 2007), qui ont obtenu une inhibition similaire pour les tests in vitro

et les analyses effectuées avec des aliments (Rodriguez et al., 2008).

d.2. La méthode de I'impédance ou de la conductance

La méthode de I'impédance ou de la conductance est caractérisée par sa grande rapidité,
ses similitudes avec les méthodes les plus rapides. Cette technique repose sur la corrélation
entre le changement des parametres éelectriques de la croissance microbienne qui sont liés, de
maniére restreinte, a l'activité métabolique du microorganisme a tester et également au nombre
de cellules viables. Les résultats de cette évaluation sont exprimés par le temps de détection
(TD). Ce parameétre est défini comme le temps nécessaire a une culture microbienne pour

atteindre une quantité seuil qui est généralement égale & 10° cfu.mL™ (Marino et al., 2001).

2.3.2. Le microorganisme testé

Globalement, I'activité des HE sur les cellules microbiennes des mémes genres et espéces
déterminés dans les mémes conditions semble étre similaire. Cependant, certains isolats
bactériens peuvent présenter une réponse différente de celle des souches de type. Il est
important d'utiliser un nombre important de souches d'origines différentes afin de simuler une
situation plus réaliste plutot que d'utiliser simplement des souches de laboratoire qui peuvent
ne pas refléter le comportement des souches que I'on peut trouver dans la nature. L'activité
antimicrobienne pouvant augmenter lorsque la taille de I'inoculum est réduite, il est donc crucial
d'utiliser une densité microbienne standard (Canillac et Mourey, 2004 ; Chorianopoulos et al.,
2007).
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2.3.3. Conditions de culture

L'utilisation de milieux de culture spécifiques pour la détermination de la sensibilité aux
agents antimicrobiens tels que les antibiotiques est normalisée et l'utilisation du milieu de
Mueller-Hinton est recommandée (NCCLS, 2006) et a été adoptée pour la détermination de
I'activité antibactérienne des HE et extraits de plantes (Hammer et al., 1999). Le milieu de
culture peut non seulement activer ou diminuer I'activité des HE mais peut également protéger
les cellules microbiennes de leur action, comme le permet le milieu riche en nutriments. Il est
donc nécessaire d’assurer 1’uniformité entre les différentes études, car ce facteur est essentiel
pour la comparaison des différentes actions antimicrobiennes entre différentes études (Burt,
2004).

En ce qui concerne I'effet de la valeur du pH sur l'activité de I'HE, il est connu que seuls
les composés phénoliques et les acides carboxyliques peuvent traverser la membrane cellulaire
microbienne lorsqu'ils sont sous une forme non chargée et l'activité des composants de I'HE
eugeénol, I-carvone, d-carvone et le menthol sont supérieurs lorsque la valeur du pH du milieu
de culture augmente de 6 a 8 . La valeur du pH influence également les modifications de la
charge a la surface de la cellule et, de ce fait, la liaison du composant chargé de I'HE a la cellule
microbienne peut étre compromise (Bloomfield, 1991).
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1. Matériel biologique
Trois (3) espéces de plantes endémiques de la méditerranée choisies essentiellement sur
la base de leur intérét et leur fréquence d’emploi traditionnelle, ont fait 1’objet de ce travail
expérimental. Il s’agit de : Thymus algeriensis, Teucrium polium subsp capitatum (Lamiaceae)

et Ammoides verticillata ou pusilla (Apiaceae).

Les feuilles de Thymus algeriensis avant la floraison et les parties aériennes de Teucrium
polium subsp capitatum et Ammoides verticillata au stade de la floraison (Fig. 26) ont été
récoltées en 2016 dans les régions de Relizane, Bouira et Mascara respectivement. Les plantes
ont été authentifiees par le Pr. H. Abdelkrim, département de botanique, Ecole Nationale

Supérieure d'’Agronomie (Alger).

Le matériel végétal fraichement collecté a été séché sur du papier a I'ombre, a température
ambiante et dans un endroit sec a 1'abri de I'humidité pendant 8 jours jusqu’au moment de

I’extraction des huiles essentielles et des extraits non volatils (Laouer et al., 2003).

|
|
|
|

Figure 23. Echantillons de plantes séches utilisées dans 1’extraction (de gauche a droite : A.
verticillata, T. algeriensis et T. polium subsp capitatum)

1.1. Extraction des composés phénoliques
25 g de la plante séchée en poudre ont été extraits dans un appareil Soxhlet pendant 6
heures avec 400 ml d'éthanol absolu (Kerbouche et al., 2015). Le solvant a été éliminé dans un
évaporateur rotatif et les traces résiduelles ont été éliminées par balayage avec de l'azote.
Finalement, le résidu a été pesé et maintenu dans I'obscurité a 4 °C jusgu'a son analyse.

69



Chapitre V : Matériel et Méthodes

1.2. Isolement des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont été isolées par hydrodistillation de 100 g de feuilles séchées a
I'ombre de Thymus algeriensis et de parties aériennes de Teucrium polium subsp capitatum et
Ammoides verticilatta en utilisant un appareil de type Clevenger pendant trois heures. Les
huiles recueillies ont été séchées dans du sulfate de sodium anhydre et stockées a 4-6 °C pour

une analyse ultérieure (European pharmacopeia, 2007).

1.3. Analyse de I'huile essentielle
L'analyse des huiles obtenues a été realisée par GC et GC-MS au moyen d'un systéme
Hewlett-Packard 6890 GC-FID équipé d'une colonne capillaire de silice fondue avec HP5MS
phase stationnaire apolaire (épaisseur de film 30 mx 0,25 mm x 0,25 pum). Les conditions de

fonctionnement sont identiques a celles rapportées précédemment (Benchabane et al., 2015).

La temperature de la colonne a été programmeée a 60 °C pendant 8 minutes, augmentant
de 2 °C / min a 280 °C et maintenue a 280 °C pendant 15 minutes. 0,2 puL d'échantillons dilués
(1/10 hexane, v/v) ont été injectés par fractionnement, et le rapport de division était de 1:25.
L'injection a été réalisée a 250 °C. Un débit de 0,5 ml / min de gaz porteur (N2) a été utilisé. La
détection par ionisation de flamme a été effectuée a 320 °C. Les données quantitatives ont été
obtenues par voie électronique a partir des données de la zone FID sans utiliser de facteurs de

correction.

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse par ionisation
électronique (GC-MS) a été réalisée avec un systeme informatisé Hewlett-Packard comprenant
un chromatographe en phase gazeuse 6890 couplé a un spectrometre de masse 5973A utilisant
la colonne apolaire HP5SMS (30m x 0,25mm x 0,25um d'épaisseur). Les conditions pour les
spectres GC-MS étaient : He comme gaz porteur a un débit de 0,5 ml / min; mode divisé (1:25);
0,2 pl (1/10 dans de I'nexane, v/v) sous la forme d'un volume injecté; et 250 °C comme
température d'injection. Le programme de température du four est décrit ci-dessus pour
I'analyse GC. Nous avons utilisé un mode d'ionisation avec ionisation électronique a 70 eV sur

une plage de balayage de 30 a 550 unités de masse atomique.

1.4. Identification des composés des huiles essentielles
Les composants huileux ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention
déterminés en référence a une série homologue de n-alcanes en C6-C20 avec ceux de la
litterature (Babushok et al., 2011) et avec ceux des étalons authentiques disponibles. La

confirmation de [l'identification des constituants des huiles essentielles a été faite par
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comparaison de leurs données spectrales de masse avec les spectres de référence (bibliotheques
NIST 2005 et Wiley 7N) dans la base de données et avec les données de la littérature des

spectres de masse (Adams, 2007).

1.5. Analyse des extraits phénoliques par HPLC-DAD-UV
Les solutions d'extraits de plantes ont été préparés dans de 1’éthanol. Tous les échantillons
ont été préparés et utilisés immeédiatement pour I'analyse ou conservés a 4 °C s'ils n'ont pas été

analysés pendant plus d'une heure (Tzima et al., 2018).

L'analyse chromatographique a été effectuée a l'aide d'un appareil HPLC-DAD
de marque Agilent série 1100 équipé d'un détecteur UV / DAD, d'une pompe quaternaire, d'un
dégazeur en ligne et d'un injecteur automatique. Le détecteur a barrette de diodes (=DAD) avec
plusieurs longueurs d’ondes d’absorption maximum, (choisis en fonction des absorbances
maximums Amax des molécules recherchées) est fixé avec la colonne analytique Hypersil

(BDS-C18, 5 um, 250 x 4,6 mm) constituant la phase stationnaire.

La phase mobile utilisée est un mélange de deux solvants, le premier est un mélange d’eau
et d’acide acétique (0,2%) a pH = 3,1 (solvant A) et le second est de I’acétonitrile (solvant B).
Les deux solvants sont utilisés dans un gradient d'élution linéaire pendant 30 minutes & 1 ml /

min, en commengant par 95% de solvant A et en terminant par 100% de solvant B.

Le débit est de 1,5 ml / min, le volume d'injection de 20 ul et la longueur d'onde du
détecteur est fixée a 220 nm (DAD1 A), 255 nm (DAD1 B), 280 nm (DAD1 C), 300 nm (DAD1
D) et 355 nm (DADL1 E), choisie en fonction des absorbances maximales des molécules
identifiées.

L’identification des composés séparés a été effectuée en comparant les temps de rétention
des pics du chromatogramme de 1’échantillon obtenu avec les temps de rétention et les spectres
UV des pics des étalons précédemment analysés dans les mémes conditions opératoires

enregistrés dans la banque de données de ’HPLC (Tzima et al., 2018).

Les composés étalons utilisés pour I’indentification, leur temps de rétention et la longueur

d’onde sont mentionnés dans le tableau 8 :
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Tableau 8 : Données sur les composés étalons utilisés pour 1’identification HPLC

Composé Temps de rétention (min) Signal
(nm)

Acide gallique 3.260 DAD1C
Acide tannique 3.270 DAD1C
Reésorcinol 3.313 DAD1 A
Catéchine 3.326 DAD1 A
Catéchol 6.206 DAD1C
Caféine 6.405 DAD1C
Acide caféique 7.062 DAD1 D
Acide isovanillique 7.390 DAD1B
Vanilline 8.60 DAD1D
Rutine 8.644 DAD1E
Acide n-hydroxycinnamique 8.809 DAD1C
Lutéoline 7 O-glucoside 9.22 DAD1E
Acide férulique 9.266 DAD1 D
Acide syringique 9.660 DAD1D
A(?Ide o-an|3|q.l'1e ou acide 2- 9.668 DADL E
méthoxybenzoique

Acide 3-hydroxy-4-méthoxycinnamique 9.677 DAD1D
Naringinine 7 O-glucoside 10.387 DAD1C
Ac,lde m-anlsu.q_ue ou acide 3- 11.865 DADL A
méthoxybenzoique

Lutéoline 12.776 DAD1E
Quercétine 12.810 DAD1E
Acide 3,4,5 triméthoxycinnamique 12.816 DAD1 D
Acide trans-cinnamique 13.821 DAD1C
Apéginine 14.497 DAD1E
Acide trans diméthoxycinnamique 14.882 DAD1D
Isoramenitine 15.059 DAD1E
Hesperedine 15.070 DAD1C

1.6. Calcul du rendement de I’extraction
Le rendement en extrait sec exprimé en pourcentage est calculé d’apres la formule

suivante :
R% = [P—ES] x 100
PE
R% = Rendement en pourcentage

PES = poids de I’extrait sec (g)
PE = poids de I’échantillon (poudre) (g).

72



Chapitre V : Matériel et Méthodes

2. Détermination de la teneur en composés phénoliques
2.1. Polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux (PT) des extraits non volatils a été déterminée en utilisant
la méthode de Folin-Ciocalteu modifiée de Singleton et al. (1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu
est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est
réduit, lors de I’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de
750 nm. L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique
(acide gallique), permet de determiner la quantité de polyphénols totaux présente dans un

extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalent acide gallique par g de matiére séche.

Une solution d'extrait éthanolique (1,25 ml, 1 mg/ml) a été mélangée avec 0,25 ml de
réactif Folin-Ciocalteu (dix fois dilué) et 1 ml (75 g/ I) de carbonate de sodium. Le mélange a
été agité au vortex pendant 10 secondes et laissé au repos pendant 30 minutes. L'absorbance a
été mesurée a 765 nm. Un blanc est préparé dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait

¢thanolique par 1’éthanol.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg/ g d'équivalent acide gallique (EAG)
et a été déterminé en utilisant I'équation basée sur la courbe d'étalonnage : Y = 0,0111X -
0,0067, ou : X est I'absorbance et Y est I'équivalent en acide gallique (mg/ g).

2.2. Flavonoides totaux
La teneur totale en flavonoides (FT) a été déterminée en utilisant la méthode de Lamaison
et Carnet (1990). Cette méthode basée sur la formation de complexes de couleur jaune entre le
chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent des groupements hydroxyles des

flavonoides.

Un volume de 1 ml de solution d’AlClz & 2% a été ajouté & 1 ml de solution d'échantillon
d'extrait d'éthanol (1 mg/mL). Apres une heure d'incubation a température ambiante,

I'absorbance a été mesurée a 420 nm.

La teneur en flavonoides totaux a été calculée en équivalent quercétine (mgEQ/g), en
utilisant I'équation basée sur la courbe d'étalonnage : Y = 0,0344X + 0,008, ou X est

I'absorbance et Y est I'équivalent de quercétine (mg/ g).
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3. Inhibition de la (butyryl) acétylcholinestérase
L'activité inhibitrice d’AChE et BuChE a été mesurée en utilisant un dosage
colorimétrique quantitatif en utilisant un lecteur de microplaque de 96 puits selon la méthode
décrite par Rhee et al. (2001) basée sur la méthode d'Ellman (1961). L'enzyme hydrolyse le
substrat acétylthiocholine ou butyrylthiocholine aboutissant au produit thiocholine qui réagit
avec le réactif d'Ellman : I'acide 5,5'-dithio-bis- [2-nitrobenzoique] (DTNB) pour produire la 2-
nitrobenzoic-5-mercaptothiocholine et le 5-thio. -2-nitrobenzoate qui peut étre détecté a 412

nm.

Dans cette méthode, le volume réactionnel total (200 pl) constitué de 150 ul (0,1 mol /1)
de tampon phosphate de sodium (pH 8,0), 20 ul d'AChE ou BuChE (0,45 U / ml), 10 ul de
solution d’extrait (50 pg / ml a 400 pg / ml), 10 ul de DTNB (0,03 mmol / 1) et 10 pl d'iodure

d'acétylthiocholine ou d'iodure de butyrylthiocholine (concentration finale de 0,68 mmol / I).

Le bromhydrate de galantamine a été utilisé comme témoin positif. Le pourcentage

d'inhibition a été calculé selon la formule :

. (Ac — As)
Inhibition de ChE (%) = [T] x 100
Ou:
Ac : absorbance du controle.
As : absorbance de I'échantillon d'essai.

La concentration fournissant une inhibition de 50% ou ICso a été calculée a partir des

pourcentages d'inhibition du tracage du graphique par rapport aux concentrations de I'extrait.

4. Détermination de I’activité antioxydante
Dans le but d’évaluer I’activité antioxydante des extraits phénoliques et des huiles
essentielles des 3 plantes étudiées, 6 tests ont été réalisés a savoir : le pouvoir de piégeage des
radicaux DPPH®, ABTS™ et superoxyde, test de blanchiment au B-carotene par peroxydation de

I’acide linoléique et pouvoir réducteur du fer et de cuivre.

4.1. Pouvoir du piégeage du radical DPPH*
Le DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable, di a la
délocalisation de I'électron de réserve sur la molécule entiére. Ainsi, DPPH" ne se dimérise pas,
comme c'est le cas avec la plupart des radicaux libres. La délocalisation sur la molécule DPPH*

détermine I'apparition d'une couleur pourpre, avec une bande d'absorption avec un maximum
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d'environ 520 nm. Lorsque DPPH" réagit avec un donneur d'hydrogene, la forme réduite
(moléculaire) (DPPH) est générée, accompagnée de la disparition de la couleur violette. Par
conséquent, la diminution de I'absorbance dépend linéairement de la concentration en
antioxydant (Thaipong et al., 2006 ; Pisoschi et al., 2009). On peut résumer la réaction de la

maniére suivante :

DPPH + (AH)n — DPPH-H +(A)n
Ou (RH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour
le transformer en diphényle picrylhydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de
décoloration a 517 nm (Brand-williams et al., 1995).

N—’?‘@*Noz <+ ] h. H) — N—S@—Noz + 6 ; £
vIR YN 5

DPPH DPPH-H

W : H Antioxydant

Figure 24. Réaction entre le radical DPPH" et I’antioxydant pour former le DPPH stable

La méthode décrite par Hazzit et al. (2009) a été utilisée. 975 pl de solution éthanolique
de 2,2-diphénylpicrylhydrazyle (DPPH) (0,0024%), 25 ul d'échantillon ont été mélanges et la
solution résultante a été laissée a température ambiante pendant 30 minutes. L'absorption a été

mesurée a 517 nm contre un blanc (éthanol).

Le BHT (Butylhydroxytoluéne) a été utilisé comme controle positif. Le piégeage du

radical DPPH exprimé en pourcentage d'inhibition a été calculé de la maniére suivante :

» (Ab — As)
Piégeage du DPPH (%) = T] x 100
Ou:
- Ab est lI'absorbance de la réaction de contréle (contenant tous les réactifs sauf le
composé d'essai).

- As est I'absorbance du composé d'essai.

La concentration inhibitrice de 50 % de radicaux ou ICso a été calculée comme décrit

précedemment.
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4.2. Pouvoir du piégeage du radical ABTS **

Le radical cation ABTS (ABTS" ") qui absorbe a 743 nm (donnant une couleur vert bleuté)
est formé par la perte d’un électron par 1’atome d’azote de I’ABTS (2,2'-azino -bis (acide 3-
éthylbenzthiazoline-6-sulfonique) (Marc et al., 2004). En présence de Trolox (ou d'un autre
antioxydant donneur d'hydrogéne), I'atome d'azote éteint I'atome d'hydrogéne, produisant la
décoloration de la solution. Les ABTS peuvent étre oxydés par le persulfate de potassium
(Pellegrini et al., (2003) ; Thaipong et al., 2006) ou le dioxyde de manganése (Su et al., 2007),
donnant naissance au radical cationique ABTS (ABTS™), dont la diminution de I'absorbance a

743 nm a été suivie en présence de Trolox, choisi comme antioxydant standard.

i)

soa‘ Aoy = 734 Nm

N\ -
C,Hq KSO, | | Antioxidant

ABTS ™

\©: >_N 4< D Colourless

Figure 25. Formation de I’ABTS™ par un oxydant persulfate de potassium

La méthode décrite par Re et al. (1999) a été utilisée. Des aliquotes de 10 puL de chaque
échantillon testé ont été ajoutées a 1,0 mL de solution ABTS" * diluée (absorbance a 734 nm
égale a 0,700 + 0,020). Le radical ABTS a été produit en faisant réagir la solution mére ABTS
(ABTS a eté dissous dans l'eau a une concentration de 7 mM avec 2,45 mM persulfate de
potassium et laisser le mélange reposer dans I'obscurité a température ambiante pendant 12-16

heures avant utilisation).

Le BHT et le Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique acide) ont
été utilises comme témoins positifs. L'absorbance a 734 nm a été enregistrée puis le pourcentage

d'inhibition et 1’ICso ont été calculés comme décrit dans le test DPPH.
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4.3. Activité de piégeage du radical superoxyde
Le superoxyde a été généré selon la méthode DMSO alcalin décrite par Elizabeth et Rao
(1990). Le radical superoxyde (O2™) est génére par l'addition d'hydroxyde de sodium a l'air
saturé de DMSO. Le superoxyde généré reste stable en solution et réduit le nitrobleu tétrazolium

(NBT) en colorant de formazan a température ambiante qui peut étre mesuré a 560 nm.

Le volume final utilisé (1,4 mL) pour la mesure de I'absorbance était de 0,1 mL de NBT
(1 mg / mL) dans le mélange réactionnel contenant 1 mL de DMSO alcalin (1 mL de DMSO
contenant 5 mM de NaOH dans 0,1 mL d'eau) et 0,3 mL de I'échantillon testé a diverses
concentrations. L'acide ascorbique et 1’a-tocophérol ont été utilisés comme témoin positif. Les
pourcentages d’inhibition (%) et les concentrations inhibitrices de 50% de radicaux (ICsp) ont

été calculés comme décrit précédemment.

4.4. Test de blanchiment au -caroténe- acide linoléique
Ce test est I'une des méthodes rapides de screening des antioxydants, reposant
principalement sur le principe selon lequel I’acide linoléique, qui est un acide gras insaturé, est
oxydé par les « espéces réactives de 1’oxygene » produites par 1’eau oxygénée. Les produits
formés initieront I'oxydation du b-carotene, ce qui conduira a sa décoloration. Les antioxydants
diminuent I’importance de la décoloration, mesurée a 470 nm et 1’activité est mesurée (Kulisic

etal., 2004 ; Alam et al., 2013).

La méthode décrite par Tepe et al. (2005) a été utilisée. Une solution d'émulsion de f-
caroténe et d'acide linoléique a été préparée en dissolvant 0,5 mg de f-caroténe dans 1 ml de
chloroforme et en ajoutant 25 pl d'acide linoléique avec 200 mg de Tween 40. Le chloroforme
a eté évapore a 40 °C sous vide pendant 4 minutes. 100 ml d'eau distillée saturée en oxygéne
ont été ajoutés au résidu. A 2,5 ml de ce mélange, 300 ul de chaque extrait ont été ajoutés. Les

tubes a essai ont été incubés pendant 2 heures ensemble a 50 °C.

Un blanc sans antioxydant a été utilisé comme controle négatif. BHT et Trolox ont été
utilisés comme témoins positifs. L'absorbance a été mesurée a 470 nm,
1 — (At0 — AE)

Inhibition de blanchiment (%) = (At0 — AtD) ] x100

- Ae: Absorbance de I’échantillon apres 120 min.
- Ato : Absorbance de témoin a t0.

- Ati : Absorbance de témoin aprés 120 min.
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4.5. Test de capacité antioxydante réduisant les ions cuivriques (CUPRAC)

Le réactif oxydant chromogéne de la méthode CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant
capacity) developpée, a savoir le chlorure de cuivre (I1) Il (néocuproine) [Cu (II) -Nc], réagit
avec les polyphénols [Ar (OH) n] de la maniére suivante.

2n Cu(Ne);"™ + Ar(OH)n = 21 Cu(Ne)™™ + Ar(= O + 21 H*
ou les protons libérés peuvent étre tamponnés avec la solution tampon d'acétate d'ammonium
relativement concentrée. Dans cette réaction, les groupes Ar-OH réactifs des polyphénols sont
oxydés aux quinones correspondantes et Cu (Il) -Nc est réduit au chélate de Cu (I) -Nc

fortement coloré, présentant une absorption maximale a 450 nm.

La capacité antioxydante réductrice cuprique a été déterminée selon la méthode CUPRAC
d'Apak et al. (2004).

1 ml de chlorure de cuivre (1) (1072 M), de néocuproine (Nc) (7,5 x 1073 M) préparés
dans de I'éthanol a 96% et de tampon d'acétate d'ammonium (pH 7,0) sont mélangés dans un
tube a essai. Ensuite, un échantillon d'antioxydant (ou une solution standard) (1,0 mM dans
96% d'EtOH) (0,5 ml) et H20 (0,6 ml) a été ajouté au mélange initial afin d'obtenir un volume
final de 4,1 ml. Apres 1h, I'absorbance a 450 nm a été enregistrée contre un blanc. Le BHT a

été utilisé comme contrdle positif.

La valeur d’ICso correspondant a I'absorbance de 0,5 a été calculée a partir du graphique

représentant I'absorbance en fonction de la concentration de I'échantillon.

4.6. Pouvoir réducteur
L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre
I'extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer (Huang et al., 2005). Le
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 fournit des ions Fe** qui seront réduit en Fe?* par les
antioxydants présents dans I'extrait végétal

La méthode d'Oyaizu (1986) a été utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant reducteur.
125 ul de solutions d'éthanol des échantillons testés ont été mélangés avec du tampon phosphate
(2,5ml ;0,2 M ; pH 6,6) et du ferricyanure de potassium [KsFe (CN)g; 2,5 ml, 1%)].

Aprés avoir laissé le mélange incuber pendant 20 minutes a 50 °C, 2,5 ml d'acide
trichloroacétique (10%) ont éte ajoutés et le mélange a éte centrifugé pendant 10 minutes a 3000

tr / min. Le surnageant (2,5 ml) a été mélangé avec de I'eau distillée (2,5 ml) et du FeCls (0,5
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ml, 0,1% en poids / volume) et I'absorbance a été mesurée a 700 nm. L'acide ascorbique et le
BHT ont été utilisés comme témoins positifs. La valeur ICso a été déterminée comme décrit
pour la méthode CUPRAC.

5. Etude de P’activité anti-hémolytique

Cette activité permet de refléter de fagon globale le potentiel de défense d’un individu
vis-a-vis d’une agression aux radicaux libres. Dans le but de démontrer 1’effet protecteur de ces
extraits sur la préservation de 1’intégrité cellulaire, qui est essentiellement liée aux membranes,
nous avons soumis les érythrocytes a des conditions du stress oxydant par 1’ajout de I’AAPH
(2,2'-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride). Le potentiel anti-hémolytique des extraits
a été investigué par la procédure spectrophotométrique comme décrite par Magalhaes et al.
(2009).

Le 2,2-azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochlorure de composé azoique (AAPH,
parfois aussi abrégé en ABAP) peut étre décomposé a la température physiologique pour
produire des radicaux peroxyle, en amorcant la peroxydation lipidique. Une fois que I'AAPH
est soluble dans I'eau, le taux de génération de radicaux libres peut étre contrélé. L'AAPH a été
largement utilisé comme initiateur de radicaux libres dans les etudes biologiques (Niki et al.,
1988 ; Dai et al., 2006 ; Ramchoun et al., 2015). Les radicaux peroxyle, générés par la
décomposition de I'AAPH a 37 °C, pourraient attaquer la membrane des érythrocytes pour
induire une peroxydation des lipides et des protéines et ainsi provoquer une hémolyse (Ng et
al., 2000 ; Zheng et al., 2016).

Du sang (5 a 10 ml) a été prélevé sur un donneur consentant en bonne santé par ponction
veineuse et recueilli dans des tubes contenant de I’héparine comme anticoagulant. Les
échantillons ont été immédiatement centrifugés a 1500 tr / min pendant 10 min a 4°C, puis le
plasma et la couche leuco-plaquettaire ont été soigneusement déchargés. Les érythrocytes ont
été lavés trois fois avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS; pH 7,4), puis remis
en suspension en utilisant le méme tampon au niveau d’hématocrite souhaité. Afin d'induire une
oxydation radicalaire des chaines dans les érythrocytes, des radicaux peroxyle aqueux ont été
générés par décomposition thermique de AAPH (dissous dans du PBS; concentration finale 50
mM).

Afin d’étudier les effets protecteurs des extraits éthanoliques contre I'hémolyse induite
par I'AAPH, une suspension d'érythrocytes a 2% d'hématocrite a été préincubée avec les extraits

(dissoutes dans du PBS; concentrations finales 100-1000 pg / ml) a 37 °C pendant 30 min,
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suivie d'une incubation avec et sans AAPH 50mM. Ce mélange réactionnel
a été agité pendant 3 h a 37 °C. Dans toutes les expériences, un contréle négatif (érythrocytes
dans du PBS), ainsi que des témoins extraits (érythrocytes dans du PBS avec chaque extrait)
ont été utilisés.

L'étendue de I'némolyse a été déterminée par spectrophotométrie comme décrit
précédemment (Ko et al., 1997). En bref, des aliquotes du melange réactionnel ont été
prélevées, diluées avec une solution saline et centrifugées a 4000 tr / min pendant 10 min pour
séparer les érythrocytes. Le pourcentage d'hémolyse a été déterminé en mesurant I'absorbance
du surnageant (A) a 545 nm et comparé a celui d'une hémolyse compléte (B) en traitant une
aliquote avec le méme volume du mélange réactionnel avec de I'eau distillée. Le pourcentage

d’hémolyse a été calculé a I'aide de la formule :

A
Inhibition d’hémolyse (%) = [E] x 100

La concentration d'extrait fournissant une inhibition de 50% (1Cso) au bout de 3 h a été
calculée a partir de la courbe dose-réponse obtenue en tracant le pourcentage d'inhibition de

I'némolyse par rapport aux concentrations en extrait.

La quercétine et ’acide ascorbique (100-1000 pg / ml) traité de maniere similaire ont été

utilisés comme composés de référence.

6. Etude de P’activité antimicrobienne
Deux méthodes différentes ont été utilisées pour la détermination [activité
antibactérienne : la méthode de diffusion par disque (analyse qualitative) et la méthode des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) (analyse quantitative).

Les CMI des huiles essentielles contre les microorganismes testés ont été déterminées par
la méthode de microdilution en bouillon selon le protocole de NCCLS (2000, 2002) décrit par

Celiktas et al. (2007). Tous les tests ont été effectués en double.

6.1. Souches microbiennes testées
Cing (5) souches bactériennes de références issues de la collection ATCC (American
Type Culture Collection) ont été testées afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des huiles

essentielles et des extraits. La liste des souches microbiennes est mentionnée dans le tableau 9.
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Tableau 9. Liste et caractéristiques des souches microbiennes testées

Nom de la souche N°ATCC Gram Famille
Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae
Bacillus cereus 10876 + Bacillaceae
Pseudomonas aeruginosa 9627 - Pseudomonadaceae
Klebsiella oxytaca 13182 - Enterobacteriaceae
Escherichia coli 25922 - Enterobacteriaceae

6.2. Méthode de diffusion sur disque ou « Technique de ’aromatogramme »

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque stérile en cellulose de 6
ou 9 mm de diameétre imprégné de la solution d’HE ou d’extrait, sur la surface d’une gélose
préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme a tester.
Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre (en mm) de la zone
claire indemne de colonies autour du disque absorbant, appelée : Halo ou zone d’inhibition
(Celiktas et al., 2007). L’apparition et I’importance du diamétre de la zone d’inhibition refléte
I’'impact des HEs et des extraits sur les souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront

qualifiées de sensibles ou tres sensibles, ou résistantes.

La méthode de diffusion du disque décrite par Celiktas et al. (2007) a été appliquée pour
la détermination des activités antimicrobiennes des huiles essentielles et extraits éthanoliques.
Les HE et EE ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO).

Une dilution de 125 mg / ml d’extraits et d’huiles essentielles a été préparée. Une
suspension du micro-organisme testé (0,1 ml de 1,5 x 106 UFC / ml) a été étalée sur la surface
de gélose Mueller-Hinton (MHA). Les disques en papiers filtres ayant un diamétre de 6 mm,
imbibés de 20 pl d'extrait éthanolique (ou huile essentielle) ont été placés sur la gélose inoculée.
Avant I'incubation, toutes les boites Pétri ont été conservees au réfrigérateur (4°C) pendant 2 h.
puis incubées a 37°C pendant 24 h. Les diametres de l'inhibition les zones ont été mesurées en

millimeétres.

La suspension cellulaire d'environ 1,5 x 106 UFC / ml a été obtenue & partir d'un étalon
de turbidité 0,5 McFarland correspondant a une suspension standardisée en ajustant la densité
optique a 0,1 a4 600 nm (Kuete et al., 2011).
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Boite de Pétri
Ensemencement de la gélose A
en nappe par Iml de l'inoculum @ Gélose Mueller-Hinton

Dépot asceptique d'un disque
imbibé de I'huile essentielle

Z : Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure 26. lllustration de la méthode d'aromatogramme

6.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La susceptibilité par le test de la microdilution dans un bouillon a été réalisée en utilisant
la méthode NCCLS décrite par Celiktas et al. (2007) pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice CMI. Ce test n’a été appliqué uniquement qu’aux extraits qui ont montré

des zones d'inhibition > 8 mm (Ben Othman et al., 2017).

Tous les tests ont été réalisés dans un bouillon Mueller Hinton (MHB) complété avec du
détergent Tween 80 (0,5% (v / v)). Les souches bactériennes ont été cultivées pendant une nuit
a37°C dans le MHB. Des dilutions géomeétriques de I’huile essentielle allant de 20 4 0,31 mg/ml
ont été préparées dans une microplaque de 96 puits (volume étant 20 ul). Puis, 160 pl de MHB
ont été ajoutés. Finalement, 20 pl des 10° unités formatrices de colonies (UCF/ml) (selon
Normes de turbidité Mc Farland) de suspensions microbiennes standardisées ont été inoculées

et le test a été réalise dans un volume de 200 pl.

Les dilutions géométriques ont été obtenues selon la procédure suivante : les puits de la
microplaque ont été remplis avec 160 pl de milieu au premier rang et les rangées restantes avec
100 pl de milieu MHB. Les huiles essentielles et 1’inoculum bactérien approprié (1,0 x 10°
UFC) ont été ajoutés en parties aliquotes de 20 pl par puits dans la premiére rangée. Le volume
final dans la premiére rangée etait de 200 pl, puis 100 ul ont été retirés et placés dans une autre
rangee, en continuant ainsi jusqu'a la fin de la plaque. En utilisant cette méethode de dilution en
série, la concentration a été réduite de moitié a chaque fois. Les microplaques ont été incubées
pendant 24 h a 37 °C. Les mémes tests ont été effectués simultanément pour le contrdle de la
croissance (MHB + Tween 80 + microorganisme) et contréle de la stérilité (MHB + Tween 80

+ Huile testée).
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Les concentrations les plus faibles sans croissance visible (en comparant la densité
optique a 600 nm de I’échantillon avec celle de contrble de la stérilité) ont été définies comme

des concentrations qui inhibaient complétement la croissance bactérienne (CMI)

Colonies transferred aseptically

Vortexing

2

24 h-old pure agar culture

N
l’ 2
\g

Turbidity adjusted spectrophotomecally to wp (1-2)'10* CFU/mL
0.08-0.12 at (625 nm)

Figure 27. Préparation d'inoculum microbien McFarland par la suspension directe de colonies,

conformément aux recommandations du CLSI (Balouiri et al., 2016).

ﬂ Sterile Mueller Hinton broth (MHB) medium
1) Dilution of 1/10

in sterile MHB 4 ==
== 2) Make 20 L of broth medium in each wel
(from 1t012)

Drug.free wells :

Preparation of drug solution Controlof grewth

Al & desired concentration 3) Transfer 160 L
In sterile distilled water,
cthavol or DMISO

‘ \
7) Incubation at 37°C for24 h ml 150 MHB

Microbial moculum
contalming 10° CFUmL \|

6) Inoculation : transfer 20
puL of inoculum in each well

Bacterial Saspession of 0.5
McFartad

Figure 28. Microdilution en bouillon pour le test antibactérien, conformément aux

recommandations du protocole CLSI (Balouiri et al., 2016).
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7. Analyses statistiques des données
Dans cette étude, trois analyses de chaque échantillon ont été effectuées et chaque
expérience a été réalisée en triple (n = 3). La valeur moyenne et I'écart type ont été calculés a
partir de données obtenues. Les données des essais biologiques ont fait I'objet d’une analyse de
variance (ANOVA) a I’aide du logiciel IBM SPSS Statistics version 22.0, suivie du test de
Tukey. Le niveau de signification a été fixé a p <0,05.
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Chapitre VI : Résultats et discussion

1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles

Les rendements, les classes chimiques et les données GC des constituants identifiés des
huiles essentielles de Teucrium polium subsp. capitatum, de Thymus algeriensis et d’Ammoides

verticillata (ou pusilla) sont présentés dans les tableaux 10, 11, 12 respectivement.

Les huiles essentielles ces plantes ont fait I'objet de nombreuses études. Selon I'origine
veégetale étudiée, les quantités des huiles essentielles ainsi que des constituants principaux
différaient notablement.

1.1. T. polium subsp. capitatum
Un rendement en huile essentielle de 0,27% (v / m) a été obtenu pour la plante T. polium
subsp. capitatum. Cette valeur appartient a I'intervalle des valeurs rapportées dans la littérature.

En effet, Antunes et al. (2004) ont rapporté un rendement inférieur de 0,15 (v/m) en
moyenne pour plusieurs populations de T. capitatum de Portugal, tandis que Kerbouche et al.
(2015) ont obtenu un rendement similaire de 0,3 % (% v/m) pour le T. polium subsp. capitatum
de la région de Lakhdaria, cependant des valeurs supérieures ont été signalés par Cozzani et al.
(2005) (0.6%), De Martino et al. 2010 (0.7%) et Djabou et al. (2012) (0.49-0.62% , m/m) pour
la méme sous-espéce. D’autres valeurs ont été rapportées pour d’autres SOus-especes comme
Teucrium polium subsp. urasiacum (1.7 %, m/m) (Kabouche et al., 2007) et Teucrium polium
L. subsp. gabesianum (0.29%) (Ben Othman et al., 2017).

Concernant la composition chimique, les données chromatographiques ont montré que
I’HE de T. polium subsp. capitatum est principalement constituée d'hydrocarbures
sesquiterpéniques et caractérisée par le germacrene D (25%) comme composant le plus
important, suivi par le B-pinéne (11,3%) et le bicyclogermacréne (10,4%). Ce profil est plus ou
moins similaire a celui de la région de Boussaada (Algérie) rapporté par Kerbouche et al.
(2015), mais trés différent de celui de la Corse rapporté par Cozzani et al. (2005) et (Djabou et
al., 2012) qui ont trouvé une composition dominée par les hydrocarbures monoterpéniques a

forte teneur en a-pinéne (28,8-24,1 %).

Menichini et al. (2009a) et De Martino et al. (2010) ont signalé le carvacrol (10,1 et 9,6%)
parmi les composants les plus abondants dans I’HE de T. polium subsp. capitatum de Gréece et
de I'Italie, en plus de B-caryphylléne (9,8 et 10,1%), torreyol (7,6 et 6.5 %) et I'oxyde de
caryophyllene (5,0%) respectivement.
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Le germacréne D constituant majeur de notre échantillon a été rapporté parmi les
constituants dominants principalement sesquiterpéniques de I’HE des parties aériennes de T.
polium subsp. capitatum prélevés en Serbie pendant la période de floraison avec une forte
teneur (31,8%), a c6té de trans-caryophyllene (8,8%) et le bicyclogermacrene (6,2%), en plus
des monoterpenes, le linalol (14,0%) et le B -pinéne (10,7%), alors que dans I’HE de la Bulgarie
caractérisée par un pourcentage élevé de monoterpenes (le B -pinéne (26,8%), a-pinene (9,3%)
et de limoneéne (6,4%)), le sesquiterpéne germacrene D ne représentait que 17,7% (Mitic et al.,
2012).

Par ailleurs, Khani et Heydarian (2014) ont identifi¢ I'a-cadinol (46,2%), I'oxyde de
caryophylléne (25,9%), 'a-muurolol épi (8,1%), le cadalene (3,7%) et la longiverbénone
(2,9%) comme étant des composés majeurs du Teucrium polium subsp. capitatum d'lran. La

composition de cette HE est completement différente de la notre.

Comme noté par Antunes et al. (2004) qui ont étudié la composition chimique des huiles
essentielles de cing populations de T. capitatum cultivées au Portugal, il existe un grand
polymorphisme dans les huiles volatiles de T. capitatum avec différences importantes
constatées concernant les principaux constituants, probablement di a des facteurs génétiques.
En fait, méme pour les plantes récoltées au méme stade de développement et dans des localités
trés proches présentant des caractéristiques écologiques similaires, les huiles différent

notamment.

Généralement, les HEs des especes Teucrium sont principalement constituées
d'hydrocarbures sesquiterpéniques et / ou de sesquiterpénes oxygénés et se caractérisent par un
polymorphisme chimique (Kerbouche, et al., 2015 ; Antunes et al., 2004 ; VVelasco-Negueruela
et Pérez-Alonso, 1990 ; Hachicha et al., 2007 ; Kabouche et al., 2006 ; Baher et Mirza, 2003).

Dans ce sens, Sadeghi et al. (2014) ont étudié la variabilité dans la composition chimique
de I'huile essentielle de Teucrium polium L. de différentes populations latitudinales dans quatre
sites et rapporté que le rapport sesquiterpene / monoterpene des plantes récoltées a la haute
altitude était plus élevé que celui recueilli a la basse altitude. Il semble que I'augmentation de

la latitude a tendance a produire plus de sesquiterpenes et moins de monoterpenes.
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Tableau 10. Composition chimique (%) de I’huile essentielle de Teucrium polium subsp.

capitatum
N°  Composé 2 IRP % Identification ©
1 a-Thujene 930 0.1 RI-MS
2 a-Pinene 937 3.3 RI-MS-St
3 Camphene 951 0.1 RI-MS
4 Verbenene 965 t RI-MS-St
5 Sabinene 973 0.1 RI1-MS-St
6 B-Pinene 977 11.3 RI-MS-St
7 -Myrcene 990 1.7 RI-MS-St
8 a-Phellandrene 1004 t RI-MS-St
9 a-Terpinene 1017 0.1 RI-MS-St
10 p-Cymene 1024 1.1 RI-MS-St
11 Limonene 1030 4.0 RI-MS-St
12 cis-p-Ocimene 1038 0.1 RI-MS-St
13 trans-p-Ocimene 1048 0.3 RI-MS-St
14 y-Terpinene 1060 0.8 RI-MS-St
15 a-Terpinolene 1087 0.1 RI-MS-St
16 a-Campholenaldehyde 1124 0.1 RI-MS-St
17 Pinocarveol 1140 0.2 RI-MS
18 Pinocarvone 1162 0.3 RI-MS
19 Myrtenal 1193 0.5 RI-MS-St
20 Carvone 1242 0.1 RI-MS-St
21 Bornyl acetate 1285 0.1 RI-MS-St
22 2-Undecanone 1293 0.1 RI-MS
23 o-Cubebene 1351 0.1 RI-MS
24 a-Copaene 1376 0.1 RI-MS-St
25 3-Bourbonene 1384 1.1 RI-MS
26 B-Cubebene 1388 t RI-MS
27 [3-Caryophyllene 1419 0.5 RI-MS-St
28 B-Gurjunene 1432 0.2 RI-MS
29  Aromadendrene 1440 0.2 RI-MS
30  a-Humulene 1454 0.2 RI-MS
31  Alloaromadendrene 1461 0.3 RI-MS
32 v-Muurolene 1477 0.4 RI-MS
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33 Germacrene D 1481 25.0 RI-MS-St
34  B-Selinene 1486 0.3 RI-MS
35 epi-Bicyclosequiphellandrene 1488 0.2 RI-MS
36 Bicyclogermacrene 1495 10.4 RI-MS
37 a-Muurolene 1498 0.3 RI-MS
38  trans-B-Guaiene 1499 0.3 RI-MS
39 y-Cadinene 1513 0.6 RI-MS-St
40 d-Cadinene 1524 2.2 RI-MS-St
41 Cadina-1,4-diene 1531 0.2 RI-MS
42 a-Cadinene 1535 0.1 RI-MS
43 a-Calacorene 1542 0.2 RI-MS
44 1,5-Epoxysalvial-4(14)-ene 1544 0.3 RI-MS
45 Spathulenol 1576 5.8 RI-MS-St
46 Salvial-4-(14)-en-1-one 1593 0.7 RI-MS
47  t-Cadinol 1635 3.5 RI-MS
48  o-Cadinol 1653 2.6 RI-MS
49 Cadalene 1672 0.5 RI-MS
50 Hexahydrofarnesyl acetone 1845 0.9 RI-MS

Composés identifiés (%) 81.7

Hydrocarbures monoterpenes 23.1

Monoterpénes 0Xygénés 1.3

Hydrocarbures sesquiterpénes 43.7

Sesquiterpenes oxygénés 13.5

Autres 0.1

a Composeés énumérés dans l'ordre d'élution de la colonne HP5MS

b Indices de rétention calculés par rapport aux n-alcanes C6 — C19

c Identification

St, comparaison avec le composeé authentique (standard)

MS : comparaison des spectres de masse avec ceux des bibliotheques MS et de la bibliographie
IR : comparaison de l'indice de rétention avec ceux de la littérature

principaux composants en gras

t = trace (<0,05%)
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Figure 29. Chromatogramme GC-MS (agrandi) de I’huile essentielle de Teucrium polium
subsp. capitatum. Les numéros sur les pics correspondent au numéros d’odre des composés du
tableau 10)

1.2. Thymus algeriensis
Le rendement obtenu en huile essentielle de T. algeriensis est de 2.67% (v/m). Cette
valeur est supérieure a celles rapportés par d'autres auteurs, qui varient entre 1.45 et 2.5%.
(Chemat et al., 2012 (1.45%); Ben EIl Hadj Ali et al., 2015 (1.52-2.02%), Ait-Ouazzou et al.,
2011 (2.2%) et Giweli et al., 2013 (2,5%)) .

Quant a la composition chimique, I'HE du T. algeriensis était dominée par les
hydrocarbures monoterpéniques (43,8%) et les monoterpenes oxygenés (45,5%) ou le carvacrol
(43,2%) suivi de son précurseur biosynthétique p-cymene (18,7%) et de y-terpinene (14,8%)
représentaient les constituants principaux. Cette composition est en accord avec celle d'un
échantillon de la région de Chlef (ouest de I'Algérie) réecemment rapporté par Kaouache et al.
(2017).
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Les autres compositions chimiques de cette espéce de thym trouvées dans la littérature
concernant différents pays (Libye, Algérie, Tunisie et Maroc) sont caractérisées par des
chémotypes différents et une grande variabilité (Giweli et al., 2013 ; Chemat et al., 2012 ; Ben
El Hadj Ali et al., 2010 ; Ben Hadj Ali et al., 2015 ; Ait-Ouazzou et al., 2011 ; Kaouache et al.,
2017 ; Amarti et al., 2010 ; Salhi et al., 2016 ; El-Ouariachi et al., 2014).

Ainsi, I’huile essentielle de T. algeriensis de la Libye était caractérisée par un pourcentage
élevé de thymol (36,8-38,50%) comme compose principal (Giweli et al., 2013), tandis que
Aboutabl et EI-dahmy (1995) ont déclaré que le thymol (36,8%) et le myrcene (20,2%) étaient

les principaux composants.

En outre, il a été rapporté que le principal composé des huiles essentielles de T. algeriensis
collectées a deux endroits différents au Maroc était le carvacrol (80,40% et 49,3%) (Jaafari et
al., 2007). Cependant, dans 2 études réalisées sur I'huile essentielle de cette espéce cultivée au
Maroc, I’une a montré que les principaux composés étaient le camphre (27,7%) et 1'a-pinene
(20,5%) (Amarti et al., 2010), alors que 1’autre était dominée par le bornéol (18,3%), suivi du
campheéne a (11,8%), du camphre (10%) et du myrcéne (8,6%) (El-Ouariachi et al., 2014).

Contrairement aux autres T. algeriensis, les chémotypes tunisiens sont connus par
I’absence du thymol et du carvacrol. Ainsi, Les feuilles étaient caractérisées par des niveaux
élevés de R-pinene (19,5%), de 1,8-cinéole (11,6%) et de camphre (10,4%) (Ben Hadj Ali et
al., 2015). Tandis que, I'nuile essentielle des feuilles et fleurs fraiches était dominée par le
camphre (7,82%), le 4-terpinéol (7,36%), le B-pinene (6,75%), le 1,8-cinéole (5,54%) et le cis-
sabinene hydraté (5,29%) (Zouari et al., 2011).

L’HE T. algeriensis montre un grand polymorphisme chimique méme dans des
échantillons prélevés dans la méme localité, comme indiqué par Hazzit et al. (2009). Cette
caractéristique semble étre commune a toutes les huiles essentielles de Thymus spp. (Naghdi-
Badi et al., 2004) et sont fréquemment attribués a 1’origine, aux conditions environnementales
et au stade de développement et / ou au moment de la récolte (saison) du matériel végétal
(Markovi¢, 2011).

Bien que le T. algeriensis soit I’une des especes de thymus les plus rares, divers auteurs
ont déja témoigné de la présence de différents chémotypes de I’HE, tels que le thymol (Hazzit
et al., 2009), le linalol, le carvacrol, I'acétate de géranyl et I'acétate de terpinyle (Hazzit et al.,
2009), les deux premiers étant les plus courants. Le profilage chimique de notre échantillon de

I’huile essentielle de T. algeriensis a révélé qu’il appartenait au chémotype carvacrol.
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Tableau 11. Composition chimique (%) de I’huile essentielle de Thymus algeriensis

N° Composé IR % Identification
1 Methyl-2-methylbutyrate 773 0.1 RI-MS
2 3-Heptanone 886 T RI-MS
3 Tricyclene 924 T RI-MS
4 a-Thujene 930 0.5 RI-MS
5 a-Pinene 937 2.2 RI-MS-St
6 Camphene 951 0.2 RI-MS-St
7 Verbenene T RI-MS-St
8 Sabinene 973 T RI-MS-St
9 B-Pinene 977 0.3 RI-MS-St
10  1-Octen-3-ol 980 0.3 RI-MS
11 3-Octanone 985 0.2 RI-MS
12 B-Myrcene 990 3.0 RI-MS-St
13 3-Octanol 993 0.1 RI-MS
14 &-2-Carene 1002 T RI-MS-St
15 a-Phellandrene 1004 0.3 RI-MS-St
16 6-3-Carene 1011 0.1 RI-MS-St
17 a-Terpinene 1017 2.9 RI-MS-St
18  p-Cymene 1024 18.7 RI-MS-St
19 Limonene 1030 1.8 RI-MS-St
20 1,8-Cineole 1032 0.1 RI-MS-St
21 trans-B-Ocimene 1038 0.1 RI-MS-St
22 y-Terpinene 1060 14.8 RI-MS-St
23 cis-Linalool oxide 1074 T RI-MS
24 1-Nonen-3-ol 1085 0.2 RI-MS
25 a-Terpinolene 1087 0.3 RI-MS-St
26 p-Cymenene 1089 T RI-MS-St
27 Linalool 1099 2.4 RI-MS-St
28 Pinocarveol 1139 T RI-MS
29 Camphor 1144 T RI-MS

30 Borneol 1166 0.3 RI-MS-St

31 4-Terpineol 1177 0.4 RI-MS-St

32 p-Cymen-8-ol 1184 0.1 RI-MS-St

33 a-Terpineol 1189 0.1 RI-MS-St
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Figure 30. Chromatogramme GC-MS (agrandi) de I’huile essentielle de Thymus algeriensis

(les numéros sur les pics correspondent aux numéros d’ordre des constituants de 1’huile du

tableau 11).

1.3. Ammoides verticillata
Le rendement obtenu en HE d’Ammoides verticillata (ou pussilla) (2,58%, v/m) est plus
ou moins important ou similaire comparativement a ceux des études réalisées sur cette plante :
Laouer et al. (2003) (0,36%) ; El-Ouariachi et al. (2011) (2%, m/m) ; Tefiani et al.
(2015) (2,9%, v/m) ; Tefiani et al. (2016) (1,1-3,6%, v/m) ; Attou et al. (2017) (2,58%, m/m).

Concernant la composition chimique de I’'HE de cette plante, 26 composés ont été
identifiés représentant 97,7% des composés totaux. Cette HE était dominée par les
hydrocarbures monoterpéniques (40,2%) et les monoterpénes oxygénés (57,3%). Le thymol
(43.3%), le carvacrol (12.0 %) et leur précurseur biosynthétique p-cymene (14.6%), en plus du

limonene (11.0 %), et du y-terpinene (9.9 %) ont été identifiés comme composés majeurs.

Cette composition peut représenter un chémotype car il différe de celle des autres régions
d’Algérie par la présence du carvacrol. En fait, I'huile essentielle des parties aériennes (feuilles
et fleurs) d’Ammoides pusilla de la région d'Ouled Faid de la province de Sétif (région est) se
caractérisait par le thymol (44,5%), théroléne (32,9%) et le p-cymene (13,5%) comme
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composants majeurs (Laouer et al., 2003). Cependant, pour celle de la région de Zeddigua,
province de Tlemcen, l'alcool de cumin (44%), le p-cyméne (18%), le limonéne (14%), le
thymol (11%) et le y-terpinéne (7%) prédominaient (Tefiani et al., 2015).

Récemment, Tefiani et al. (2016) ont étudié la composition des huiles essentielles des
feuilles et des fleurs et ils ont trouvé que les monoterpénes oxygeneés (54-77%) dominaient dans
toutes les HE de feuilles d'A. pusilla, sauf une, et deux HE de fleurs (53% dans les deux cas).
Le thymol dominait pratiquement toutes les HE des feuilles et des fleurs, mais I'alcool de cumin,
le p-cyméne et le limonene ont également atteint des pourcentages relativement élevés chez

certains HE.

De leur part, Attou et al. (2017) ont trouvé un profil de 1’huile de I’Ammoides verticillata
de l'ouest de I'Algérie qui est seulement différent du ndtre par sa teneur plus importante en p-
cymene et absence du carvacrol, avec le thymol comme composant majeur (45,77%), suivi de
p-cyméne (20,19%), limonéne (15,70%) et y-terpinéne (8,42%). Cette différence peut
s’expliquer par la synthése de carvacrol a partir de son précurseur biosynthétique p-cyméne du

au stade de developpement.

Dans ce sens, Mikio et Taeko (1962) et Yamaura et al. (1992) ont suggéré que la voie de
la biosynthese du thymol comprend: - le terpinene est le composant impliqué dans le processus
d'aromatisation qui conduit a la formation de p-cymeéne, précurseur de dérivés éventuellement
oxygeénés, de thymol ou de carvacrol (Fig.31). lls supposaient que la séquence dans ce processus
était la suivante : terpinéne, p-cymene, thymol ou carvacrol. Nos résultats sont en accord avec
Ozguven et Tansi (1998) et Alizadeh et al. (2013) qui ont démontré que la teneur maximale en
thymol était observée au stade de la floraison, puis diminué au stade post-floraison.

Par ailleurs, pour I’Ammoides pusilla de la Tunisie, la composition de I’huile essentielle
des feuilles, des fleurs et des parties aériennes étaient caractérisée par le thymol (39,6% et
33,05%), le y-terpinéne (28,97% et 28,19%) et le p-cyméne (13,69% et 15,31%) et du thymol
méthyléther (7,33% et 8,91%) comme composants principaux respectivement (Souhaiel et al.,
2017). Inversement, I'huile esssentielle du Maroc était caractérisée par des teneurs élevées en
carvacrol (44,6%) et tres faibles en thymol (3,4%). Les autres principaux composants étaient le
limonéne (18,4%), le g-terpinene (9,5%), le p-cymene (9,4%) (El-Ouariachi et al., 2011).
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Tableau 12. Composition chimique (%) de I’huile essentielle d’Ammoides verticillata

N°  Composé RI % Identification
1 a-Thujene 930 0.2 RI-MS
2 a-Pinene 937 11 RI-MS-St
3 Camphene 951 T RI-MS-St
4 Sabinene 973 0.2 RI-MS-St
5 B-Pinene 977 0.3 RI-MS-St
6 B-Myrcene 990 0.6 RI-MS-St
7 6-2-Carene 1000 0.1 RI-MS-St
8 a-Phellandrene 1004 0.1 RI-MS-St
9 6-3-Carene 1011 T RI-MS-St
10 a-Terpinene 1017 0.7 RI-MS-St
11 p-Cymene 1024 14.6 RI-MS-St
12 Limonene 1030 11.0 RI-MS-St
13 1,8-Cineole 1032 0.3 RI-MS-St
14 y-Terpinene 1060 9.9 RI-MS-St
15  cis-Sabinene Hydrate 0.1 RI-MS
16  Terpinolene 1087 0.3 RI-MS-St
17 p-Cymenene 1089 T RI-MS
18  4-Terpineol 1177 0.6 RI-MS-St
19  Thymol methyl ether 1235 0.8 RI-MS-St
20  Carvacrol methyl ether 1240 0.2 RI-MS-St
21 Thymol 1291 43.3 RI-MS-St
22 Carvacrol 1300 12.0 RI-MS-St
23 [-Caryophyllene 1419 T RI-MS-St
24 y-Muurolene 1477 T RI-MS
25 Germacrene D 1481 T RI-MS-St
26 y-Cadinene 1513 T RI-MS-St
27  5-Cadinene 1524 T RI-MS-St

Composés identifiés (%) 96,4

Hydrocarbures monoterpenes 55,3

Monoterpénes oxygénés 34,5

Hydrocarbures sesquiterpénes 3,9

Sesquiterpenes oxygénés 0,5

Autres 0,2

95



Chapitre VI : Résultats et discussion

Ahundance 112 14 1
4000000 7
35000001
2
3000000
2500000 a2
2000000 14
10
1500000
15
1000000
13
1 . ? 16
5000004 20
|
Time—= 10.00 12.00 14.00 16.00 12.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 22.00

Figure 31. Chromatogramme GC-MS (agrandi) de I’huile essentielle d’Ammoides verticillata.

Les numeéros sur les pics correspondent aux numéros d’ordres des composés du tableau 12.
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Figure 32. Schéma de biosynthése de carvacrol et de thymol (Mikio et Taeko, 1962).
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Bien que les métabolites secondaires des plantes médicinales et aromatiques soient
controlés de maniere conventionnelle par leurs génotypes, leur biosynthese est également
fortement influencée par des facteurs environnementaux. Cela signifie que des facteurs
environnementaux biotiques et abiotiques affectent les parameétres de croissance, le rendement

en huile essentielle et les constituants de ces huiles (Wang et al., 2008 ; VVerma et Shukla, 2015).

Le modéle de composition de I’huile essentielle, la concentration de composants
individuels et le rendement en HE dépendent de nombreux facteurs intrinséques et extrinséques.
Les conditions internes de la plante comprennent la génétique (espece, écotype et chémotype),
la population végétale, I’origine de la plante, le type de partie de la plante, son stade de
développement ou la période d’échantillonnage saisonnier, la voie physiologique et
biochimique et la physiologie de la plante entiere; I'état de développement des tissus
synthétiques et des processus métaboliques est particulierement significatif. Les facteurs
externes incluent les facteurs environnementaux (climat et conditions de I'habitat, date de semis
et variations des engrais), les conditions de culture (techniques agricoles) (température,
humidité, rayonnement, vent, propriétés du sol, lieu géographique, temps et méthodes de
récolte) et techniques post-récolte (méthodes de séchage et extraction, temps de distillation,
méthodes de quantification et conditions d'analyse) (Yatagai et al., 1995 ; Wang et al., 2008 ;
Figueiredo et al., 2008 ; Moghaddam et al., 2015 ; Yuan et al., 2016 ; Rehman et al., 2016 ;
Moghaddam et Mehdizadeh, 2017).

Les changements climatiques au cours des saisons (température, humidité, rayonnement
UV-B, CO. atmosphérique, etc.) ont un impact significatif sur la synthese des terpenes. Les
effets climatiques pourraient étre directement influencés par I'activité de plusieurs enzymes,
telles que l'isopentényl diphosphate isomérase et les prényltransférases, catalysant la synthése
de nombreux terpenes, ou indirectement par la régulation négative ou la dégradation du
métabolisme primaire et, par conséquent, l'insuffisance de métabolites photosynthétiques
impliqués dans la voie de biosynthése des terpenes. Ainsi, le changement des voies
biochimiques des plantes et des processus physiologiques en fonction du temps de recolte
pourrait reduire ou provoquer la synthese de differents composés terpéniques ayant des
conséquences importantes sur la protection des plantes contre les contraintes

environnementales (Rahali et al., 2017).
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2. Détermination de la teneur et profil en composés phénoliques
2.1. Teneur en polyphénols et flavonoides totaux
Les composés phenoligues sont des métabolites secondaires largement distribués dans les

plantes comestibles et non comestibles. Ces composes ont recu une attention considérable en
raison de leur activité antioxydante et de leurs capacités de piégeage des radicaux libres. Ils
peuvent étre extraits par différents solvants et méthodes. Les flavonoides, I'un des groupes
naturels les plus divers et les plus répandus, sont probablement les plus importants phénols
naturels et leurs teneurs sont en corrélation avec la capacité antioxydante (Prasad et al., 2009 ;
Tung et al., 2009).

Les valeurs des teneurs en composés phénoliques totaux (CPT) et en flavonoides totaux
(FT) des extraits éthanoliques de T. algeriensis, de T. polium et d’Ammoides verticillata sont

présentées dans le tableau 12.

Tableau 13. Rendement, teneur en composés phénoliques totaux (CPT) et en flavonoides
totaux (FT)

. Polyphénols totaux Flavonoides totaux
Espéce Rendement (%)
(mg EAG/g MS) (mg EQ/g MS)
T. algeriensis 29,06 170,46 + 1,35° 45,12 +0,93°
T. polium 26,88 108,60 + 1,62° 25,33 £ 0,29¢
A. verticillata 36,69 170,28 + 1,452 67,79 £ 1,342

Les seules études trouvées dans la littérature concernant les extraits éthanoliques non
volatils de T. algeriensis en Algérie montrent que la quantité de CPT (170,46 mg EAG / g
extrait) est inférieure a celle rapportée pour le T. algeriensis tunisien (240,32 mg EAG / g
d’extrait) (Megdiche-ksouri et al., 2015) et plus élevé que celui du sud de I'Algérie (18,73 mg
de EAG / g d'extrait) (Bakchiche et al., 2013).

Inversement, en comparaison avec le T. algeriensis de Tunisie, les FT étaient plus élevés
dans notre échantillon de thymus (45,12 vs 15 mg EQ / g d’extrait). En revanche, les composés
phénoliques totaux et les flavonoides étaient en quantités proches avec ceux de T. vulgaris turc
(170,46 contre 158 mg EAG / g d'extrait et 45,12 contre 44,2 EQ / g d'extrait, respectivement)
(Koksal et al., 2017).
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Quelques autres valeurs relatives a d'autres especes de Thymus peuvent étre trouvées
dans la littérature, montrant une grande variabilité dans les teneurs de ces composés
phénoliques (Nickavar et Esbati, 2012 ; Roby et al., 2013 ; Labiad et al., 2017).

Quant a I’extrait éthanolique d’Ammoides verticillata, il a la méme teneur en CPT que
celui du Thymus algeriensis (170,28 vs 170,46 mg EAG / g d'extrait) mais une teneur plus
importante en flavonoides (67,79 vs 45,12 mg EQ / g d’extrait) (P<0,05).

Comparativement aux seules valeurs rapportées dans la littérature pour cette plante, la
teneur en composes phénoliques totaux dans notre échantillon est plus faible que celle des
extraits de I'éther diéthylique et de I'acétate d'éthyle I’Ammoides verticillata du Maroc (170
contre 251 et 343 mg EAC / g d’extrait. mais plus riche ou d’une méme richesse en flavonoides
(67,79 £ 1,34 vs 27 £ 2 et 73 £ 4 mg EQ / g) respectivement (EI-Ouariachi et al., 2011). Cette
différence de valeurs des teneurs en composés phénoliques pourrait étre expliquée par le type
du standard utilisé dans le dosage (acide cafféique vs acide gallique dans cette étude).

En ce qui concerne I'extrait de T. polium subsp capitatum, les teneurs en composés
phénoliques totaux et en flavonoides (CPT et FT) étaient toutes les deux plus petites que celles
de T. algeriensis et d’Ammoides verticillata avec des teneurs de 108,60 + 1,62 et 25,33 + 0,29

mg/g respectivement.

. Les valeurs enregistrées pour notre échantillon étaient également inférieures a celles
rapportées pour d’autres échantillons de T. polium (Abdollahi et al., 2003 ; Al Bahiti et al.,
2012 ; Ghara et al., 2016). Par contre, ces valeurs appartiennent a I’intervalle de valeurs
rapportées par Stankovic et al. (2012) qui ont évalué le contenu phénolique de vingt extraits
différents de la plante entiére et de ses parties (feuilles, fleurs et tiges) de Teucrium polium
subsp. polium obtenus a l'aide de cing solvants différents (eau, méthanol, acétate d'éthyle,
acétone et éther de pétrole). Ils ont trouvé que la teneur totale en composés phénoliques variait
entre 14,57 et 157,84 mg de EAG / g d'extrait, et celle des flavonoides variaient de 6,48 a 139,87
mg de ERu/ g d'extrait.

Il est intéressant de noter que malgré la méme teneur en composés phénoliques des
extraits de Thymus algeriensis et Ammoides verticillata, leurs taux d’extraction sont différents
(29,06 vs 36,69 mg/g EAG). En fait, Hinneburg et al. (2006) ont trouvé aucune association
significative n'a été détectée entre les rendements d'extraction et les phénols totaux provenant

d'herbes et d'épices culinaires sélectionnées. En outre, Albano et al. (2012) ont suggéré que les
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plantes ayant de bons extraits de rendement mais des phénols totaux faibles peuvent contenir

des composés non phénoliques solubles dans I'eau en quantités relativement élevées.

Par ailleurs, I'analyse des composés phénoliques totaux peut étre affectée par le traitement
des échantillons, la méthode et le solvant utilisés dans I'extraction, la qualité des standards,
aussi bien que les caractéristiques specifiques de chaque espece et la sous-espéce des plantes
(Bohn et al., 2015).

En effet, Dambolena et al. (2010) ont conclu que les variables climatiques (R2=0,70 ; p
= 8,3 x 10°) peuvent expliquer 70% de la variabilité de la teneur en phénols totaux et de
I'activité de piégeage des radicaux libres, la température étant la variable climatique la plus

importante.

Ces facteurs peuvent expliquer les différences observées entre les teneurs phénoliques
des extraits analysés en cette étude et les valeurs identifiées dans la littérature pour ces plantes.
En dépit de ces différences, les résultats indiquent que ces plantes sont des sources importantes

des composés phénoliques.

2.2. Profilage chromatographique des composés phénoliques des extraits éthanoliques
Le profilage chimique par HPLC-DAD-UV des extraits de plantes étudiés a permis

d’identifier plusieurs composeés acides phénoliques, flavonoides et leurs glycosides.

Les composés identifiés sont montrés dans le tableau 14. Les pourcentages donnés a
chaque composé représentent son pourcentage dans le total des composes identifiés dans la

méme longueur d’onde ou elle représente son absorption maximale.

Les composés non identifiés représentent soit des composés non phénoliques contenus
dans les extraits comme les protéines, sucres ou autres soit des composes phénoliques qui n’ont

pas pu étre identifiés dii a ’absence du standard d’identification correspondant.
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Tableau 14. Composition chimique (%) des extraits éthanoliques des plantes étudiées

N° Composé T. polium subsp T. algeriensis A. verticillata
capitatum

1 Acide gallique - 0,15 0,24

2 Acide tannique - - 0,20

3 Résorcinol — 1,60 -

4 Catéchine — 0,41 -

5 Catéchol — 0,33 -

6 Esculétine — 4,53 -

7 Acide caféique 3,54 0,53 2,09

8 1,2 dihydroxybenzene - 2,11 -

9 Rutine — 8,69 1,34

10 Acide n-hydroxycinnamique 40,17 - -

11 Lutéoline 7-O-glucoside 6,89 1,96 36,91

12 Acide férulique 4,10 - -

13 Non identifié — 51,09 -

14 Acide 2-méthoxybenzoique — -

15 Acide 3-hydroxy-4- 4,28 — 8,38
méthoxycinnamique

16 Naringinine 7-O-glucoside - 6,18 -

17 Acide 3-méthoxybenzoique - 1,02 15,03

18 Acide 3,4,5 tri-méthoxy 1,13 - -
cinnamique

19 Lutéoline 2,11 — 2,22

20 Apéginine 5,60 1,26 0,13

21 Acide trans-di-méthoxy- - 1,08 -

cinnamique
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2.2.1. Profil phénolique de I’extrait de Teucrium polium subsp capitatum
8 composés phénoliques ont été identifiés dans 1’extrait éthanolique de Teucrium polium
subsp. capitatum, dont 5 acides phénoliques (acide caféique, acide n-hydroxy cinnamique,
acide férulique, acide 3 hydroxy 4 méthoxy cinnamique et acide 3,4,5 tri-méthoxy-trans
cinnamique) et 3 flavonoides (lutéoline 7-O-glucoside, lutéoline et apégenine). L’acide n-
hydroxycinnamique représente le composé prédominant (40,17%).

Plusieurs auteurs ont signalé la présence de ces composés dans les différents extraits de
T. polium comme I'acide férulique et I'acide caféique (Djeridane et al., 2007), la lutéoline et,
I’apégenine (Sharififar et al., 2009 ; Goulas et al., 2012), la lutéoline 7-O-glucoside (De Marino
et al., 2012), la lutéoline et 1’apégenine (Pacifico et al., 2012). L’un des pics non identifiés
pourrait représenter le poliumoside, ester de I’acide caféique, est un marqueur chimique

specifique de la section polium (Andary et al., 1988 ; El Oualidi et al., 1996).

Le chromatogramme HPLC-DAD-UV des composeés phénoliques de I’extrait de T.

polium subsp capitatum est présenté sur la figure 33.
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Figure 33. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 355nm de 1’extrait de Teucrium polium subsp
capitatum (Les numeéros sur les pics correspondent aux numéros d’odre des composés du
tableau 14).
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2.2.2.  Profil phénolique de I’extrait de Thymus algeriensis

Au total, 13 composés phénoliques ont été identifiés dans I’extrait de Thymus algeriensis,
représentés par 3 acides phénoliques (acide gallique, acide caféique, acide trans-di-méthoxy
cinnamique), 6 flavonoides (catéchine, lutéoline 7-O-glucoside, naringénine 7-O-glucoside,
esculétine, rutine et apigénine) et 2 benzénediols (résorcinol et catéchol). D'autres composés
moins importants et non identifiés présentaient des spectres UV ressemblant & ceux des acides
hydroxycinnamiques (3,4,5 triméthoxycinnamique, trans-cinnamique) et des dérivés

flavonoides comme la quecétine.

Le chromatogramme HPLC-DAD-UV des composés phénoliques de I’extrait de T.

algeriensis est présenté sur la figure 34.
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Figure 34. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 355nm de I’extrait de Thymus algeriensis

(Les numéros sur les pics correspondent aux numeros d’odre des composés du tableau 14)

Le composé majoritaire non identifié serait 1’acide rosmarinique (51,09%) qui a été
signalé par plusieurs auteurs comme compose predominant dans les espéces de thymus : T.

vulgaris (Zheng et Wang, 2001), T. citriodorus (Pereira et al., 2013), T. sipyleus (Gokbulut,
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2015), T. serpyllum (Sonmezdag et al., 2016). Cette hypothése est confirmée par 1’étude de
Ziani et al. (2018) sur le T. algeriensis.

Autres composes identifiés ont été déja rapportés par Boutaoui et al. (2018) pour le

Thymus algeriensis Tunisien comme I’acide gallique, la catéchine, la rutine et la naringénine.

La présence d'acides caféique et rosmarinique, de lutéoline et d'apigénine, a été observé
précédemment dans d'autres Thymus spp. (Kulisi¢ et al., 2006 ; Ozgen et al., 2011 ; Gokbulut,
2015).

De plus, le lutéoline 7-O-glucoside a été identifié les feuilles et thym sauvage (T.
serpyllum Boiss.) (Zheng et Wang, 2001 ; Miron et al., 2011 ; Sonmezdag et al., 2016).

Boros et al., (2010) ont caractérisé le motif polyphénolique de cing espéces de thymus
hongrois indigenes (T. glabrescens Willd., T. pannonicus All., T. praecox Opiz, T. pulegioides
L. et T. serpyllum L.) et signalé que le composé dominant était I'acide rosmarinique, compris
entre 83,49 pg/g et 1,436 mg/g. Autres acides phénoliques (acide férulique, acide caféique et
ses autres dérivés, acide chlorogénique et acides p-coumariques) présents chez toutes les
espéces de thymus examinées, ainsi que les flavanones : naringénine, ériodictyol et
dihydroquercétine; flavones: apigénine et apigénine-7-glucoside ; flavonols : quercétine et
rutine. 1ls ont suggére que le motif polyphénolique s’est révélé étre un outil chimiotaxonomique

supplémentaire utile aux fins de la classification et de la détermination de la localité d'origine.

2.2.3.  Profil phénolique de I’extrait d’Ammoides verticillata

Pour I’extrait d’Ammoides verticllata, nous avons pu identifier 9 composés dont 6 acides
phénoliques (acide gallique, acide tannique, acide caféique, acide 3 hydroxy 4méthoxy
cinnamique, acide férulique) et 4 flavonoides (rutine, lutéoline 7-O-glucoside, lutéoline,
apéginine). Le lutéoline 7-O-glucoside a été identifié comme composé majoritaire (36,91%)
suivi de I’acide 3-méthoxybenzoique (15,03%).

Le chromatogramme HPLC-DAD des composés phénoliques de I’extrait de I’A.

verticilallata est présente sur la figure 35.
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Figure 35. Chromatogramme HPLC-DAD-UV a 355nm de ’extrait d’Ammoides verticillata

(Les numéros sur les pics correspondent aux numéros d’odre des composés du tableau 14)

Plusieurs auteurs ont identifié ces composés dans le genre Ammoides. Saleh et al. (1983)

ont signalé le lutéoline 7-O-glucoside chez un A. pussila égyptien.

Bousetla et al. (2005) ont isolé 1’apigénine 7-O-glucoside en plus de quercétine 3-O-b-
glucoside et lutéoline 7-O-a-L-rhamnosyl-(1-6)-b-D-glucopyranoside a partir d’Ammoides

atlantica espéce endémique algérienne.

En plus de ces 2 composés 1’apigénine 7-O-glucoside et le lutéoline 7-O-glucoside,
Laouaar et al. (2008) ont isolé et identifié 2 autres flavonoides a partir des parties aériennes

d’Ammoides atlantica (Coss. et Dur.) Wolf : I'apigénine ; lutéoline.

Neéanmoins, a la connaissance de ’auteur, la composition phénolique individuelle de
d’Ammoides verticillata n’avait pas été rapportée auparavant. L’un des composés importants

non identifié serait 1’apigénine 7-O-glucoside.
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3. Etude de P’activité anti-cholinestérasique
L'inhibition de la cholinestérase est devenue une approche clinique largement utilisée
pour traiter les symptdmes de la MA. De nombreuses substances phytochimiques ont démontré
une activité inhibitrice de I'AChE et pourraient donc étre bénéfiques dans le traitement de

troubles neurodégénératifs tels que la MA (Dastmalchi et al., 2007).

De plus, une grande quantité de preuves démontre que le stress oxydatif est intimement
impliqué dans les maladies neurodégénératives liées a I'age. Il y a eu un grand nombre d'études
qui ont examiné les avantages des antioxydants pour réduire ou bloquer les neurones la mort

survenant dans la physiopathologie de ces troubles (Ramassamy, 2006).

Dans la mesure ou notre étude bibliographique est aussi certaine, il n’existe aucune étude
concernant I’activité anti-ChE chez les especes étudiées. Par conséquent, cette étude est la
premiere. Les résultats pour l'inhibition de ’acétyl (butyryl) cholinestérase par les extraits et
les HEs exprimés en termes de pourcentage d'inhibition et d’ICsg sont montrés sur les figures

36, 37 et le tableau 15 respectivement.

Tableau 15. Effet inhibiteur des huiles essentielles et des extraits éthanoliques sur BChE et

AChE exprimé en ICso (g / ml)

Echantillons BChE AChE
T. algeriensis EE 214,76 £ 2,18° Nd

HE 124,09 + 2,84° 98,84 +1,81°
T. polium EE Nd Nd

HE 89,71 +0,41° 261,97 £1,70°
A. vertcillata EE Nd Nd

HE 188,90 + 2,87¢ 201,43 +2,73¢
Galanthamine - 34.75 + 1.99° 6.27 £ 1.15%

Les valeurs dans la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes par le test a
plages multiples de Tukey (p <0,05)

Nd : non disponible dans la gamme des concentrations testées
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Figure 36. Activité d’inhibition de 1’acétylcholinestérase (AChE) exprimée en pourcentages
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Figure 37. Activité d’inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE) exprimée en pourcentages
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Tous les échantillons testés ont montré une certaine activité inhibitrice vis-a-vis de
I'acétylcholinestérase (Fig. 36) et de la butyrylcholinestérase (Fig. 37) de maniere dose-
dépendante (P<0,05) mais ils étaient moins actifs que le standard (galantamine, 1C50=6.27 *
1.15 et 34.75 = 1.99 pg/ml respectivement).

Les huiles essentielles ont montré de meilleures activités que les extraits. Cette tendance
est en accord avec les résultats rapportés par Mata et al. (2007) qui ont étudié les huiles
essentielles et les extraits éthanoliques de cing plantes utilisées comme épices portugaises et
ont trouve que toutes les HE ont eu une meilleure activité AChE que les EE. De plus, parmi les
plantes étudiées, le Thymus serpyllum riche en carvacrol dont I'HE était moins active que celle
d'un Rosmarinus officinalis riche en verbénone. En outre, I'huile essentielle de Teucrium polium
riche en hydrocarbures monoterpéniques et sesquiterpéniques était plus active que I'EE riche

en composés phénoliques.

La meilleure activité inhibitrice de I’AChE a été obtenue avec I’HE de T. algeriensis qui
présentait une ICso de 98,84 + 1,81 pg/ml, étant deux fois plus importante que celle d’Ammoides
verticillata avec une ICso de 201,43 + 2,73 pg/ml. L’HE de T. polium subsp capitatum s’est
révélé 1’échantillon le moins actif (ICso de 261,97 £ 1,70 ug/ml).

Une activité similaire a celle de I’'HE de T. polium subsp capitatum a été rapportée par
Tel et al. (2010) pour I'huile essentielle de Salvia chionantha Boiss dont les principaux
composés étaient le germacréne D (25,03%), le b-caryophylléne (8,71%), le spathulénol
(5,86%) et l'a-humuléne (4,82%) qui présentait une activité inhibitrice modérée de
I'acétylcholinestérase (56,7 + 1,9%) a une concentration de 500 pg / ml.

Cependant, inversement a l'activité anti-AChE, I'huile de T. polium subsp capitatum a
exercé la meilleure activité inhibitrice de la BChE avec une ICso de 89,71 + 0,41 pg/ml,
manifestant un effet plus puissant que les 2 huiles essentielles riche en hydrocarbures
monotérpeniques. L’HE de T. algeriensis s’est montrée plus active que celle d’A. vertcillita
(ICs0 avec 124,09 + 2,84 vs 188,90 + 2,87 nug/ml). Cette forte activité anti-BChE de Teucrium

polium subsp capitatum pourrait étre attribuee au B-pinéne (Savelev et al., 2004).

La teneur élevée en monoterpenes peut justifier la bioactivité des huiles essentielles.
Différentes études ont démontré I'activité d'inhibition de I'AChE de cette classe de métabolites
secondaires. Plusieurs monoterpénoides identifiés dans ces huiles essentielles comme le

carvacrol, 1,8-cineole, a-pinéne et 3-carene ont deja été étudiés pour leur activité inhibitrice
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potentielle de la cholinestérase (Perry et al., 2000, Jukic et al., 2007, Aazza et al., 2011 ;
Miyazawa et Yamafuji, 2005).

Mata et al. (2007) ont trouvé que le carvacrol, le composant essentiel de I'huile essentielle
du thym sauvage Thymus serpyllum, présentait a lui seul une ICso= 115+ 0,1 ug/ml, ce composé
n'étant présent qu'a 56%, n'expliquant pas l'activité retrouvée pour la fraction 1Cso = 190 + 0,1
pg/ml). Les autres composants présents dans cette huile contribuent probablement, dans une

faible mesure, a l'activité exposeée.

La forte activité de T. algeriensis par rapport a | ’A. vertcillita est due a leurs principaux
constituants le carvacrol, le thymol et le limonéne respectivement. En effet, Jukic et al. (2007)
ont rapporté que I'effet inhibiteur de I'AChE exercé par le carvacrol était 10 fois plus fort que
celui exercé par son isomere thymol avec des valeurs d’ICsg de 63 et 540 pg /ml, bien que le
carvacrol et le thymol aient une structure tres similaire. Cela suggérait que la position du groupe
hydroxyle dans leur structure moléculaire joue un role crucial sur I’effet inhibiteur de I'AChE.
En outre, une bioactivité faible a été rapportée pour le limonéne (ICso de 225,9 et 456,2 ug/ml
pour AChE et BChE, respectivement) (Menichini et al., 2009b).

Parmi tous les extraits éthanoliques, 1’activité la plus importante a été enregistrée pour
celui de T. algeriensis qui a montré une activité anti-BChE avec une ICso de 214,76 + 2,18
pug/ml. Les extraits d’Ammoides verticillata et de T. polium subsp capitatum se sont révélés
faiblement actif (15% d’inhibition a 200 pg/ml) ou inactif vis-a-vis 1’enzyme
bytyrylchlinesterase respectivement. De méme, I’extrait de T. algeriensis a exhibé une activité
anti-AChE faible avec une inhibition de 37% a 200 pg/ml. Les extraits d’Ammoides verticillata

et de T. polium subsp capitatum ont montré aucune activité inhibitrice vis-a-vis cette enzyme.

Vinutha et al. (2007) classent I'efficacité de I'inhibition de I'AChE (%) par les extraits
comme suit :
- puissant (inhibition> 50%),
- modéré (inhibition 30-50%),
- faible (inhibition <30%) et
- nul (inhibition <5%).
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Selon cette classification, les extraits de T. polium subsp capitatum et Ammoides
verticillata plantes peuvent étre considérées comme nulles. L’extrait de T. algeriensis et I’huile
de T. polium subsp capitatum comme faibles, I’HE d’Ammoides verticillata comme modéré et

I’HE de T. algeriensis comme inhibiteur puissant.

Ces résultats montrent que la richesse en composés phénoliques n'est pas un atout majeur
dans l'inhibition de I'AChE du fait que la plupart des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase sont
connus pour contenir I'azote, I'activité faible de ces extraits peut étre due a leur teneur faible en
alcaloides (Orhan et al., 2004).

L’activité de I’extrait de Thymus algeriensis par rapport aux autres, pourrait étre attribuée
a sa composition en acides phénoliques actifs. Dans ce sens, Szwajgier (2013) a étudié I'aptitude
de 36 acides phénoliques et de leurs dérivés a inhiber lI'acétyl- et la butyrylcholinestérase et
trouvé que les inhibiteurs d'acétylcholine les plus efficaces étaient les suivants : acide
carnosique = acide gentisique> acide 3-hydroxy-4-méthoxycinnamique = férulate d'éthyle =
vanillate d'éthyle = acide nordihydroguaiarétique> 4-hydroxybenzoate d'éthyle = méthyl-
férulate. L'ordre d'efficacité vis-a-vis de la butyrylcholinestérase était : acide carnosique>acide
nordihydroguaiarétique = éthylérulate>acide salicylique> acide gentisique> acide rosmarinique
= acide caftarique> acide homogentisique. L'activité inhibitrice dépendait du nombre / de la
position des groupes OH et / ou OCH3 attachés a un cycle phénolique. Il spéculait que la
substitution de I'OCHs dans le noyau phénolique pouvait favoriser une activité anti-
butyrylcholinestérase plus élevée (bien que non statistiquement confirmé a p <0,05). La
présence d'un groupe CH=CH-COOH a eu un effet trés favorable sur lactivité
antiacétylcholinestérase par rapport a un groupe CH2-CH>-COOH ou COOH. Les esters
méthyliques et éthyliques étaient des inhibiteurs plus puissants que les acides libres
correspondants. Le poids moléculaire des composés (de I'ordre de M = 154,12 - 474 g/ mol) a

joué un réle mineur dans ce contexte.

La bioactiviteé des terpénoides contre I'AChE peut étre liée a leur hydrophobicité. En fait,
le site actif hydrophobe de I'AChE est signalé étre sensible aux interactions hydrophobes
(Loizzo et al., 2008).

Les monoterpenes consistent en un squelette hydrocarboné, cyclique ou acyclique, ce qui
peut contribuer a leur activité anti-AChE. Pour les monoterpénoides bicycliques avec un
squelette carane ou pinane, la puissance de l'inhibition de I'AChE était associée a la position de

la double liaison (Houghton et al., 2006). Cependant, I'activité inhibitrice de I'huile essentielle
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résulte généralement d'une interaction complexe entre ses constituants, qui produisent des

réponses a la fois synergiques et antagonistes (Perry et al., 2000 ; Tundis et al., 2012).

Les molécules d'huiles peuvent non seulement moduler dynamiquement I'accessibilité du
substrat au site actif de I’enzyme AChE, mais peuvent également avoir des effets stériques et /
ou allostériques sur dernier (Tai et al., 2002). La présence d'une double activité anti-
cholinestérase chez les plantes peut étre expliqguée comme un mécanisme défensif contre les
herbivores (Schmeller et al., 1997). Li et al. (2000) ont démontré que BuChE n'est pas une

cholinestérase mineure mais abondante dans les tissus des mammiferes.
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4. Etude de I’activité antioxydante

Les tests antioxydants in vitro sont congus pour imiter les réactions d’oxydation-réduction
survenant couramment dans les systemes biologiques vivants et sont utilisés pour estimer le
potentiel antioxydant de divers échantillons chimiques et biologiques (Amiri, 2012). L’activité
antioxydante d’un extrait, en particulier lorsqu’il s’agit d’échantillons alimentaires et
biologiques, dépend de plusieurs paramétres tels que I’effet de matrice, les parametres
d’oxydation, les conditions et les mécanismes de réaction de I’antioxydant. Afin d'évaluer
l'activité antioxydante d'un produit naturel, il est crucial de mettre en ceuvre plusieurs méthodes
antioxydantes, en tenant compte des divers aspects de I'oxydation dans les systémes examinés
(Gioti et al., 2009).

Bien que la bioactivité des flavonoides semble provenir de divers mécanismes, une
attention particuliére a été portée a leurs actions antioxydantes directes et indirectes. Les
propriétés antioxydantes sont conférées aux flavonoides par les groupes hydroxyles
phénoliques attachés aux structures cycliques et ils peuvent agir comme piégeurs de radicaux

libres, agents réducteurs et chélateurs de métaux (Carocho et Ferreira, 2013).

Dans ce contexte, 6 tests de ce type les plus utilisés, a savoir capacité de piégeage des
radicaux DPPH", ABTS"" et superoxyde (O2" ), capacité de prévention de la peroxydation
lipidique par le test du blanchiment du f-caroténe et capacités réductrices des ions cuivriques
et ferriques ont été appliqués pour évaluer les capacités antioxydantes des huiles essentielles et
des extraits éthanoliques de T. polium subsp capitatum, de T. algeriensis et d’A. verticillata, et
comparées a I’activité des antioxydants bien connus que sont I’acide ascorbique (vitamine C),

1’a-tocophérol (vitamine E), le BHT, Trolox, thymol et le carvacrol.

De plus, les valeurs d’Iso, qui font référence a la plus petite concentration d'antioxydants
nécessaires pour 50% de réactivité, ont été calculées. L'efficacité des propriétés antioxydantes
est inversement corrélée avec leurs valeurs ICso (ug/ml). Une valeur ICsg inférieure indique une

activité plus élevée.

4.1. Activite anti-radicalaire
Les capacités de piégeage des radicaux libres ont été mesurées a l'aide des radicaux
DPPH, cation ABTS et superoxyde. Les résultats de ces tests, exprimés en ICso (g / mL) sont

présentés dans le tableau 16.
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Tableau 16. Activité anti-radicalaire des huiles essentielles et des extraits éthanoliques

exprimée en ICso (g / ml)

Echantillon ABTS DPPH 02~
T. algeriensis EE 7,44 £ 0,04 30,67 £0,17° 22,96 + 1,07°
HE 3,84 + 0,081 547,68 + 2,95° Nd
T. polium EE 16,36 + 0,54 47,45 +0,29¢ 22,3 +0.24°
HE 12.05 + 0.29¢ Nd Nd
A. verticillata EE 6,01 + 0,02 31,69 +0,26° 23,3+ 1.26
HE 1,82 + 0,052 139,28 + 0,48° Nd
BHT 12.99 + 0.41" 22,32 + 1.19? -
Thymol 2,08 +£0,02° 40,45 +0,71° -
Carvacrol 2,36 £0,07° 200,19 + 3,09 -
Trolox 3,69 = 0,06 - -
Acide _ - 7,59 + 1.16°
ascorbique
31,52 +2.22°

a- tocophérol - -

Les valeurs dans la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes par le test a
plages multiples de Tukey (p <0,05)

Nd : non disponible dans la gamme des concentrations testées

4.1.1. Capacité de piégeage du radical DPPH

Le test au radical DPPH", qui évalue principalement la capacité de piégeage du radical
protonique. est I'un des composés qui possede un radical libre de proton avec une absorption
caractéristique, qui diminue de maniere significative lors de I'exposition aux piégeurs de
radicaux protons (Yamaguchi et al., 1998). En outre, il est bien admis que le piégeage des
radicaux libres DPPH" par les antioxydants est d0 a leur capacité de donner de I'hydrogene
(Chen et Ho, 1995). Diverses concentrations des extraits volatils et non volatils ainsi que le
thymol et carvacrol ont été étudiées pour leur activité de piégeage du radical DPPH". Une
relation concentration-réponse pour les activites de piégeage des huiles et extraits testees a été
observeée (P<0,05) (Fig. 38).
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Figure 38. Pouvoir de piégeage du radical DPPH exprimé en pourcentage d’inhibition (%)

Remarquablement, seules les activités de piégeage du radical DPPH" des extraits de T.
algeriensis et A. verticillata étaient comparables a celle du BHT avec des valeurs d’ICso plus
ou moins proches (30,67 et 31,69 vs 22.32 ug/ml respectivement). Tandis que celle de I’extrait
de T. polium subsp capitatum s’est montrée la moins efficace avec une 1Csq de 47,45 pg/ml en
étant de fois plus importante que celle de BHT. Dans ce sens, une activité antioxydante similaire
(ICs0 de 48.9 pg/ml) a été obtenue par Ardestani et Yazdanparast (2007) pour I’extrait d’acétate
d’éthyl de T. polium.

De plus, les extraits des trois plantes étaient beaucoup plus efficaces au piégeage du
radical DPPH" que les HE ainsi que le thymol et carvacrol. L’HE d’A. verticillata a exercé la
meilleure activit¢ d’inhibition avec une valeur d’ICso de 139,28 pg/ml étant 4 fois plus
importante que celle de T. algeriensis dont la valeur d’ICsp s’éléve a 547,68 pg / ml traduisant
une activité modérée, tandis que I’HE T. polium a eu une activité faible qui ne dépasse pas les

20% d'inhibition radicalaire a la concentration maximale testée (800 pg / ml).

Le thymol et le carvacrol ont suivi la méme tendance que les 2 huiles essentielles les
constituants avec des ICso de 40,45 et 200,19 ug / ml respectivement. Ces valeurs d’ICsp plus
faibles par rapport a celles de leurs HE suggerent que les autres composants jouent un role
antagoniste. Il est a noter que pour des concentrations supérieures a 50 pg / ml, les extraits ont

presque la méme efficacité que le BHT (P<0,05).
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Mahmoudi et Nosratpour (2013) qui ont trouve
que I'huile essentielle de Teucrium polium n’a pu réduire le radical libre stable DPPH" qu’avec

une 1Cso trop élevée dépassant les 9 mg /ml.

De méme, Tefiani et al. (2015) ont montré que les HE des fleurs et des feuilles
d’Ammoides verticillata inhibaient le radical DPPH" avec des 1Cso qui variaient entre 106-380

+ 11 et 73-338 +£18 pg/ml respectivement.

Cependant pour I’HE de Thymus algeriensis, nos résultats sont trés meilleurs a ceux
trouvés par Zouari et al. (2011) (ICso = 800pug/ml) et El-Ouariachi et al. (2014) (1Cso= 1800
pg/ml) pour I’'HE de T. algeriensis de la Tunisie et du Maroc caractérisées par une faible
richesse en composés phénoliques comme le thymol et le carvacrol généralement retrouves

dans les especes du Thym.

La faible activité de I’HE essentielle de T. polium subsp capitatum par rapport aux autres
HE est due a I’absence des composés phénoliques comme le thymol et le carvacrol. L'activité
de piégeage du radical DPPH" des huiles de thym algériens aurait été attribuée a la présence de
composes phénoliques tels que le thymol ou le carvacrol (Hazzit et al., 2009). Le r6le clé des
composés phénoliques en tant que piégeurs de radicaux libres est également décrit dans des

articles précédents.

Nikoli¢ et al. (2014) ont rapporté que I'huile essentielle de Thymus serpyllum présentait
I'activité la plus élevée de piégeage des radicaux du DPPH" (ICso: 0,96 pg / ml), suivie des
huiles de Thymus algeriensis (ICso : 1,64 pg / ml) et de Thymus vulgaris (1Cso : 4,80 pg / ml).
Ces auteurs ont expliqué cette différence par la teneur de ces huiles essentielles en

monoterpenes phénoliques comme le thymol et le carvacrol.

Similairement, Safaei-Ghomi et al. (2009) ont suggéré le pourcentage élevé de carvacrol
dans I'huile essentielle de Thymus caramanicus a conduit a son potentiel inhibiteur modéré du
DPPH" par rapport a celui faible des autres espéces de Thymus riches en thymol.

En effet, Jukic et Milos (2005) ; Milos et Makota (2012) ont montré que le pouvoir
antioxydant des constituants de I’huile essentielle de thym selon la méthode de piégeage
radicalaire DPPH" et le test de pouvoir réducteur / pouvoir antioxydant FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) que le thymol était plus efficace que le carvacrol et que ces deux
monoterpenes phénoliques était plus actifs que les composés non phénoliques le thymoguinone

et le p-cyméne (ont des valeurs d’ICso approximativement égales). En outre, ces auteurs ont
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étudié la capacité antioxydante de ces composés en mélanges et indiqué que la majorité des
mélanges d'antioxydants présentaient un certain niveau de divergence dans la capacité
antioxydante par rapport aux valeurs individuelles de leurs constituants. Les mélanges de trois
antioxydants (thymol, carvacrol et p-cymene) ont montré une diminution de la capacité
antioxydante par rapport a leurs valeurs en paires (thymol et carvacrol) ou individuelles. Les
résultats obtenus pour des mélanges plus complexes de quatre antioxydants ont montré une
diminution de la capacité antioxydante dans I'ordre suivant : Thymol ou carvacrol > Thymol +
carvacrol > Thymol + p-cymene > Carvacrol + p-cymene > thymol + carvacrol + p-cyméne >
thymol + carvacrol + p-cyméne + thymoquinone. De plus, toutes les autres combinaisons de
deux antioxydants ont clairement montre un effet plus ou moins synergique a 1’exception de
pair (p-cyméne + thymoquinone), ce qui indique que la présence du groupe hydroxyle dans le

thymol et le carvacrol joue un rdle crucial pour ce phénomene.

Ces différences d’activité peuvent s'expliquer par I'absence ou la faible concentration de
composés phénoliques. Dans ce sens, Shahidi et al. (1992) ; Sanchez-Moreno et al. (1999) ont
démontré que l'effet antioxydant des plantes aromatiques est di a la présence de groupes
hydroxyles dans leurs composés phénoliques, et que le nombre et la structure des groupes
hydroxyles sont associés a la plus haute activité antioxydante autrement dit si leur concentration
ou degré d'hydroxylation augmente, leur activité de piégeage des radicaux DPPH" augmente

également.

Si I’activité de piégeage du radical DPPH" des extraits de T. algeriensis et A. verticillata
est attribuée a leur richesse en composes phénoliques et notamment les flavonoides. Les
expériences de DPPH" en ligne réalisées par Goulas et al. (2012) ont montré que le poliumoside
est le composant le plus actif des extraits de T. polium et que le potentiel antioxydant des extraits
polaires est principalement attribué aux glycosides de phénylpropanoide (66 a 80%).

L activité anti-radicalaire du DPPH des huiles, extraits et BHT a diminué dans I'ordre de
BHT>T. alg EE = A. ver EE > T. pol EE > Thymol > Carvacrol > A. ver HE > T. alg HE > T,
pol HE.

4.1.2. Capacite de piégeage du radical ABTS™*
L'ABTS*™ est géenéralement utilisé pour tester I'activité préliminaire d'élimination des
radicaux par les composeés antioxydants ou d'extraits de plantes. L’ABTS*", généré par
I’oxydation de I’ABTS** par le persulfate de potassium, est présenté comme un excellent outil

pour déterminer D’activité antioxydante des antioxydants donneurs d’hydrogene et des
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antioxydants briseurs de chaine (Leong et Shui, 2002). Ce schéma de détermination de I'action
antioxydante est également pertinent pour les classes hydrophiles et lipophiles d'antioxydants
tels que ; flavonoides, hydroxycinnamates, caroténoides et antioxydants dans le plasma (Gilgin
etal., 2002).
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T. pol EE
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—e— A . verHE

—— Trolox
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Figure 39. Pouvoir de piégeage du radical ABTS™ exprimé en pourcentage d’inhibition (%)

Remarquablement, tous les échantillons (HE et EE) des trois plantes ont montré des
activités significatives similaires ou supérieures a celles des standards (Trolox et BHT)
(P<0,05) (Fig. 39). On peut également noter qu'a I'inversement au test DPPH, les HE étaient

plus efficaces que leurs EE correspondantes.

Ces résultats sont corroborés par ceux d'Ozturk (2012) qui a étudié l'activité anti-
radicalaire des extraits volatils et non volatils de Satureja thymbra L. et trouvé une activité plus
faible pour I'HE que I'extrait méthanolique et le standard antioxydant dans le test DPPH". Au
contraire, dans le test ABTS™, I'HE a montré une plus grande activité de piégeage des radicaux
que l'extrait méthanolique. Malgré le méme mécanisme de transfert d'électrons unique rapporté
pour ces deux méthodes, le méme compose phénolique peut avoir des cinéetiques d'oxydation
différentes selon le test utilisé et par conséquent avec un comportement différent (Ozgen et al.,
2006). Dans certains composés volumineux, le test ABTS™ est supérieur au test DPPH en raison
de I'encombrement stérique. En outre, les composés hydrophiles et lipofiliques peuvent étre

testés pour leur activité anti-radicalaire en utilisant le test ABTS™ (Ozturk, 2012).
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La capacité de piégeage la plus élevée a été observé pour I’HE d’A. verticillata riche en
thymol qui était plus active que les composés individuels thymol et carvacrol avec une valeur
d’ICso de 1,82 contre 2,08 ; 2,35 pg/ml respectivement. De plus, cette activité est 2 fois plus
importante que celle du Trolox et de I’HE de T. algeriensis qui ont montré une activité similaire
(P>0,05) avec des ICso de 3,69 et 3,84 pug/ml respectivement. Quant a I’'HE de T. polium subsp
capitatum, elle a montré une activité inférieure a celles d’A. verticillata, T. algeriensis et Trolox
mais similaire a celle du standard BHT 12,05 vs 12,99 pg/ml (P<0,05).

Concernant les extraits, ceux-ci étaient moins actifs que leurs huiles essentielles
correspondantes, ceux les plus riches en flavonoides étaient les plus actifs dans 1’ordre A.
verticillata (6,01 pg/ml) suivi de T. algeriensis (7,44 pg/ml) tandis que 1’extrait de T. polium

était le moins actif parmi tous les échantillons testés avec 1Cso de 16,36 pg/ml.

La forte activité des huiles essentielles par rapport aux extraits pourrait étre due a leur
caractére lipophile et leur faculté a accéder au radical ABTS™ comme expliqué précédemment.
En outre, les différences dans les capacités de piégeage des radicaux libres entre les HE peuvent
étre expliquées par leurs principales composantes. Dans ce sens, le thymol et le carvacrol sont
considérés comme des piégeurs efficaces des radicaux libres. Les études antérieurs ont montré
que les especes riche en thymol-carvacrol comme 1’Origan, le Thym ou d'autres HE
présentaient de fortes activités de piégeage sur DPPH' et ABTS™ (Hyun et al., 2014; Sarikurkcu
et al., 2015).

En effet, Ben El Hadj Ali et al. (2015) ont rapporté des niveaux modérés d'activité
antioxydante des huiles essentielles obtenues & partir de plusieurs populations de Thymus
algeriensis, estimé par les tests DPPH" (ICso = 4,31 2 9,23 mg / ml) et ABTS™ (11,69 a 28,23
ug d'équivalent Trolox / mg) a cause de leur tres faible teneur en thymol qui ne dépassait pas

0,3% et de 1’absence de carvacrol dans les huiles essentielles de feuilles étudiées.

De plus, Tefiani et al. (2015) ont observé une activité plus élevée chez I’'HE d’A. pusilla
(1,21 £ 0,01 pg/ml) riche en alcool de cumin et relativement en thymol (11%) par rapport a

Thymus munbyanus (1,73 £ 0,2 ug/ml) riche en carvacrol (71,4%).

De surcroit, Tefiani et al. (2016) ont étudié 1’activité antioxydante des huiles essentielles
de fleurs et de feuilles de d’Ammoides pusilla de populations de différentes sites et trouvé une
forte corrélation négative (p <0,01) entre les valeurs de ICso de ’ABTS™, du DPPH" et de

I’activité de piégeage de 1I’hydroxyle et les pourcentages de p-cymene et d’alcool cumin
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présents, montrant ainsi I'importance du p-cymeéne sur la capacité de ce terpéne aromatique sur

I’activité de piégeage des radicaux libres.

L’activité anti-radicalaire de ’ABTS™ des huiles, extraits et BHT a diminué dans l'ordre
de A. ver HE > Thymol > Carvacrol > T. alg HE = Trolox > A. ver EE > T. alg EE > T. pol HE
> BHT >T. pol EE.

4.1.3. Pouvoir de piégeage du radical superoxyde (O2")

Bien que I’anion superoxyde (O2™) soit un oxydant faible, il en résulte une génération de
radicaux hydroxyles puissants et dangereux ainsi que I'oxygeéne singulet (*O2), les deux initient
la peroxydation des lipides. Par consequent, il est important d’étudier I’activité de piégeage de
ce radical (Dahl et Richardson, 1978 ; Meyer et Isaksen, 1995). Dans ce test, I'anion superoxyde
(O2™) réduit le nitro-bleu tétrazolium (NBT) en formazan qui est suivi par spectrophotométrie.
Les résultats exprimés en termes d’inhibition de la réduction du NBT sont montrés sur la figure

40.
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Figure 40. Activité du piégeage du radical superoxyde (O2) exprimée en % de réduction en

formazan.

Il est remarquable que toutes les HE n'aient pas exercé activité inhibitrice contre ce
radical. En revanche, les extraits I'ont piégé et ont ainsi inhibé la formation de formazan de
maniére concentration-dépendante (P<0,05). En outre, aucune différence significative
d’activité n’a été observée chez les extraits des trois plantes d’ou les valeurs d’1Cso tres proches
(P>0,05).
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Toutefois, les extraits de T. algeriensis et A. verticillata étaient plus actifs pour des
concentrations élevées (> 50 pug/ml) par rapport a celui de T. polium subsp capitatum (Fig. 40).

Cette tendance est en bonne corrélation avec la teneur en flavonoides des trois plantes.

Comparativement aux antioxydants naturels, les extraits se sont avérés moins actifs que
I’acide ascorbique avec des ICso tres supérieures (P<0,05), connue comme un trés fort agent
antioxydant et qui a donné les pourcentages d’inhibition les plus élevés atteignant les 90%
seulement a une concentration de 50 pug/ml dépassant ceux de tous les extraits méme a une
concentration de 200 pg/ml. Contrairement, ces extraits se sont montrés plus efficaces que ’a-

tocophérol avec des ICsq trés inférieures (P<0,05).

Les teneurs en composés phénoliques seuls ne peuvent pas étre strictement liés a lI'activité
de piégeage des radicaux superoxydes sans tenir compte de la structure des composeés de ces

composés phénoliques.

En effet, Albano et al. (2012) ont signalé qu’aucune corrélation entre les phénols totaux
et l'activité de piégeage des radicaux anions superoxydes n'a été détectée confirmant que
I'activité de piégeage d'un extrait ne peut étre prédite sur la base de son contenu phénolique
total (Parejo et al., 2002).

En outre, Chun et al. (2003) ont rapporté que l'inhibition du radical superoxyde était
étroitement liée aux structures de polyphénols. Il a été rapporté que les flavonols tels que la
quercétine exercent une forte activité de piégeage du radical superoxyde (Cos et al., 1998), qui
peuvent réagir de deux maniéres, en inhibant la xanthine oxydase et en piégeant les radicaux

superoxydes (Salaris et al., 1991).

Il convient de noter que la relation entre la teneur en antioxydants particuliers et I'activité
des antioxydants est difficile a expliquer sur la base d'une analyse quantitative uniquement, car
une action synergique entre les composants phénoliques présents dans les extraits naturels peut
contribuer aux différences de capacité antioxydante. d'extraits de plantes (Dambolena et al.,
2010).

Rice-Evans et al. (1995) suggérent que les caractéristiques des composés phénoliques
peuvent affecter I'activité antioxydante. Ainsi, la substitution ortho avec des groupes alkyle ou
méthoxy de phénols donneurs d'électrons augmente la stabilité du radical libre et donc son
potentiel antioxydant. La position et le degré d’hydroxylation des composés phénoliques jouent

un réle primordial dans la détermination de I'activité antioxydante des composes phéenoligues.
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Les positions ortho et para des groupes hydroxyle contribuent de maniere marquée a l'activité
antioxydante, tandis que la méta position n'a que peu ou pas d'effet sur l'antioxydant
(Muchuwveti et al., 2007).

La présence de groupes hydroxyles aux positions 3'-, 4'- et 5 'du cycle B des flavonoides
augmente l'activité antioxydante par rapport aux composés a un groupe hydroxyle. De méme,
la présence d'un groupe hydroxyle en position 3 ‘et d'une double liaison 2,3 conjuguée avec le
groupe 4-oxo semble avoir une importance dans les propriétés antioxydantes (Rice-Evans et
al., 1995; Heim et al., 2002).

En conclusion, les résultats obtenus dans la présente étude démontrent clairement que les
extraits et les huiles essentielles contiennent un certain nombre de composés antioxydants, qui
peuvent efficacement piéger diverses espéces d'oxygene réactives / radicaux libres dans des

conditions in vitro.

4.2. Activité réductrice
Différentes études ont indiqué que la capacité de don d'électrons, reflétant le pouvoir
réducteur, des composés bioactifs est associée a une activité antioxydante (Arabshahi-Delouee
et Urooj, 2007 ; Sarikurkcu et al., 2015). Les antioxydants peuvent étre expliqués comme des
réducteurs, et l'inactivation des oxydants par les réducteurs peut étre décrite comme des
réactions redox dans lesquelles une espece de réaction est réduite au détriment de l'oxydation
de l'autre (Chung et al., 2002).

Un certain nombre d’essais sont congus pour mesurer 1’activité antioxydante globale ou
le potentiel de réduction, ce qui indique la capacité totale de 1’hdte a résister au stress des
radicaux libres (Wood et al., 2006). Pour ces raisons, le pouvoir réducteur des ions ferriques et
cuivriques a été examine. Les résultats des valeurs d’ICso de pouvoir réducteur du fer et Cuprac
ainsi que le pouvoir d’inhibition de blanchiment du -carotene sont rapportés dans le tableau
17.
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Tableau 17. Pouvoir réducteur ferrique et cuivrique et pouvoir d’inhibition de blanchiment du

B-caroténe exprimés en ICso (ug/ml)

Echantillons Pouvoir réducteur CUPRAC B-carotene
T. algeriensis EE 58,82 £ 1,72° 19,40 + 0,78° 43,34 £ 0,84°

HE 174,27 +2,13¢ 9,82 +0,25" 33,47 +0,51¢
T. polium EE 76,35 + 2,01¢ 13,59 +0,87¢ 44,04 +0,67°

HE 282,03 + 3,5 88.28 + 0.92 78,15 + 2,08
A. verticillata EE 40,97 +1,92° 15,68 + 0,55¢ 11,62 +0,25°

HE 62,3 +0,83° 5,11 + 0,12 15,83 + 0,16°
BHT 61,67 £ 0,4° 9.62 +0,87° 1,03 £ 0,012
Trolox - - 1,00 + 0,022
Acide 9,01 + 1.46° - -
ascorbique

Les valeurs dans la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes par le test a
plages multiples de Tukey (p <0,05)

Nd : non disponible dans la gamme des concentrations testées

4.2.1. Pouvoir réducteur du fer
La réduction de Fe (Ill) est souvent utilisée comme indicateur de l'activité donneuse
d'électrons, qui est un mécanisme important de I'action antioxydante phénolique (Yildirim et
al., 2001).

Le potentiel réducteur des EE et des HE repose sur la reduction des ions ferriques en
forme ferreuse en présence de réducteurs (antioxydants). Les résultats exprimés en absorbance,

sont indiqués sur la figure 41.
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Figure 41. Pouvoir réducteur du fer exprimé en absorbance & 700nm

Comme on peut le voir, tous les échantillons testés présentaient des niveaux de capacité
de don d’¢lectrons nettement inférieurs (P<0,05) a ceux de I’acide ascorbique bien connu
comme un trés fort réducteur (Zou et al., 2004). Cependant, comparativement au BHT, les
extraits volatils et nos volatiles ont eu différentes tendances (Fig. 41).

En effet, I'extrait d°A verticillata était le plus actif avec une ICso de 40,97 pg/ml, suivi de
I’extrait de T. algeriensis (58,82 pg/ml). L’activité de ces deux extraits était significativement
plus importante que celle du BHT (P<0,05). Par contre, aucune différence significative dans les
activités de réduction n'a été détectée entre I’huile essentielle d’A verticillata et le BHT (62,3
vs 61,67 pg/ml) (P>0,05) montrant ainsi une activité similaire. Cependant, une activité
réductrice inférieure (p <0,05) de I’extrait de T. polium subsp capitatum a été détectée avec une

ICso de 76,35 ug/ml et qui correspondait au contenu phénolique total le plus faible.

Les HEs de T. algeriensis et surtout de T. capitatum se sont révélées les moins actives
avec des ICso élevées de 174,27 et 282,03 pg/ml respectivement. Un tel résultat était attendu,
car une seule réaction basée sur le transfert d'électrons est le meécanisme impliqué dans cet essai,
comme pour les méthodes de piégeage des radicaux libres DPPH® et ABTS®* dans lesquelles

ces HEs étaient aussi des antioxydants moindres que celle d’A. verticillata (Tefiani et al., 2015).
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Compte tenu de la richesse de chaque extrait en composés phénoliques principalement
les flavonoides, cette tendance était prévisible. Le potentiel réducteur peut étre dd aux
substitutions di- et monohydroxylées dans le cycle aromatique qui possédent de puissantes
capacités de transfert de I'hydrogene, comme décrit par Shimada et al. (1992). Chen et Ahn
(1998) ont constaté que les composés phénoliques naturels, y compris la quercétine, la rutine,
la catéchine et I'acide caféique agissent en tant que chélateurs de Fe?*

Tepe et al. (2011) ont rapporté des résultats inférieurs a ceux trouveés dans cette étude ou
I’extrait de T. polium a montré un modele d'activité modérée par rapport a 1’antioxydant
synthétique BHT. Le pouvoir réducteur de T. polium a été déterminé & 0,12 a une concentration
de 200 pg/ml et 0,6 de 1000 pg / ml.

L’activité réductrice du fer des huiles, extraits, BHT et acide ascorbique a diminué dans
I'ordre : A.asc > A.ver EE>T. alg EE = A. ver HE = BHT > T. pol EE > T. alg HE > T. pol
HE.

4.2.2. CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity)

La méthode CUPRAC est un test de la capacité antioxydante, simple et polyvalent, utile
pour une grande variété de polyphénols, y compris les acides phénoliques, les acides
hydroxycinnamiques, les flavonoides, caroténoides, anthocyanes, ainsi que pour les thiols,
antioxydants synthétiques, et les vitamines C et E (Ozyurek et al., 2011). Le réactif CUPRAC
est stable, facilement accessible, peu colteux et sensible aux antioxydants de type thiol,
contrairement au FRAP (Ferric reducing-antioxidant power). La réaction est effectuée a
presque pH physiologique par opposition au pH acide du FRAP ou au pH alcalin des méthodes
Folin, constituant un avantage de base pour le dosage réaliste des fluides biologiques (Apak et
al., 2008).

Concernant la méthode CUPRAC, Il s'agit d'un essai redox dans lequel les groupes
réactifs Ar—-OH des antioxydants polyphénoliques sont généralement oxydés en quinones
correspondantes (Ar = O), et Cu (11) —Nc est réduit a la teneur en chélates Cu (Nc) 2 * fortement
colorés avec une absorption maximale de la lumiére a 450 nm. Si un échantillon réduit Cu (I1)
en Cu (I), en méme temps, il sera oxydé, de sorte que I'échantillon puisse agir comme
antioxydant (Apak et al., 2005 ; Apak et al., 2007). Les résultats exprimés en absorbance, sont

indiqués sur la figure 42.
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Figure 42. Pouvoir réducteur cuivriqgue (CUPRAC) exprimé en absorbance a 450 nm

Comme le montre la figure 42, Le pouvoir des extraits éthanoliques et des huiles
essentielles a réduire le cuivre était bien corrélé avec des concentrations croissantes

d'échantillons (P<0,05) et tous les extraits testés présentaient un PR.

Les résultats obtenus pour CUPRAC résumées dans le tableau 1 indiquent des activités
réductrices plus élevées des HES par rapport a leurs extraits correspondants. L’HE essentielle
d’A. verticillata a exhibé la meilleure activité avec une ICso de 5,11 pg/ml parmi tous les

antioxydants testés.

L’HE de T. algeriensis a également exhibé une excellente activité réductrice similaire a
celle de I’antioxydant synthétique BHT avec des valeurs d’ICso de 9.82 et 9,62 ng/ml,
respectivement (P>0,05). L’HE de T. polium subsp. capitatum était I'échantillon le moins actif

(9 fois que le BHT, 1C50=88,28 g/ml) et cela serait di a sa pauvreté en composes phénoliques.

Les extraits se sont révélés moins actifs que le BHT, mais contrairement au pouvoir
réducteur du fer, I’extrait de T. algeriensis a montré une meilleure activité que celui de I’A.
verticillata en enregistrant des 1Csg de I’ordre de 13,59 et 15,68 pug/ml. L’extrait de T. polium

subsp capitatum a exhibé une activité moins bonne avec une 1Csp 19,59 pg/ml.

Il est a noter qu’au-dela de la concentration de 100 pg/ml, tous les échantillons ont montré

une meilleure activité que le standard BHT, a I’exception de I’HE de T. polium subsp capitatum,
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dont le taux d’augmentation 1’activité a diminué fortement qui passe de 2.04 nm a 2,34 (& 200
pg/ml). Ceci serait d0 & une extinction des groupes réactifs Ar—-OH de I’antioxydant phénolique
BHT qui seront oxydés en quinones correspondantes (Ar = O) et par conséquent il y aura pas

de réduction de Cu d’ou la diminution de 1’absorbance.

Consistent avec les résultats la capacité de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, le
pouvoir réducteur des HEs d’A. verticillata et de T. algeriensis était significativement supérieur
a celle de T. polium subsp capitatum (p <0,05). D'apres ces résultats, il semble que le thymol et
le carvacrol soient d'excellents réducteurs dans ces tests (Sarikurkcu et al., 2015). De plus, les
résultats pouvoir réducteur cuivrique ont suivi la méme tendance que ceux du test ABTS

suggeérant que le caractére lipophile de certains composés joue un role important.

Dans des études récentes, des activités de pouvoir réducteur (cuivrique et ferrique) ont
été signalées pour certaines especes de Thymus (El Bouzidi et al., 2013 ; Ballester-Costa et al.,
2017).

Les rapports de littérature suggerent que les propriétés réductrices sont généralement
associees a la présence des réductones. Les réductones se sont avérées exercer une activité

antioxydante en rompant la chaine des radicaux libres (Pin-Der Duh, 1998).

L’activité réductrice du cuivre des huiles, extraits et BHT a diminué dans I'ordre de A. ver
HE > T.algHE = BHT > T. alg EE > A. ver EE > T. pol EE > T. pol HE.

4.3. Inhibition de la peroxydation lipidique

L'inhibition de la peroxydation lipidique par les HE et les EE de T. polium ssp capitatum
T. algeriensis, et Ammoides verticillata a été évaluée par le test de blanchiment non
enzymatique au B-caroténe (oxydation couplée du B-caroténe et de l'acide linoléique). Le
mécanisme impliqué dans cette méthode est un phénoméne & médiation libre résultant des
hydroperoxydes générés par I'oxydation de I'acide linoléique. En I'absence de I'antioxydant, le
B-caroténe est attaqué par les radicaux libres de l'acide linoléique et subit une rapide
décoloration resultant de la perte de ses doubles liaisons. La perte de sa couleur orange peut
étre surveillée par spectrophotométrie (Jayaprakasha et al., 2003).

Les activités antioxydantes des huiles essentielles et des extraits de ces plantes

dépendaient significativement de la concentration (P<0,05) (Fig. 43).
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Figure 43. Activité d’inhibition de blanchissement de f-carotene en exprimée en pourcentages

Les extraits des différentes plantes ont montré une meilleure activité que leurs huiles
essentielles correspondantes. Les meilleures activités ont été observées pour 1’extrait et 1’huile
essentielle d’Ammoides verticillata avec des 1Cso de 11,62 et 15,83 pg/ml respectivement. Cette

HE s’est montrée deux fois plus efficace que I’HE de T. algeriensis avec une ICso de 33,47

pg/ml.

Les extraits de T. polium subsp capitatum et de T. algeriensis ont exhibé ont une efficacité
similaire et par conséquent il n’y a pas de différence significative (P<0,05) dans leur valeurs
d’ICso (44,04 et 43,34 pg/ml respectivement). L’HE essentielle de T. polium subsp capitatum

pauvre en composés phénoliques a montré I’activité la plus faible.

Cependant, tous les échantillons testés ont montré une activité nettement inférieure aux

standards BHT et Trolox (1,03 et 1 pg/ml respectivement).

L'activité antioxydante des extraits et huiles essentielles en ce qui concerne la méthode
de blanchissement de -caroténe peut étre classée comme suit : BHT=Trolox > A. ver EE > A.
ver HE > T. alg EE > T. alg HE =T. pol EE> T. pol HE.

L'efficacité différentielle des extraits et des huiles essentielles d’empécher I'oxydation

de I'émulsion d'acide linoléique est une indication de la complexité des extraits et des huiles

127



Chapitre VI : Résultats et discussion

essentielles aussi bien que I'interaction potentielle entre I'extrait ou I’huile essentielle et les
composants d'émulsion. Les recherches de Yanishlieva et Marinova (1996, 1998) ont montré
que les isomeéres de position de certains antioxydants phénoliques, par exemple la querceétine et
la morine peuvent exercer différents comportements antioxydants en fonction du substrat

lipidique et de la température.

De méme, de nombreux auteurs ont signalé que les HEs végétales riches en thymol
comme I'Origan, le Thymus ou d'autres espéces exercaient une forte activité inhibitrice sur
I'oxydation de I'acide linoléique (Amiri, 2012 ; Loizzo et al., 2009). Ainsi, le thymol peut étre
responsable de la forte capacité inhibitrice de I’HE de I’A. pusilla.

Il a été déja établi (Aeschbach et al., 1994) que le thymol et le carvacrol inhibent la
peroxydation des phospholipides de liposomes d'une maniére dépendant de la concentration. Il
est apparu (Lagouri et al., 1993) que les deux isomeéres étaient également efficaces dans
I'autoxydation du saindoux a 35 °C a une concentration de 0,1%. L'inhibition de I'oxydation par
les huiles essentielles de plantes d'origan dépendait fortement de la teneur en carvacrol + thymol
(Lagouri et Boskou, 1995).

En général, lors de I'autoxydation des lipides a la température ambiante, le thymol est un
antioxydant plus efficace et plus actif que le carvacrol. Les deux antioxydants different par le
mécanisme de leur action inhibitrice qui dépend du caractére du milieu lipidique. Le thymol est
un meilleur antioxydant dans les lipides que le carvacrol. Ce fait est di au plus grand
encombrement stérique du groupe phénolique dans le thymol que dans le carvacrol
(Yanishlieva et al., 1999).

L’autoxydation de triacylglycérols de saindoux et d’huile de tournesol (TGS et TGHT)
contenant 0,02, 0,05, 0,10 et 0,20% de thymol et de carvacrol a été étudiée a la température
ambiante. Le thymol est un meilleur antioxydant dans le TGHT que dans le TGS, alors que
I'activité du carvacrol dans les deux systemes lipidiques ne diminue pas de fagon significative.
Le thymol et le carvacrol ont participé a une réaction secondaire lors de I’oxydation des TGS
inhibés, et le thymol a deux réactions secondaires lors de 1I’oxydation du TGHT. Les molécules
de carvacrol n'ont pas participé aux réactions secondaires lors de I'oxydation du TGSO. Le
thymol et le carvacrol ont contribué a l'initiation de la chaine a un degré plus élevé pendant
I'oxydation du TGSO que lors de I'oxydation du TGL. Les radicaux thymol n'ont pas participé

a la propagation de la chaine lors de I'oxydation du TGL et du TGSO. Les radicaux carvacrol
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ont pris part a une réaction de propagation de chaine dans les deux systemes lipidiques
(Yanishlieva et al., 1999).

D’apres les résultats obtenus, il semblerait que la teneur en composés phénoliques et en
flavonoides ne joue apparemment pas un role déterminant dans cette activité d’inhibition.
Cependant, la corrélation de contenu phénolique et des flavonoides avec le potentiel d'inhibition
de blanchissement de B-caroténe a été bien rapporté par plusieurs chercheurs (Barros et al.,
2007 ; Sahreen et al., 2010 ; Afsar et al., 2016).

Les résultats de tous les tests, exprimés en ICso (ug / ml) présentés au tableau 14 et 15 ont
montré pour toutes les méthodes utilisées, sauf pour le test CUPRAC, une bonne corrélation
entre le contenu phénolique total et I’activité antioxydante des extraits des 3 plantes. En effet,
les extraits d’A. vertcillata et T. algeriensis, plus riches en ces composés, étaient généralement

significativement plus actifs que I'extrait de T. polium subsp capitatum.

En revanche, ce dernier extrait était plus actif que son HE avec toutes les méthodes testées
sauf pour le test ABTS. Ce résultat peut étre d aux phénols présents dans I'extrait, qui sont
absents dans I'HE. En effet, I’HE de T. polium subsp capitatum est essentiellement constituée
d'’hydrocarbures mono- et sesquiterpénes. Par contre, les HE de T. algeriensis et d’A.
verticillata, qui sont riches en composés phénoliques carvacrol et thymol, étaient plus efficaces
que leurs EE correspondants avec les méthodes CUPRAC, ABTS et -caroténe.
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5. Etude de P’activité anti-hémolytique des extraits

Les érythrocytes sont intrinsequement plus sujets a la peroxydation en raison de la forte
accumulation d’acides gras polyinsaturés et d’hémoglobine. Au cours de la respiration, les
érythrocytes sont exposés en permanence a une tension d'oxygene élevée, pouvant induire des
Iésions oxydatives (Babu et al., 2001 ; Zhu et al., 2002). De plus, I'exposition des érythrocytes
a des substances toxiques entraine la formation de radicaux libres, pouvant entrainer des
dommages aux membranes qui endurent rapidement une Iésion et perdent leur intégrité, ce qui
entraine la libération d'hémoglobine ou une hémolyse (Banerjee et al., 2008 ; Chakraborty et
Verma, 2010).

L'utilisation d'érythrocytes en tant que systemes modeles a été largement appliquée pour
étudier les dommages oxydatifs dans les membranes biologiques (Mabile et al., 2001 ;
Djeridane et al.,, 2007). L'inhibition de [I'némolyse pouvant é&tre surveillée par
spectrophotométrie a 540 nm (Ng et al., 2000).

Dans cette étude, nous avons utilisé un test biologique basé sur la lyse des érythrocytes
ou hémolyse induite par le radical AAPH (2,2-azobis (2-méthylpropionamidine) dihy-
drochlorure) dans le sang humain. Ce test est utile pour le dépistage des études sur divers
molécules et leurs métabolites, en particulier d'une part les molécules ont une activité oxydante
ou antioxydante et d'autre part la molécule ayant une action a long terme (Djeridane et al.,
2007).

Les résultats de I’inhibition de d’hémolyse par les extraits exprimés en termes de
pourcentages d'inhibition et d’ICso (ug/ml) sont exposés sur les figures 44 et le tableau 18,

respectivement.

Tableau 18. Effet inhibiteur des extraits éthanoliques vis-a-vis de I’hémolyse exprimé en ICsg

(g / ml)

Espece I1Cs0 (ug/mL)
Teucrium polium subsp capitatum 315,95 £ 6,09°
Thymus algeriensis 171,32 + 5,96°
Ammoides verticillata 125,03 £ 4,552
Quercétine 183,72 + 4,84°
Acide ascorbique 379,23 + 3,114
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Figure 44. Activité antihémolytique exprimée en % d’inhibition d’hémolyse induite par AAPH

L'activité hémolytique des 3 extraits en I'absence de I’AAPH était inférieure a 5% a 1000
pg/mL (données non présentées) pour I’A. verticillata et T. algeriensis et 8 % pour le T. polium

subsp capitatum, ce qui suggére gu'ils ne sont pas toxiques.

Tous les extraits de plantes ont montré un effet bénéfique contre les dommages des
radicaux libres par rapport aux références antioxydantes. Les pourcentages d’inhibition de
I’hémolyse induit par AAPH calculés a partir des valeurs de I’absorbance enregistré au cours
de ’expérimentation augmentent de fagon proportionnelle en fonction des concentrations des

extraits (P<0,05).

Il ressort clairement que les deux extraits d’Ammoides verticillata et de Thymus
algeriensis étaient les meilleurs inhibiteurs de 1’hémolyse, leurs effets exprimes en
pourcentages étaient bien plus importants que celui de la quercétine et de 1’acide ascorbique.
Ces extraits ont induit une inhibition de I’hémolyse dépassant les 90% a 1000 pg/ml.
Cependant, en termes de concentrations inhibitrices de 50% de 1’hémolyse (ICsp), I’efficacité
de T. algeriensis était inférieure a celle d’A. verticillata dont les ICsp respectives égales a 171,32
et 125,03 pg/ml. Néanmoins, aucune différence significative n’a été observée avec la quercétine

dont I’'ICsg est égale a 183,72 pg/ml, témoignant une efficacité similaire.
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Quant a I’extrait de T. polium subsp capitatum, il a montré une bonne activité qui est
supérieure a celle de 1’acide ascorbique avec une ICsp de 315,95 contre 379,23 pg/mi
respectivement. Cependant cette activité est largement inférieure a celles des 2 autres extraits
avec les pourcentages d’inhibition de I’hémolyse les plus faibles. Cet extrait n’a pas pu inhiber
totalement I’hémolyse aux concentrations testées en ne dépassant pas le seuil de 77,07 % a 1000
pg/ml contrairement aux extraits de T. algeriensis et d’A. verticillata qui ont dépassé les 70 et

80 % a 500 pg/ml respectivement.

Il a été bien documenté que des flavonoides provenant de différentes sources, notamment
I'extrait de pépin de raisin (Zou et al., 2001), le thé Oolong (Zhu et al., 2002), le thé vert (Zhang
et al., 1997), le thym Thymus saturioides (Ramchoun et al., 2015), extraits de dates (Bouhlali
et al., 2016), peuvent offrir une protection in vitro contre les dommages érythrocytaires induits
par I'AAPH.

Zou et al. (2001) ont constaté que le début de I'némolyse induite par I'AAPH était
considérablement retardé en présence de I'antioxydant mixte (a-tocophérol, acide ascorbique,
b-caroténe et extraits d'herbes (contenant des catéchines de pépins de raisin et de la silybine
dérivée du chardon-Marie)). L'effet inhibiteur de I'antioxydant s'est révélé étre dépendant de la
dose. La concentration en antioxydant 10 (p / v) étaient plus efficaces que 5 x 10° (p / v) et
10° (p/ v).

Magalhées et al. (2009) ont étudié 1’effet protecteur des extraits de pulpe et de pelure de
fruit de cognassier (Cydonia oblonga Miller) contre I'némolyse oxydante des érythrocytes
humains et trouvé des valeurs d’ICsg calculée pour I'extrait de pulpe aprés 3 h d'incubation de
652 et 695 pg / ml respectivement.

Banerjee et al. (2008) ont montré que le traitement des globules rouges par la curcumine
provoquait une diminution de I'némolyse dépendante de la concentration avec une valeur d’1Csg
pour de 43 £ 5 mM.

Nabavi et al. (2013) ont trouve que les substances bioactives liposolubles de 1’avocat
pouvaient inhiber I’hémolyse avec une ICsp = 313.0 £ 11.5 pg/ml en altérant la membrane

cellulaire de érythrocytes, plutdt que par balayage direct de radicaux peroxyle.

Dans une étude sur extraits de plusieurs plantes d’Algérie, Djeridane et al. (2007) ont
également observée une efficacité trés significative dans [linhibition de I'némolyse

érythrocytaire induite radicalement pour Oudneyna africanan, Artemisia arboresens et
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Globularia alpyum dont les activités étaient presque similaires a celles de 1’acide caféique ainsi
que le Teucrium polium qui était 2 fois plus efficace que I’acide ascorbique (Djeridane et al.,
2007).

En plus des travaux précédemment cités réalisés sur des extraits bruts, plusieurs auteurs
ont étudiés des composes ou fractions isolés. Ainsi, Zhu et al. (2002) ont examiné 1’influence
de I'extrait de cacao sur I'némolyse érythrocytaire in vitro. L'extrait de cacao procurait un
puissant effet inhibiteur contre I'némolyse des érythrocytes. Sur une base pondérale, les effets
inhibiteurs de I'extrait de cacao étaient presque deux fois plus importants que ceux de I'acide
ascorbique (60% vs 37% a 8000ug/ml). De plus, les fractions flavanols et oligomeres
procyanidiques (monomeres a décameres) testés ont présenté une protection dose-dépendante
contre I’hémolyse érythrocytaire induite par le 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane) (AAPH) entre
2,5 et 40 uM. Les fractions dimeére, trimere et tétramére ont démontré I'activité protectrice la
plus forte contre I'némolyse érythrocytaire. Le dimére, le trimere et le tétrameére ont montré les
effets inhibiteurs les plus forts a 10 uM, 59,4%, 66,2%, 70,9%; 20 uM, 84,1%, 87,6%, 81,0%;
et 40 uM, 90,2%, 88,9%, 78,6%, respectivement. Les fractions monomeres ((-) - épicatéchine
et de (+) — catéchine) et pentamere en décamere avaient des effets protecteurs similaires. Toutes

les fractions ont eu un effet protecteur supérieur a celui de I'acide ascorbique.

Dans une autre étude, Zhu et al. (2005) ont trouvé que les flavanols de cacao
(épicatéchine, catéchine), le dimere B2 et le 30-O-méthylépicatéchine ont fourni des effets
protecteurs (p, 0,001) contre I'némolyse induite par les radicaux libres par I'AAPH de maniere
dépendante (2,5 mM a 20 mM). Le niveau de protection était supérieur a celui de l'acide
ascorbique.

Une étude de Dai et al. (2006) a révelé que les flavonols et leurs glycosides sont des
antioxydants efficaces pouvant protéger les globules rouges humains de I'hémolyse oxydante
induite par les radicaux libres comme I’AAPH. Les flavonols comme la myricétine, la
quercétine, la rutine et leurs glycosides le quercétine galactopyranoside et le quercétine
rhamnopyranoside) portant une fonctionnalité ortho-dihydroxyle ont montré une activité anti-
hémolytique beaucoup plus efficace que celle des autres flavonols comme la morine, le

kaempférol et le kaempférol glucopyranoside, ne portant pas une telle fonctionnalité.
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Les membranes biologiques peuvent étre affectées par de nombreux produits naturels
présents dans les plantes médicinales. Dans le présent test anti-hémolyse, le traitement avec les
extraits induit une résistance accrue des érythrocytes a I'hémolyse provoquée par les radicaux
libres. Cette activité protectrice peut étre expliquée par I'effet de piégeage des extraits sur ces

radicaux lié au contenu en polyphénols et flavonoides.

Nos résultats montrent que ces plantes ont un effet protecteur et stabilisant de la
membrane cellulaire. Youdim et al. (2000) ont signalé que les polyphénols améliorent la

résistance des globules rouges stress oxydatif in vitro et in vivo.

Diverses études ont récemment étudié le potentiel des phénols contre les dommages
oxydatifs dans les globules rouges, suggérant une interaction possible entre les flavonoides et
les lipides membranaires des globules rouges et des protéines généralement ciblées par la
peroxydation lipidique entrainant un effet bénéfique sur la stabilit¢ de la membrane
érythrocytaire (Ferrali et al., 1997 ; Chaudhuri et al., 2007 ; Magalhées et al., 2009 ; Bouhlali
et al., 2016).

Plusieurs auteurs ont démontré que les flavonoides pourraient étre incorporés dans les
membranes érythrocytaires et améliorer leur stabilité (Sesso et al., 2003 ; de Freitas et al.,
2008). De plus, de Freitas et al. (2008) rapportent que 1’exacerbation des contacts de van der
Waals a D’intérieur de la bicouche lipidique par les flavonoides pourrait étre une source de

stabilisation membranaire.

Des rapports scientifiques antérieurs ont montré une forte relation entre les pourcentages
d'inhibition de I'némolyse et le pouvoir réducteur et le pouvoir de piégeage du DPPH a été mise
en évidence, suggérant que le mécanisme d'action des extraits dans leur activité antioxydante
pourrait étre identique étant lié a la teneur en phénols totaux et flavonoides (Magalhaes et al.,
2009 ; Ramchoun et al., 2015 ; Bouhlali et al., 2016).

En outre, d’autres rapports ont indiqué qu’une bonne activité antihemolytique peut
résulter de concentrations élevées de composés polyphénoliques liposolubles (Chaudhuri et al.,

2007) et de certains flavonoides, telle que la quercétine (Nabavi et al., 2010).
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6. Etude de P’activité antimicrobienne

L'action antimicrobienne des huiles essentielles dans les systemes d'aliments modéles ou
dans les aliments réels est bien documentée dans la littérature. Bien que la majorité des huiles
essentielles sont classées comme étant généralement reconnues sires (GRAS : Generally
Recognized As Safe) (Kabara, 1991), leur utilisation dans les aliments en tant que conservateur
est souvent limitée en raison de considérations néfastes, étant donné que les doses
antimicrobiennes peuvent dépasser les limites organoleptiques acceptables. Par conséquent, il
existe une demande croissante de connaitre les concentrations minimales inhibitrices (efficaces)
(CMI) des huiles essentielles afin de permettre un équilibre entre I'acceptabilité sensorielle et
I'efficacité antimicrobienne. Ceci peut étre réalisé avec des études in vitro et in vivo (Lambert
et al., 2001).

Les huiles essentielles ainsi que les extraits éthanoliques ont été testés pour leur activité
antibactérienne in vitro contre 5 souches de bactéries de références fréquemment impliquées
dans les intoxications alimentaires, en évaluant les zones d’inhibition (mm) et en déterminant

les valeurs de CMI (mg/ml). Les résultats sont rapportés dans le tableau 19.

Tableau 19. Diamétres des zones d’inhibition ZI (en mm) et Concentrations minimales

inhibitrices CMI (en mg/ml)) des huiles essentielles

HE T. algeriensis T. polium A. verticillata
ZI CMI ZI CMI

E. coli 25922 28 5 NA - 19 10

P. aeruginosa 9627 19 5 NA - 22 5

K. oxytoca 13182 20 10 NA - 23 5

B. cereus 10876 26 2,5 21 >20 31 1,25

S. aureus 6538 62 1,25 26 20 62 1,25

6.1. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont montré une activité inhibitrice a divers degrés vis-a-vis de
toutes les souches testées (p <0,05). L'activité antibactérienne variait d'une absence d'inhibition
a une inhibition tres importante contre les microorganismes testés. Les zones d'inhibition et les

valeurs de CMI des souches microbiennes étaient comprises entre 19 et 62 mm et entre 1,25 et
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20 mg/ml respectivement. Les bactéries a Gram positif se sont révélées plus sensibles aux huiles
essentielles que les bactéries a Gram négatif.

Les huiles essentielles de T. algeriensis et d’A. verticillata ont montré une forte activité
contre toutes les souches en particulier les Gram positif tandis que I’HE de T. polium subsp
capitatum s’est avérée active contre les Gram positif mais inactive contre les Gram négatif. En

fait, les différentes souches n’ont eu pas la méme sensibilité vis-a-vis les huiles essentielles.

L'activité la plus élevée a éte observee contre Staphylococcus aureus ATCC 6538 avec
les zones d'inhibition les plus fortes de 62 mm pour les huiles de T. algeriensis et A. verticillata,
témoignant une sensibilité trés importante de cette bactérie gram positif. Cependant, cette
sensibilité, pour autant importante, diminue fortement vis-a-vis I’huile essentielle de T. polium

subsp capitatum avec un diametre de 26 mm.

Les HE ont également exercé une activité antibactérienne importante vis-a-vis ’autre
bactérie Gram positif Bacillus cereus ATCC 10876 mais moins prononcée que celle contre
Staphylococcus aureus ou I’A. verticllata a exhibé la plus forte activité avec un diametre de 31

mm contre 26 mm pour le T. algeriensis et 21 mm pour le T. polium subsp capitatum.

Pour les bactéries Gram négatif, elles se sont révélées moins sensibles que les Gram
positif. L’HE de Thymus algeriensis a montré un effet antibactérien élevé contre E. coli avec
un diametre de 28 mm et un effet modéré contre Pseudomonas auroginosa et Klebsielle oxytaca
avec des diametres de 19 et 20 mm respectivement. Par contre, I’HE d’A. verticllata a manidetsé
une activite modérée contre E. coli avec un diamétre de 19 mm mais une activité plus ou moins
importante contre P. auroginosa et K. oxytaca avec des diamétres de 22 et 23 mm

respectivement.

L'activité antimicrobienne estimée par la CMI indique une forte variation des CMI des
huiles vis-a-vis les souches bactériennes (Tableau 16). La valeur de CMI la plus élevée a été
observée contre P. aeruginosa (Gram négatif) (20 mg/ml), tandis que la plus faible a été notée
contre S. aureus et B. cereus (Gram positif) (1,25 mg/ml). L’HE de T. polium subsp capitatum

a montré les concentrations inhibitrices les plus élevées (> 20 mg/ml).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par plusieurs auteurs qui ont noté que
les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries a Gram

négatif en particulier a celle de T. algeriensis.
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En fait, Ait-Ouazzou et al. (2011) ont trouvé que la bactérie S. aureus (Gram positif)
présentait une sensibilité tres élevée contre I’HE de T. algeriensis (Z1=51 mm ; CMI<0,5 pl/ml)

par rapport a E. coli (17,8 mm ; 1 pl/ml) et P. aeruginosa (15 mm ; 10ul/ml).

De méme, Zouari et al. (2011) ont montré que la bactérie la plus susceptible pour 1’huile
essentielle de T. algeriensis était Bacillus cereus (30 mm ; 1ul/ml) avec Enterococcus faecalis
(18,5mm ; 3ul/ml) (Gram positif) par rapport aux grams négatifs comme Pseudomonas

aeruginosa (14.5 mm ; 6ul/ml) et E. coli (14 mm ; 6ul/ml).

De plus, Ben El Hadj et al. (2015) ont signalé que B. cereus ATCC 11778 (18,2 a 25,5
mm) et S. aureus ATCC 25923 (14.8 -19,4 mm) etaient les bactéries les plus sensibles a la fois
a la gentamycine et aux huiles essentielles de T. algeriensis de différentes provenances avec les
CMI les plus faibles (1-2,5 pl/ml) contrairement a P. aeruginosa dont la valeurs de CMI était

la plus élevée (2,5-5 pl/ml).

Tandis que, Chemat et al. (2013) ont observé une sensibilité élevée des bactéries

Pseudomonas aeruginosa (75 mm), E. coli (46 mm) et Staphylococcus aureus (60 mm).

Contrairement, dans une étude précédente, Dob et al. (2006) ont trouvé que la bactérie S.
aureus (Gram positif) avec P. aeruginosa et E. coli (Gram négatif) étaient les plus résistantes a
cette huile. De méme, Jayari et al. (2017) ont trouvé que S. aureus (12 mm) et P. aeruginosa

(13mm) étaient les plus résistantes cependant E. coli était la plus sensible (28 mm).

L’activité antimicrobienne remarquable de I’huile essentielle de T. algeriensis pourrait
étre liée a ses composants monoterpenes oxygenés et hydrocarbures monoterpénes, qui
constituent respectivement environ 43,8% et 45,5% de cette huile (ensemble environ 89,3%),

comme suggéré précédemment (Cox et al., 2000).

Les différences observées dans les résultats de I'activité antibactérienne de I’HE de T.
algeriensis seraient attribuées a la variation quantitative des composés des huiles essentielles
attribuée aux effets de population comme montré par des travaux antérieurs de Gachkar et al.
(2007) et B. E. Ali et al. (2015).

Concernant ’activité antibactérienne de I’HE d’A. verticillata, les diamétres des zones
d’inhibition sont plus importants a ceux rapportés en littérature. De ce fait, Laouer et al. (2003)
ont trouvé que I’HE d’A. pusilla, riche en thymol (44,5%), avait une activité antimicrobienne
significative contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (15mm) et Escherichia coli (ATCC
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25922) (16 mm) tandis que Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) (9 mm) s’est montré
résistant a cette huile essentielle a une double dilution (1/2 :10 pl).

En revanche, Tefiani et al. (2015) ont trouvé une activité antibactérienne faible contre E.
coli DSM 1077 (12,36 mm) et Staphylococcus aureus SARM (Résistant a la Méticilline 5)
(11,67 mm). L’ H.E. d’A. pusilla était riche en alcool de cumin (44%), avec du p-cymeéne et du
limonéne en quantités plus faibles. La faible teneur en ces 2 composés pourrait avoir contribué

a I'absence d'activité antibactérienne efficace d'A. pusilla.

Récemment, Attou et al. (2017) ont trouvé une activité antibactérienne importante de
cette huile surtout contre les bactéries Gram positif comme Bacillus cereus ATCC 25921 (35
mm ; 0,78 pl/ml) et Staphylococcus aureus ATCC 6538 (33 mm ; 0.78 pl/ml) mais aussi contre
la bactérie gram positif Escherichia coli ATCC 8739 (23.5mm; 1,65ul/ml). Cependant,

Pseudomonas aeruginosea a montré une trés grande résistante a cette huile (6,5 mm).

Quant a I’HE de T. polium subsp capitatum, les résultats sont en accord avec ceux trouvés
par Kerbouche et al. (2015) pour la méme sous-espece qui ont rapporté une activité importante
contre Staphylococcus aureus (35,3 mm) et Bacillus subtilis (22 mm), mais aucune activité vis-

a-vis Pseudomonas aeruginosa.

De méme, Belmekki et al. (2013) ont trouvé que Bacillus cereus ATCC 11778, S. aureus
ATCC 25923 et E. coli ATCC 25922 étaient les micro-organismes les plus sensibles avec les
zones d'inhibition les plus élevées (15, 16 et 16 mm ; CMI =5, 4 et 3 ul / ml respectivement).

En revanche, la bactérie P. aeruginosa ATCC 27853 était résistante a cette huile essentielle.

Similairement, Purnavab et al. (2015) n’ont trouvé aucune activité antibactérienne de

I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique et de T. polium contre P. aeruginosa.

Cependant, VVahdani et al. (2011) ont montré que I’HE Teucrium polium a différentes
concentrations (2,5; 5 et 10 ul) a présenté une légére activité antimicrobienne sur les

microorganismes. Escherichia coli (6, 6 et 7 mm) et Klebsiella pneumoniae (6, 7 et 7.5 mm)

6.2. Activité antimicrobienne des extraits éthanoliques

En général, les extraits éthanoliques présentaient des activités antimicrobiennes trés
faibles par rapport aux huiles essentielles. Les résultats du dépistage antimicrobien ont montré
une faible activité contre S. aureus, alors que le reste des extraits était inactif contre d'autres

micro-organismes (données non présentées). Ces résultats sont en accord avec ceux trouveés par
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plusieurs auteurs notamment pour les extraits de Teucrium polium (Essawi et Srour, 2000 ;
Sarac et Ugur, 2007 ; Darabpour et al., 2010).

Les huiles essentielles testées ont montré d’excellentes activités antimicrobiennes
cependant elles différaient d’une huile essentielle a une autre, et d’une bactérie a une autre. Les
facteurs déterminant l'activité des huiles essentielles sont la composition, les groupes
fonctionnels présents dans les composants actifs et leurs interactions synergiques (Dorman et
Deans, 2000). Le mécanisme d'action antimicrobien varie en fonction du type d'HE ou de la
souche du microorganisme utilisé. 1l est bien connu qu'en comparaison avec les bactéries a
Gram négatif, les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux HE (Huang et al., 2014 ;
Azhdarzadeh et Hojjati, 2016). Cela peut étre attribué au fait que les bactéries a Gram négatif
aient une membrane externe rigide, riche en lipopolysaccharide (LPS) et plus complexe,
limitant ainsi la diffusion de composés hydrophobes a travers elle. Alors que cette membrane
supplémentaire complexe est absente chez les bactéries Gram positif, entourée d'une épaisse
paroi de peptidoglycane non suffisamment dense pour résister aux petites molécules
antimicrobiennes, facilitant ainsi l'acces a la membrane cellulaire (Bezi¢ et al., 2003 ;
Zinoviadou et al., 2009 ; Hyldgaard et al., 2012). De plus, les bactéries a Gram positif peuvent
faciliter I'infiltration de composés hydrophobes d'HE en raison des extrémités lipophiles de

I'acide lipotéichoique présent dans la membrane cellulaire (Cox et al., 2000 ; Cowan, 1999).

Certains HE, tels que celles trouvés dans le basilic, la sauge, I'hysope, le romarin, I'origan
et la marjolaine, sont actives contre E. coli, S. aureus, B. cereus et Salmonella spp. mais sont
moins efficaces contre Pseudomonas spp. en raison de la formation d'exopolysaccharides qui

augmentent la résistance aux HE (De Martino et al., 2009).

La présence du carvacrol et de thymol comme composants principaux peut expliquer la
forte activité antimicrobienne des HE de T. algeriensis et A. verticillata. De ce fait, Cosentino
et al. (1999) ont rapporté que les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles de thym
sont principalement liées a leur teneur élevée en phénol. Les mémes auteurs ont également noté
que parmi les composés uniques testes, le carvacrol et le thymol se révélaient étre les plus

efficaces contre plusieurs souches et bactéries d'origine alimentaire.

Par contre, le r6le spéecifique et/ ou la contribution des composés individuels de T. polium
ne sont pas clairs. Les propriétés antibactériennes de l'oxyde de caryophylléne et du B-
caryophylléne ont été démontrées. Le B-pinéne est également connu pour son activité

antibactérienne et antifongique (Raei et al., 2014). Le a-pinéne était auparavant connu pour son
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activité antibactérienne (Kabouche et al. 2005). De plus, Ultee et al. (2002) ont démontré que
le p-cyméne avait une activité antibactérienne tres faible, mais qu'il pouvait induire un
gonflement de la membrane bactérienne. Par ce mécanisme, le p-cymene facilite probablement
le transport de I a. -pinene et B -pinéne dans la cellule. Le p-cymene n'affecte pas la perméabilité
de la membrane mais peut diminuer I'enthalpie et la température de fusion de la membrane, ces
propriétés renforcent la notion que ce composé peut agir comme une impureté de substitution

dans la membrane (Cristani et al., 2007).

Dans une étude, Burt et al. (2007) ont montré que les cellules d'E. coli cultivées en
présence d'une concentration sublétale de carvacrol produisaient beaucoup plus de GroEL,
indiquant que le carvacrol affectait le repliement des protéines. Le carvacrol inhibait également
la synthése d'une autre protéine microbienne, la flagelline, et donnait naissance a des cellules
sans flagelles, qui présentaient par la suite une diminution de la motilité. Ultee et al. (2000) ont
observé une forte diminution de la production de toxines par Bacillus cereus en présence de
carvacrol dans BHI (Brain Heart Infusion). Le carvacrol a également inhibé la production de
toxines de B. cereus dans les soupes, mais des concentrations environ 50 fois supérieures étaient

nécessaires pour obtenir le méme effet que dans le bouillon.

La majeure partie de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles d'épices et d'herbes
culinaires semble étre associée aux composés phénoliques tels que le carvacrol et le thymol
(Davidson et Naidu, 2000 ; Trombetta et al., 2005).

En fait, plusieurs auteurs ont étudié 1’activité antimicrobienne et leur mécanisme d’action.
Dorman et Deans (2000) ont signalé que parmi les sept composants d'huile individuels testés
contre 25 souches bactériennes, le composant ayant le spectre le plus large était le thymol suivi
du carvacrol. Ces auteurs ont également indiqué que le thymol et le carvacrol ont des effets
antimicrobiens similaires mais ont des mécanismes d'action différents contre les bactéries a

Gram positif et les bactéries & Gram négatif.

De méme, Klein et al. (2013) ont déterminé I'activité antimicrobienne de six composants
d'huiles essentielles contre les bactéries responsables de la détérioration des aliments,
Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Brochothrix thermosphacta et Pseudomonas fragi, a
usage unique et combinées. lls ont également montré que, a usage unique, les composants de
I'huile les plus efficaces étaient le thymol (effet bactériostatique a partir de 40 ppm, I'effet

bactericide a 100 ppm) et le carvacrol (50 ppm/100 ppm), suivis du linalol (180 ppm/720 ppm),
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a-pinene (400 ppm/pas d’effet bactéricide), 1,8-cinéol (1400 ppm/2800 ppm) et a-terpinéol
(600 ppm / pas d’effet bactéricide).

Figure 45. Photos montrant les zones d’inhibitions des souches testées (aromatogramme)
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L'activité antimicrobienne de la plupart des terpénoides est liée a leurs groupes
fonctionnels. Le groupe hydroxyle des terpénoides phénoliques et la présence d'électrons
délocalisés sont des éléments importants de leur action antimicrobienne. Par exemple, le
carvacrol est plus efficace que d'autres composants d’HE, tels que le p-cyméne (Dorman et
Deans, 2000 ; Ultee et al., 2002 ; Benarfa et al., 2006). L'échange entre le groupe hydroxyle et
un éther méthylique dans le thymol et le carvacrol peut affecter leur hydrophobicité et leur
activité antimicrobienne. Le groupe hydroxyle augmente leur capacité hydrophile, ce qui
pourrait les aider a se dissoudre dans la membrane microbienne et a les altérer. Ces composants
agissent sur les cellules microbiennes et provoque des lésions structurelles et fonctionnelles de
leurs membranes, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité (Sikkema et al., 1995).
La position relative du groupe hydroxyle dans le noyau phénolique ne semble pas influencer le
degré d'activité antibactérienne. Comparé au carvacrol, le thymol a une activité antimicrobienne
similaire contre B. cereus, S. aureus et P. aeruginosa, méme si son groupe hydroxyle est situé
dans une position différente (Lambert et al., 2001 ; Ultee et al., 2002).

Helander et al. (1998) ont démontré que le carvacrol et le thymol pouvaient désintégrer
la membrane externe et libérer le matériau associé a la membrane externe d’E. coli au milieu
externe. En plus, ils ont diminué le pool d'ATP intracellulaire et également augmenté I'ATP
extracellulaire, indiquant une action perturbatrice sur la membrane cytoplasmique. En outre,
Xu et al. (2008) ont attribué leur effet antibactérien sur E. coli a leur capacité a perméabiliser

et & dépolariser la membrane cytoplasmique.

Le thymol entraine des altérations structurelles et fonctionnelles de la membrane
cytoplasmique pouvant endommager les membranes externe et interne, il peut également
interagir avec les protéines membranaires et les cibles intracellulaires (Sikkema et al., 1995 ;
Di Pasqua et al., 2010). L'interaction du thymol avec la membrane affecte la perméabilité de la
membrane et entraine la libération d'ions K* et d'ATP (Lambert et al., 2001, Walsh et al., 2003 ;
Xu et al., 2008). Dans certains cas, le thymol peut induire la libération de lipopolysaccharides,
mais n'affecte pas les cations chélateurs (Helander et al., 1998). Le thymol s'intégre dans les
groupes de téte polaires de la bicouche lipidique, induisant des altérations de la membrane
cellulaire A faible teneur en thymol, la membrane peut adapter son profil lipidique pour
maintenir sa fonction et sa structure (Turina et al., 2006). Les interactions du thymol avec les
protéines se produisent sur différents sites de la cellule et peuvent affecter diverses fonctions

cellulaires (Sikemma et al., 1995).
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Comme le thymol, le carvacrol est I’un des rares composants d’une HE qui ait un effet
désintégrant sur la membrane externe des bactéries a Gram négatif (La Storia et al., 2011). Il
provoque la libération des lipopolysacharides (LPS) (Helander et al., 1998) et agit également
sur la membrane cytoplasmique pour modifier le transport des ions. L'activité du carvacrol
semble étre liée a la présence d'un groupe hydroxyle pouvant jouer le réle de transporteur trans-
membranaire de cations monovalents en transportant H* dans le cytoplasme cellulaire et en
transportant le K* vers I'extérieur. La dissipation des gradients ioniques conduit a une altération
des processus essentiels dans la cellule et finalement a la mort cellulaire (Ultee et al., 1999 ;
Ultee et al., 2002 ; Benarfa et al., 2006).

Cependant, le mode d'action du carvacrol semble étre d'augmenter la fluidité et la
perméabilité des membranes. Lorsque les cellules microbiennes sont exposées au carvacrol,
elles peuvent modifier leur composition en acides gras membranaires. C'est un mécanisme bien
connu qui permet aux cellules de maintenir une structure et un fonctionnement optimaux de la
membrane. La modification de la composition en acides gras en réponse du carvacrol pourrait
non seulement affecter la fluidité de la membrane, mais également ultérieurement sa
perméabilité (Ultee et al., 2000 ; Di Pasqua et al., 2006 ; Di Pasqua et al., 2007).

Il existe également des preuves limitées que le carvacrol affecte les enzymes
périplasmiques et les protéines membranaires (Juven et al., 1994). Plusieurs auteurs ont
rapporté que le carvacrol se joignait aux groupes amine et hydroxylamine des protéines de la
membrane bactérienne, altérant leur perméabilité et entrainant la mort de la bactérie (Lambert
etal., 2001).

Ultee et al. (2002) ont trouvé que le carvacrol, composé antimicrobien naturel, a une
préférence marquée pour les phases hydrophobes. Les coefficients de partage du carvacrol dans
les phases octanol-eau et tampon liposomes ont été déterminés (3,64 et 3,26, respectivement).
L'ajout de carvacrol a une suspension liposomale a entrainé une expansion de la membrane
liposomale. Une expansion maximale a été observée aprés addition de 0,50 mol de carvacrol /
mg de L phosphatidyléthanolamine. Le p-cymene, précurseur biologique du carvacrol dépourvu
de groupe hydroxyle, a une préference plus grande pour les membranes liposomales, ce qui
entraine une plus grande expansion. L'effet du p-cymene sur le potentiel de membrane était
moins prononcé que celui du carvacrol. Le p-cymene n'a pas d'incidence sur les bassins de
gradient de pH et d'ATP. La mesure des activités antimicrobiennes de composés similaires au

carvacrol (par exemple thymol, cyméne, menthol et ester méthylique de carvacrol) a montré
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que le groupe hydroxyle de cette molécule composé et la présence d’un systéme d’électrons
délocalisés jouent un réle important dans 1’activité antimicrobienne du carvacrol. Sur la base
de cette étude, ces auteurs ont émis I’hypothése que le carvacrol déstabilise la membrane
cytoplasmique et, en outre, agit comme un échangeur de protons, réduisant ainsi le gradient de
pH a travers la membrane cytoplasmique. L'effondrement de la force motrice des protons et
I'épuisement du pool d'ATP qui en résulte ont finalement conduit & la mort cellulaire.
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Figure 46. Représentation schématique de l'activité supposée du carvacrol (Ultee et al., 2002)

Le carvacrol non dissocié diffuse a travers la membrane cytoplasmique vers le cytoplasme et
se dissocie, libérant ainsi son proton dans le cytoplasme. Il revient ensuite non dissocié en
portant un ion potassium (ou un autre cation) du cytoplasme, qui est transporté a travers la
membrane cytoplasmique vers I'environnement externe. Un proton est absorbé et le carvacrol
sous forme protonée diffuse a nouveau a travers la membrane cytoplasmique et se dissocie en
libérant un proton dans le cytoplasme.
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Bien que certains composés majeurs jouent a eux seuls un réle important dans I’activité
d’une HE, cependant, il est difficile d’attribuer 1’activité antimicrobienne de ces huiles
essentielles caractérisée par un mélange complexe, a un constituant unique ou particulier. En
fait, certaines études ont conclu que les huiles essentielles entieres ont une activité

antibactérienne supérieure a celle des composants principaux mélangés (Gill et al., 2002).

Des effets synergiques et antagonistes entre plusieurs composants de I'huile sont possibles
et doivent également étre pris en compte. En outre, il a été démontré que les interactions
synergiques et / ou antagonistes entre les composants mineurs et les principaux composants des
huiles essentielles peuvent affecter les activités antimicrobiennes (Vladimir-Knezevi¢ et al.,
2012). En effet, Giweli et al. (2013) ont noté que I'huile essentielle de T. algeriensis possédait
une meilleure activité antibactérienne que les composés thymol et carvacrol, ce qui pourrait
s'expliquer par l'activité synergique des autres composeés présents. Ultee et al. (2002) ;
Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn, (2010) ont signalé que le p-cymene peut augmenter

I'activité antimicrobienne de carvacrol.

Globalement, les huiles essentielles de Thymus algeriensis et Ammoides verticillata ont
montré une activité antibactérienne significative, en particulier contre S. aureus et B. cereus,
espéces toxinogenes reconnues. Ces huiles ont également inhibé efficacement la croissance E.
coli, P. aeruginosa et K. oxytaca, ce qui est crucial car ces bactéries se sont révélées impliquées
dans I'évolution des maladies gastro-intestinales et qui représentent, plus de 80% des cas
cliniques (Le Loir et al., 2003 ; Ehling-Schulz et al., 2004 ; Jargensen et al., 2005 ; Bennett et
al., 2013).

Les résultats actuels soutiennent l'utilisation traditionnelle de ces herbes contre diverses
infections gastro-intestinales, par conséquent, leurs propriétés bioactives pourraient facilement
étre attribuées a leurs HE. En outre, les résultats obtenus impliquent également que les huiles
de thym et de cerfeuil pourraient également étre utiles contre les infections par des agents

pathogénes d’origine alimentaire.

Il convient donc de souligner I’intérét porté a 1’étude des plantes présentant les activités
biologiques les plus élevées. Notre travail a montré que les huiles essentielles de T. algeriensis
et A. verticillata étaient les uns des principaux inhibiteurs des souches testées comme agents de
causalité des maladies d’origine alimentaire, ce qui suggere la possibilité d’utiliser ces plantes

en tant que conservateur antimicrobien naturel dans les systemes alimentaire et pharmaceutique.

145



Chapitre VI : Résultats et discussion

Il est évident que toute activité biologique d'une HE ou d'un extrait non volatile d'une
plante est étroitement liée a la composition chimique de cette huile ou de cet extrait. D'autre
part, les compositions chimiques des HE ou des extraits des différents organes d'une plante
peuvent étre qualitativement identiques mais quantitativement différentes (Hazzit et al., 2009),
car elles peuvent étre différentes des deux points de vue précédents (Abdelmageed et al., 2011 ;
Krayni et al., 2015 ; Ennajar et al., 2010 ; Nasiri et al., 2017).

De plus, pour un méme organe et une méme plante, les méthodes d'extraction (Djouahri
et al.,, 2013), l'origine geographique (Hazzit et al., 2009) ainsi que les conditions de
fonctionnement peuvent influer sur la composition chimique de I'huile ou de I'extrait et, par

conséquent, sur leurs activités biologiques (Benchabane et al., 2015 ; Krayni, et al., 2015).

Ainsi, les résultats présentent toujours une variabilité en fonction des matrices spécifiques
liées a un nombre de facteurs tels que la diversité de la nature, I'origine géographique, la

méthode d'extraction, etc.
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Les plantes constituent un réservoir immense de composes chimiques qui présentent
l'avantage d'une grande diversité structurale et d’activités biologiques. Leur utilisation
thérapeutique et alimentaire par I’homme remonte a 1’antiquité. De nos jours, un grand nombre
de plantes aromatiques et médicinales trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir la médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agroalimentaire. Parmi ces
molécules, les composés phénoliques et terpéniques occupent une place trés importe par leurs
propriétés pharmacologiques qui sont attribuables principalement a leurs activités

antioxydantes.

Cette étude a été réalisée dans le but d’évaluer les activités biologiques de 3 plantes
aromatiques en 1’occurrence Teucrium polium subsp capitatum, Thymus algeriensis et
Ammoides verticillata dans la perspective de mieux exploiter leur potentiel dans le domaine

alimentaire et nutraceutique.

De cette étude nous pouvons ressortir les points suivants :

- Des rendements importants (v/m) en huile essentielle ont été obtenus pour les plantes
A. verticillata et T. algeriensis (3,33 et 2.67%) alors que un rendement faible (0,27%)
pour la plante T. polium subsp. capitatum.

- Les données chromatographiques ont montré que I’HE de T. polium subsp capitatum
est caractérisée par le germacéne D (25%) comme principal composant, suivi par le -
pinéne (11,3%) et le bicyclogermacéne (10,4%). L’HE de T. algeriensis était dominée
par le carvacrol (43,2%), le p-cyméne (18,7%) et le y-terpinéne (14,8%). L’HE d’A.
verticillata était caractérisée par le thymol (43.3%), le carvacrol (12.0 %),le p-cyméne
(14.6%), le limonene (11.0 %), et le y-terpinene (9.9 %) comme constituants principaux.

- Les valeurs des rendements et teneurs en composés phénoliques totaux (CPT) et
flavonoides totaux (FT) des extraits éthanoliques ont montré une richesse en ces
composés qui varient entre 108-170 et 25,33-67,79 mg EAG et EQ/g d’extrait
respectivement, dans I’ordre A. verticillata, T. algeriensis et T. polium subsp. capitatum.

- Le profilage chromatographique par HPLC-DAD des extraits a révéle des profils riches
en acide n-hydroxy cinnamique pour le Teucrium polium subsp capitatum, acide
rosmarinique pour le Thymus algeriensis et lutéoline 7-O-glucoside pour I’Ammoides

verticillata.
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L’évaluation des activités biologiques a permis de mettre en évidence l'efficacité des
propriétés anti-cholinestérasiques notamment pour les HE qui ont montré les meilleures
activités inhibitrices vis-a-vis de l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase par rapport
aux extraits. Néanmoins, elles étaient moins actives que le standard galantamine. L’HE de T.
algeriensis a exercé la meilleure activité inhibitrice de I’ AChE (I1Cso = 98,84 pg/ml), tandis que
la meilleure activité inhibitrice de la BChE a été a exercée par I'huile de T. polium subsp
capitatum (ICso = 89,71 pg/ml). Les EE ont manifesté un faible effet inhibiteur, voire aucun,
notamment vis-a-vis I’ AChE. En effet, seul I’extrait de T. algeriensis a montré une activité anti-

BChE plus ou moins modérée (ICso = 214,76 pg/ml).

Les propriétés antioxydantes a été évaluée par les tests blanchiment de B-caroténe,
pouvoir réducteur ferrique et cuivrique et inhibition des radicaux ABTS', DPPHe. et
superoxydes. Les HE ont montré différentes tendances en matiére d'activité antioxydante en
fonction du test utilisé, tandis qu’une activité élevée a été constatée pour les extraits
éthanoliques avec tous les tests. Les résultats de tous les tests, exprimés en terme de 1Cso (g /
ml) ont montré pour toutes les méthodes utilisées, a I’exception du test CUPRAC, une bonne
corrélation entre la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante des extraits des
trois plantes. En effet, I'extrait d’A. verticillata et T. algeriensis plus riche en ces composés,
étaient généralement les plus actifs par rapport a I'extrait de T. polium subsp capitatum. D'autre
part, ce dernier extrait était plus actif que son HE correspondant avec toutes les méthodes testées
sauf le test ABTS.

L’étude de I’activité antihémolytique a révélé une tendance similaire a celle de I’activité
antioxydante ou les extraits les plus riches en composés notamment 1I’A. verticillata ont assuré
une meilleure protection des érythrocytes contre 1’hémolyse induite par I’AAPH qui dépasse

méme celle de la quercétine un flavonoide aux propriétés antihémolytiques.

Les propriétés antimicrobiennes ont été également étudiées quantitativement et
qualitativement par la mesure des zones d’inhibition (ZI) et des concentrations minimales
inhibitrices (CMI). Les huiles essentielles de T. algeriensis et d’A. verticilatta ont montré une
forte activité contre les bactéries Gram positif et Gram négatif contrairement & I’'HE de T.
polium subsp capitatum qui s’est avérée inactive contre les Gram negatif. Cependant, les EE
étaient tous inactifs contre toutes les bactéries testées. Les zones d'inhibition et les valeurs de
CMI des souches microbiennes étaient comprises entre 19 et 62 mm et entre 1,25 et 20 mg / ml

respectivement. Les bactéries a Gram positif se sont révélées plus sensibles aux huiles
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essentielles que les bactéries a Gram négatif. L activité la plus élevée a été observée contre les
bactéries Gram positif S. aureus ATCC 6538 avec les zones d'inhibition les plus élevées (62
mm) et les CMI les plus faibles (1,25 mg/ml) pour les huiles de T. algeriensis et A. verticilata
tandis que 1’activité la plus faible a été remarquée pour les bactéries P. auroginosa ATCC 9627
et K. oxytaca ATCC 13182. L’HE de T. polium subsp capitatum a montré les concentrations

inhibitrices les plus élevées.

Nos résultats ont montré que les extraits volatiles et non volatils (HE et EE) des trois
plantes possédent des propriétés anticholinestérasiques, antihémolytiques, antioxydantes
agissant en tant que piégeurs de radicaux libres, agents réducteurs et inhibiteurs de la
peroxydation des lipides ainsi que antimicrobiennes. Cependant, seule I'HE de T. algeriensis a
montré une capacité prometteuse pour une utilisation éventuelle en tant qu'agent thérapeutique
pour les troubles neurodégénératifs. Les EE des trois plantes ont montré une forte capacité
antioxydante dans la mesure ou la concentration inhibitrice médiane était atteinte pour tous les
tests, ce qui n'était pas le cas avec les HE. Dans presque tous les tests utilisés, I’A. vertcillata a
montreé la plus grande efficacité, que ce soit par son HE ou par son EE, ou par les deux a la fois,
suivi de T. algeriensis ce qui suggere que ces plantes pourraient étre exploitées a des fins

alimentaires.

Enfin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape
dans la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires

seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en évidence.

En perspective, il serait fort intéressant de :

- Compléter cette étude in vitro par : ne expérience in vivo, a méme capable de vérifier
les activités biologiques de ces extraits et de s’en assurer I’innocuité totale et 1’absence
de risques toxicologiques de ces composés chez un modéle animal de choix.

- Incorporer ces composés dans un aliment modéle et d’explorer I’effet isolé et
synergique des différents constituants.

- Utiliser des méthodes plus modernes pour 1’extraction des principes actifs telles que
I’extraction assistée par microondes, par ultrason ou par fluide supercritique.

- Elargir I’éventail des tests antioxydants et antimicrobiens a d’autres tests plus avancés

- Isoler les principes actifs de ces extraits et étudier leurs effets in vitro et in vivo.

- Appliquer les techniques biotechnologiques dans le domaine des métabolites
secondaires afin de tirer le maximum de ces molécules, et les utiliser pour I’intérét de

la santé humaine.
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Figure 1. Chromatogramme (GC-MS) des huiles essentielles de Teucrium polium subsp

capitatum, de Thymus algeriensis et d’Ammoides verticillata (de haut en bas)
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Figure 3. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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Tableaux : Analyse de la différence significative par le test de Tukey pour toutes les méthodes

Teneur en composés phénoliques

Différence significative de Tukey?

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Plante N 1 2
T. polium 3 108,5947
A. verticillata 3 170,2763
T. algeriensis 3 170,4563
Sig. 1,000 ,988
Teneur en flavonoides
Différence significative de Tukey?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Plante N 1 2 3
T. polium 3 25,3297
T. algeriensis 45,1163
A. verticillata 67,7907
Sig. 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont

affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.

Activité d’inhibition de la BChE (IC50)

Différence significative de Tukey?

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Echantillon N 1 2 3 4 5
Galanthamine 3 34,590
T. pol HE 3 89,708
T. alg HE 3 128,570
A. verticillata HE 3 188,290
T.alg EE 3 214,764
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
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Différence significative de Tukey?

Activité d’inhibition de I’AChE (1C50)

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

1

2

3

Galanthamine
T. alg HE

A. verticillata HE
T. pol HE

Sig.

W W w w

6,2700

1,000

98,8430

1,000

201,2667

1,000

261,9683
1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogéenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.

Différence significative de Tuke

Test de piégeage du radical DPPH (IC50)

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

4

5

6

T. pol HE

BHT

T. alg EE

A. verticillata EE
Thymol

T. pol EE

A. verticillata HE
carvacrol

Trolox

T. alg HE

Sig.

W W W wwww w w

,0000

1,000

22,3200

1,000

29,7780
31,6905

,831

41,4532

1,000

47,3381

1,000

139,2806

1,000

200,0957

1,000

511,4300

1,000

547,679

1,000
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Différence significative de Tukey?

Test de piégeage du radical ABTS (IC50)

Echantillon

Sous-ensemble pour al

pha = 0.05

3

4

5

A. verticillata HE
Trolox

T. alg HE

A. verticillata EE
T. alg EE

T. pol HE

BHT

T. pol EE

Sig.

W W W W ww w w

1,8242

1,000

3,6903
3,8407

,994

6,0116

1,000

7,4360

1,000

12,0512

1,000

12,9900

1,000

16,1840
1,000

Pouvoir d’inhibition du radical Superoxyde (IC50)

Différence significative de Tukey?

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

1

2

3

Acide ascorbique
T. pol EE

T. alg EE

A. verticillata EE
a-tocophérol

Sig.

w W W w w

7,590

1,000

22,233
22,963
23,304

, 766

31,507
1,000

Pouvoir réducteur (IC50)

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

3

4

Acide ascorbique
A. verticillata EE
T. alg EE

BHT

A. verticillata HE
T. pol EE

T. alg HE

T. pol HE

Sig.

W W W W W w w w

9,010

1,000

40,971

1,000

58,815
61,623
62,298

,978

76,351

1,000

174,266

1,000

280,242
1,000
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Différence significative de Tukey?

Test CUPRAC (IC50)

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

1

3

4

A. verticillata HE
BHT

T. alg HE

T. alg EE

A. verticillata EE
T. pol EE

T. pol HE

Sig.

w W W W w w w

5,1071

1,000

9,6200
9,8228

1,000

13,5911

1,000

15,6821

1,000

19,3967

1,000

88,2832
1,000

Capacité d’inhibition du blanchiment du B-Caroténe (IC50)

Différence significative de Tukey?

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

3

4

Trolox

BHT

A. verticillata EE
A. verticillata HE
T. alg EE

T. alg HE

T. pol EE

T. pol HE

Sig.

W W W w w w w w

1,000
1,030

1,000

11,617

1,000

15,829

1,000

33,473

1,000

43,336
44,043

,965

78,148
1,000

Activité antihémolytique (IC50)

Différence significative de Tukey?

Echantillon

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

2

3

A. verticillata EE
T. alg EE
Quercétine

T. pol EE

Acide ascorbique
Sig.

W W W w w

125,031

1,000

171,322
183,719

,076

315,949

1,000

379,230
1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
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Figure 4. Spectres UV de quelques composeés identifiés
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Résumé :

Cette étude visait a étudier les activités anti-cholinestérase (ChE), antioxydante,
antihémolytique et antibacterienne des huiles essentielles (HE) et des extraits éthanoliques (EE)
de trois plantes médicinales d'Algérie : Thymus algeriensis Boiss. & Reut. et Teucrium polium
subsp capitatum et Ammoides verticillata. La composition chimique des HE analysée par CG
et GC-MS a révéle la présence de carvacrol (43,2%), de p-cyméne (18,7%) et de y-terpinéne
(14,8%) comme composés majeurs de T. algeriensis. Le germacéne D (25,0%) le
bicyclogermacéne (10,4%), le B-pinéne (11,3%) et le spathulénol (5,8%) pour le Teucrium
polium subsp capitatum, tandis que le thymol (43.3%), le carvacrol (12.0 %), le p-cyméne
(14.6%), le limonene (11.0 %) et le y-terpinene (9.9 %) étaient les principaux composants de
I’huile d’Ammoides verticillata. L’analyse HPLC-DAD-UV des extraits a révélé des profils
chromatographiques riches en acide n-hydroxy cinnamique pour le Teucrium polium subsp
capitatum, acide rosmarinique pour Thymus algeriensis et lutéoline 7-O-glucoside pour
I’Ammoides verticillata. Les meilleures activités inhibitrices de I'acétylcholinestérase (AChE)
et de la butyrylcholinestérase (BChE) ont été montrées par les HE de T. algeriensis et de T.
polium subsp capitatum respectivement. Néanmoins, les EE n’ont eu qu’un faible effet
inhibiteur, voire aucun, notamment contre I’AChE. L'activité antioxydante évaluée par le
blanchiment de f-caroténe, les pouvoirs réducteurs ferriques et cuivriques et I'inhibition des
radicaux ABTSe+, DPPHe et superoxydes a révélé différentes tendances en matiere
d'antioxydants en fonction du test utilisé pour les HE mais une activité élevée avec tous les tests
pour les EE. De plus, les EE ont montré une excellente activité antihémolytique contre
I'némolyse induite par I’AAPH comparativement a la quercétine et I’acide ascorbique. En outre,
une excellente activité antimicrobienne a été observée contre les souches bactériennes testées
pour les HE avec des valeurs de diametres des zones d'inhibition et de CMI variant entre 19 a
62 mm et 1,25 et 20 mg/ml respectivement. Par contre, aucune activité n’été remarquée pour
les EE.

Mots clés : Activité anticholinestérase, antioxydante, antihémolytique, antimicrobienne.
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Abstract :

This study aimed to study the anti-cholinesterase (ChE), antioxidant, antihemolytic and
antibacterial activities of the essential oils (EO) and the ethanolic extracts (EE) of three
medicinal plants from Algeria: Thymus algeriensis Boiss. & Reut., Teucrium polium subsp
capitatum and Ammoides verticillata. The chemical composition analysis by GC and GC-MS
revealed the presence of carvacrol (43.2%), p-cymene (18.7%) and y-terpinene (14.8%) as
major compounds of T. algeriensis. Germacene D (25.0%), bicyclogermacene (10.4%), B-
pinene (11.3%) and spathulenol (5.8%) for Teucrium polium subsp capitatum, while thymol
(43.3 %), carvacrol (12.0%), p-cymene (14.6%), limonene (11.0%) and y-terpinene (9.9%)
were the main components of Ammoides verticillata oil. HPLC-DAD analysis of the extracts
revealed chromatographic profiles rich in n-hydroxy cinnamic acid for Teucrium polium subsp
capitatum, rosmarinic acid for Thymus algeriensis and luteolin 7-O-glucoside for Ammoides
verticillata. The best inhibitory activities of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) were shown by T. algeriensis and T. polium subsp capitatum Eos
respectively. Nevertheless, the EE had only a weak inhibitory effect, if any, especially against
AChE. Antioxidant activity evaluated by B-carotene bleaching, ferric and cupric reducing
powers and the inhibition of ABTS™, DPPH" and superoxide radicals revealed different
antioxidant trends according to the test used for HE. but high activity with all tests for EE.
Moreover, EE showed good antihaemolytic activity against AAPH-induced hemolysis
compared to quercetin and ascorbic acid. In addition, excellent antimicrobial activity was
observed against bacterial strains tested for EOs with inhibition zone diameters and MIC values
varying between 19-62 mm and 1.25 and 20 mg/ml, respectively. However, no activity was
noticed for EE.

Key words : Antioxidant activity, anticholinesterase, antihemolytic, antimicrobial.
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