Al Al el A 3 &y sgand)
‘L République Algérienne Démocratique et Populaire

alad) dallg Al artail) 35059
de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
B ¢ jalhall oY ga daala
/ ', Université MOULAY Tahar, Saida
/ ~UNIVERSITY
1 K of SAIDA

Dr MOULAY TAHAR

1 lif
i
Ministe

Faculté des Sciences

L sl gl aid
Département de Biologie

Mémoire pour I’obtention du diplome deMaster

EnSciences biologiques
Specialité : Biochimie Appliquée
Theme

Etude analytique et synthétique de quelques activites
~ biologique de Thymus vulgaris et Phillyrea angustifolia

Présenté par :

Soutenu le:

Melle :MOSTEFAI. Amina
Melle : NIMOUR.yamina

26/06/2023

Devant le jury composé de :

Présidant

Examinateur Ziani Kaddour

Rapporteur

Co-Rapporteur

Pr. Université Dr.

Moulay Tahar— Saida
MCA. Université Dr.
Moulay Tahar— Saida

BRAHMI Mostapha MCB.Université de
Relizane

ADLI Djallal Eddine MCA .Université Dr.
Moulay Tahar— Saida

Kahloula.Khaled

Année universitaire 2022/2023




Remerciements

Nous remercions Dieu de tout puissant de nous avoir guidé, donné le courage et la force

pour réaliser ce mémoire

Toute mon estime et ma respectueuse gratitude vont d nos encadreur Mr. Brahmi
Mostapha et Co-encadreur Mr. Adli Djallal Eddine, qui nous dirigé ce travail avec une grande
rigueur scientifique. Sa conseils et la confiance qu'elle nous a accordée, nous a permis de réaliser ce

travail.

Nous remercionsPr.Kahloula. Khaled Maitre de conférences a ["Université Or MoulayTahar
Saida pour [honneur qu'il nous a accordé en acceceptant de présider le jury de cette soutenance de

fin d’étude master 2.

Nous saisissons également cette occasion pour exprimer notre respect et remerciement au
Dr. Ziani Kaddour; Maitre de conférences a [Université Or Moulay Tahar Saida pour ses précieuses

orientations et avoir accepté d examiner et discuter notre travail.

Ainsi, nous adressons nos remerciements aux ingénieurs de laboratoire Mr HMED,
Hadjer,pour leur aide et sans oubli¢ Me%Ines et Mr BODOU Pour leurs précieux conseils, leur

temps, leurs et leur aides.

En fin, nous remercions tous les enseignants de la faculté de Dr Moulay TAHAR et tous

ceux qui ont contribué de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.

Merci



DEDICACE

Quelque soient les mots que j utilise, ne sauraient exprimer ma gratitude,
Mon amour, mon respect et ma reconnaissance, envers mes parents:
Au meilleur des péres Abi, Ma trés chére Mére
Aucune dédicace ne saurait exprimer ce que je sens en cette circonstance, [estime et le
Respect que j'ai toujours eu pour vous, pour votre soutien inconditionnel a la fois a la
Moral et économique.
Vous étiez toujours la quand j'avais besoin de vous et sans quoi, je ne serai arrivée a
Ce que je suis aujourd hui.
Ce travail et le fruit des sacrifices que vous avez consentis pour mon éducation et ma
Formation le long de ces années.
Que Dieu vous protége et que la réussite soit toujours a ma portée pour que je puisse
Vous combler de bonheur et que vous soyez fiére de mot.

Je t’aime Abi, Je t'aime maman.

A mes treés cher fréres : Mostapha et Imad.

A ma trés chére sceur :Douae Tourkia

A ma Grand-pére et Grand-Mere, que Dieu [ui préte bonne santé et longue vie.

A toute la famille : Mostefai et azouzz

A mon bindéme : Amina et sa_famille

A mes trés chére amies : heureux, passés ensemble, avec mes veeux Sincéres d réussite, bonheur, santé.
Et toute la promotion de master 2 option 2023: Biochimie Appliquée.
A tous ceux qui me sont chers et que j'ai omis de citer

Amina



DEDICACE

Quelque soient les mots que j utilise, ne sauraient exprimer ma gratitude,
Mon amour, mon respect et ma reconnaissance, envers mes parents:
Au meilleur des peres Abi, Ma trés chére Mére
Aucune dédicace ne saurait exprimer ce que je sens en cette circonstance, [’estime et le
Respect que j’ai toujours eu pour VOUS, pour votre soutien inconditionnel a la fois a la
Moral et économique.
Vous étiez toujours la quand j’avais besoin de vous et sans quoi, je ne serai arrivée a
Ce que je suis aujourd ’hui.
Ce travail et le fruit des sacrifices que vous avez consentis pour mon éducation et ma
Formation le long de ces années.
Que Dieu vous protege et que la réussite soit toujours a ma portée pour que je puisse
Vous combler de bonheur et que vous soyez fiere de moi.

Je t’aime Abi, Je t’aime maman.

A mes trés cher fréres : Ahmed, Boubaker, et Amir.

A ma trés chére seeur : Fatima

A ma Grand-pére et Grand-Mére, que Dieu lui préte bonne santé et longue vie.

A toute la famille :Nimour

A mon bindme : Amina et sa famille

A mes trés chére amies : heureux passés ensemble, avec mes veeux Sinceres d réussite,
bonheur, sante.

Et toute la promotion de master 2 option 2023: Biochimie Appliquée.

A tous ceux qui me sont chers et que j’ai omis de citer.

Amina



Résumé

Les plantes sont une source importante de composés bioactifs depuis I'Antiquite et ont
récemment attiré I'attention des chercheurs et des consommateurs en raison des effets toxiques
des drogues synthétiques. Dans cette étude, notre choix s’est porté sur deux plantes
médicinales poussent spontanément dans la région de Saida & savoir : Thymus vulgaris
etPhillyreaangustifolia, possedent des métabolites reconnus a travers diverses activités
biologiques telles que l'activité antioxydant, antibactérienne, antifongique et antidiabétique.
Les tests photochimiques ont montré la richesse de ces plantes en flavonoides, stérol et

stéroides.L'activité antioxydant évaluée par le test DPPH a montré une capacité bonne est

modérée avec des IC50 d’huile essentielle de Thymus vulgaris 0.86 mg/ml et d’extrait
éthanolique 1C50 :2.89 mg/ml et EX, méthanoliquelC50 : 0.94 mg/ml et EX, aqueux I1C50 :
2.44 mg/ml.

De plus, I’effet antimicrobien des extraits des plantes étudiées évaluées par la
technique de diffusion sur la gélose vis-a-vis4 souches microbiennes. Par ailleurs, les résultats
de I’activité antimicrobienne suggérent que Phillyreaangustifoliaa une faible activité sauf que
E. coli. Tandis que la meilleure activité de I’huile essentiel de Thymus vulgarisagir contre

toutes les souches testés d’une inhibition totale.

Dans le méme contexte, I’activité antidiabétique a été évaluée en étudiant le pouvoir
d’inhibition vis-a-vis 1’enzyme alpha-amylase. Les extraits methanolique, ethanolique et
aqueux de Phillyreaangustifoliaont dotée de la plus forte activité avec une IC50 de
(0.51mg/ml,0.30mg/ml,0.7mg/ml) supérieur a celle du standard Acarbose(0.93mg/ml). En
revanche 1’huile essentielle de Thymus vulgaris a présenté I'activité inhibitrice de l'a-amylase
la plus élevée avec un IC 50 :(0.56mg/ml ).Ces résultats ont montré quel’huile essentielle de
Thymus vulgaris et les extraits de Phillyreaangustifolia,ont des activités biologiques
importantes et pourraient étre utilisés comme des nouvelles molécules dans les industries

alimentaires et pharmaceutiques.

Mots clés :Thymus wvulgaris , Phillyreaangustifolia, activité antioxydant, activité

antimicrobienne, tests phytochimiques, huile essentiel.
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Abstract:

Plants have been an important source of bioactive compounds since ancient times, and
have recently attracted the attention of researchers and consumers alike due to the toxic
effects of synthetic drugs. In this study, we chose two medicinal plants growing
spontaneously in the Saida region: Thymus vulgaris and Phillyrea angustifolia, possess
metabolites recognized for various biological activities such as antioxidant, antibacterial,
antifungal and antidiabetic activity. Photochemical tests have shown that these plants are rich
in flavonoids, sterols and steroids. Antioxidant activity assessed by the DPPH test showed
good to moderate capacity, with 1C50 values for thymus vulgaris essential oil of 0.86 mg/ml,
ethanolic extract 1C50: 2.89 mg/ml and EX, methanolic extract IC50: 0.94 mg/ml and EX,
aqueous extract 1C50: 2.44 mg/ml.

In addition, the antimicrobial effect of the plant extracts studied was evaluated by the
agar diffusion technique against 4 microbial strains. Furthermore, the antimicrobial activity
results suggest that Phillyrea angustifolia has low activity except for E. coli. Whereas the best

activity of Thymus vulgaris essential oil acted against all strains tested with total inhibition.

In the same context, anti-diabetic activity was assessed by studying the inhibitory
power towards the alpha-amylase enzyme. The methanolic, ethanolic and aqueous extracts of
Phillyrea  angustifolia ~ showed  the  highest  activity,  with  an IC50
(0.51mg/ml,0.30mg/ml,0.7mg/ml) higher than that of the Acarbose standard (0.93mg /ml). In
contrast, Thymus vulgaris essential oil showed the highest a-amylase inhibitory activity, with
an IC50:( 0.56mg/ml ). These results show that Thymus vulgaris essential oil and Phillyrea
angustifolia extracts have significant biological activities and could be used as new molecules

in the food and pharmaceutical industries.

Key words: Thymus ciliatus, Phillyrea angustifolia, antioxidant activity, antimicrobial

activity, phytochemical tests, essential oil.
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Les plantes ont, toujours, fait partie de la vie quotidienne de I’Homme, il s’en sert
pourse nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux. Elles ont été utilisées dans la
médecine traditionnelle pendant plusieurs millénaires et a travers les siécles, la connaissance
des plantes médicinales et des remedes végétaux n’a pas cessé de s’enrichir(Mpondo et al.,
2017).

Les plantes médicinales sont devenues importantes pour la recherche pharmacologique
etl’élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisésdirectement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres pour
la synthése de médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement
actifs. Ainsi, malgré le développement du médicament de synthese, le médicament végétal
sous ses différentes formes continue a occuper une place de choix. Entre 20.000 et25.000
plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine. 75% des médicaments ont une origine
végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une molécule active d’origine végétale, Soit
un total de 120 composeés provenant de 90plantes différentes (Abdelli ,2017)

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de
leurcomposition que de leur rendement. Cette variabilité est fondamentale car les activités qui
découlent des huiles essentielles peuvent étre trés différentes (Benini, 2007 ; Bruneton, 1999
; Garnero, 1991).

L’Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique,
possede un ensemble considérable d’espéces naturelles qui représentent un patrimoine
phytogénétique detres grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur r6le dans
I’équilibreécologique (Snoussi et al., 2003). La valorisation de ces ressources est devenue
indispensable. Acet effet, nous nous sommes intéressés a deux espeéces poussant a 1’état
spontané a 1’ouest dupays, a savoir,Thymus vulgaris Lqui appartient & la famille des
Lamiacéesest un sous arbrisseau, vivace, touffu et trés aromatique, d’un aspect grisatre ou
vert grisatre.et phillyrea angustifolia Lun arbuste persistant de la famille des Oleaceae un petit
arbre d'origine méditerranéenne que I'on rencontre sur les sols pierreux de la garrigue et dans
les bois.récoltées dans la région de Saida aDoui thabet et Youb respectivement et connues
pouravoir des propriétés biologiqueset plus particulierement, a leursmétabolites secondaires ;
les huiles essentielles.

Notre travail est structuré en cingparties. La premiére partie est consacrée a une synthése
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Bibliographique mettant 1’accent sur trois chapitres. Le premier chapitre aborde des
géneralités sur les huiles essentielles, le deuxieme est consacré a les plantesmédicinales
tandis que le troisieme chapitre, s’intéresse a la description botanique des deux especes
végetales étudiées.
La partie expérimentale est (quatrieme chapitre) présente le matériel et les méthodes utilisés
pour la réalisation de ce travail, a savoir :

v’ Extraction d’huiles essentielles du thymus vulgaris par hydrodistillation et préparation
des extraits de phillyrea angustifolia
Screening phytochimique des parties des feuilles du phillyrea angustifolia :
Les testes phytochimiques.

A AN

Dosages des métabolites secondaires.

v' Etude de I’activité antioxydant des huiles essentielles, et des extraits par le test de
DPPH et le test de (CAT) capacité antioxydant total.

v Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, et des extraits par la

méthode de Diffusion méthode des disques.

v Etude de I’activité antidiabétiquedes huiles essentielles, et des extraits.

Le second (cinquiéme chapitre) 1’ensemble desrésultats obtenus et leur interprétation et
discussion et résume par conclusion.
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1.Historique

Depuis la nuit des temps et a travers les siécles, les traditions humaines apprécient les
vertus apaisantes et analgésiques des plantes et ont su développer la connaissance et

I’utilisation des plantes médicinales (Gurib-Fakim, 2006).

Jusqu’au XIXe siecle, les médecines se contentaient, pratiquement, de puiser dans la
«pharmacie du bon dieu » pour soulager les maux de leurs contemporains. C’est alors que les
chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes (la quinine du
quinquina, la digitaline de la digitale, etc...). Poursuivant leurs recherches au début du XXe
siecle, ils ont fabriqués des molécules synthétiques. Récemment, des médecins et des
professeurs dynamiques ont créé des centres de formation en phytothérapie (dans des
universités ou dans des institutions privées). Ils expérimentent de nouvelles plantes,
modernisant la présentation des médicaments et rendent ceux-ci plus efficaces. Aujourd’hui,
les plantes ont montrés leurs efficacités thérapeutiques prouvées et leurs bienfaits
incontestables pour notre santé (Newman et al., 2000).

2. Généralités

Depuis longtemps, ’homme utilise les plantes trouvées dans la nature pour traiter et
soigner des maladies (Sanago, 2006), L’utilisation des plantes en phytothérapie est une
technique trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét auprés du public, selon
I’organisation mondiale de la sant¢ (O.M.S, 2003) environ 65- 80% de la population
mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’acces a la médicine moderne (Maetal.,
1997).

De plus, les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique
et I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere premiere pour la
synthese de médicaments ou comme modele pour les composés pharmacologique (Ameenah,
2006).

En effet, Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains
sont issus du métabolisme secondaire. Les plantes produisent 70%des médicaments, environ

170000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plante (Chaabi, 2008).
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Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de

développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires.

Plus de 80 % des populations Africaine ont recours & la medicine et a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face aux problémes de santé, le continent africain regroupe des
plantes médicinales tres diversifiées. En effet sur les 300.000 especes végétales recensées sur
la planéte, plus de 200.000 espéces vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus
médicinales. Les plantes médicinales demeurent encore une source de soins medicaux dans

les pays en voie de développement en 1’absence d’un systéme médicinale moderne (Salhiet

al. 2010).
3. Définition

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition Iégale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles

sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines

ou animales (Ghabrier .<Moreau, 2003).

Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages alimentaires,

condimentaires ou hygiéniques (Sanago., 2006).

D'autre part, il s'agit des plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont précurseurs dans la synthése de drogues utile
(Abayomi., 2010).

Leur action provient de leur composés chimiques (métabolisme primaires ou

secondaire) ou de la entre des différents composeés présentes (Sanago., 2006).

L'expression "drogues brutes d'origine naturelle ou biologique™ est utilisée par les
pharmaciens ou les pharmacologues pour deésigner les plantes ou parties de plantes qui ont des

propriétés médicinales (Abayomi, 2010).

Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies donc il peut s’agir
de la plante entic¢re, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de 1’écorce,

des racines, des fruits ou des fleurs, utilisées fraiches ou seches (Cazau-Beyret Nelly., 2013).
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4. L’utilisation des plantes médicinales

Chaque culture a une histoire concernant 1’utilisation des plantes médicinales pour

traiter leurs maux. L utilisation des plantes médicinales est vieille d’un millier d’années.

Les premiéres écritures sur les plantes medicinales en Algérie et dans le Maghreb
remontent au 9 éme siecle ou Isha-Ben-Amran (docteur du prince de Kairouan, de la Tunisie)
a laissé de divers traités sur la médecine et les drogues simples (Baba aissa, 2000). Méme
pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussi a cataloguer un
grand nombre d’espeéces comme médicinales et un livre sur les plantes médicinales et
aromatiques d’Algérie était publi¢ en 1942 par Fourmevnt et Roques. Ils ont mentionné 200
espéces décrites et étudiées pour la plupart d’elles dans le Nord d’Algérie et seulement 6
especes du Sahara. Aujourd’hui, en Algérie, la phytothérapie est trés répandue pour traiter
plusieurs maladies : diabete, rhumatisme, minceur et méme les maladies incurables
(Belkhodja, 2016).

5. Origine des plantes médicinales

Elle porte sur deux origines a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites "sauvages"
ou "de cueillette”, puis en second les plantes cultivées (Chabrier, 2010).

5.1. Les Plantes spontanées

Elles furent les seules utilisées autrefois et représentent encore aujourd’hui un pourcentage
notable du marché. Leur répartition dépend du sol et surtout du climat. Nous pouvons
répertorier les principaux facteurs influencant leur développement ci-apres. Les plantules se
développent efficacement et naturellement dans le sol qui leur est le plus favorable. Aussi les
conditions climatiques exercent une part importante sur la répartition des plantes médicinales.
C’est en fait un ensemble de plusieurs facteurs qui constituent le climat et ceux-ci vont donc

permettre un développement plus ou moins poussé de la plante jeune (Chabrier, 2010).

5.2. Les Plantes cultivées

Pour I’approvisionnement de marché des plantes médicinales et la protection de la

biodiversité floristique, le reboisement des plantes médicinales est indispensable:
¢ Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les especes sauvages.

e Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.
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e Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité voulue.

eDisponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition dans la

nature.
eControdle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes.

La teneur en principes actifs d’une plante médicinale varie avec 1’organe considéré,
mais aussi avec I’age de la plante, I’époque de I’année et I’heure de la journée. Il y a donc une
grande variabilité dont il faut tenir compte pour récolter au moment le plus opportun
(Bouacherine et Benrabia, 2017).

6. Conservation et stockage

Les plantes aromatiques et medicinales sont conservées a I'abri de la lumiere, air et au
sec dans des récipients en porcelaine, faience ou verre teinté, boites sec en fer blanc, sacs en
papier ou des caisses. Cette technique est nécessaire pour les plantes qui subissent des
transformations chimiques sous l'influence des ultraviolets. Les plantes riches en produits
volatiles et qui s'oxydent rapidement sont conservées dans un milieu étanche (Djeddi, 2012 ;
Delille, 2013).

7. La phytothérapie
7.1. Définition

Le terme «phytothérapie»» se décompose en deux termes distincts qui sont «phuton»»
et «therapeiayy et qui signifient respectivement «plantey> et «traitement»> de par leur racine
grecque. La phytothérapie est donc une thérapeutique destinée a traiter certains troubles
fonctionnels et certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes et de
préparation a base de plantes (Limonier, 2018). Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue a

part entiere par I’ Académie de médecine (Chabrier, 2010).

7.2. Les avantages de la phytothérapie :

Toutefois, malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de
ces cent derniéres années, les hommes n‘ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse
de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la
malaria. Aujourd'hui, les traitements & base de plantes reviennent au premier plan, car

I'efficacité des medicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi

7
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universelle aux infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés

aux médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin., 2001).

7.3. Types de phytothérapie

On distingue deux types de phytothérapies,

7.3.1. La phytothérapie traditionnelle (classique)

C’est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une
affection. Ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de
plantes selon les vertus découvertes empiriquement. Les indications qui s’y rapportent sont de
premiere intention, propres au conseil pharmaceutique. Elles concernent notamment les
pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Edzard, 2001).

7.3.2. La phytothérapie clinique (moderne)

C'est une médecine de terrain dans laquelle une approche globale du patient et de son
environnement est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique
complet. De nos jours, la phytothérapie est basée sur les avancées scientifiques et les
recherches des extraits actifs des plantes. Une fois identifiés ces derniers sont standardisés
Cette pratique conduit aux phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le
pays, la circulation de ces derniers est soumise a l'autorisation de mise sur le marché. On parle
alors de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique (Monnier, 2002). Des études
approfondies sont nécessaires pour passer d’une phytothérapie classique incontrdlée a une
phytothérapie moderne basée sur des données scientifiques approuvées et réalisée par des

personnes agrées.

8. Le principe actif

Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou
préventif pour I’homme ou I’animal. Il est contenu dans une drogue végétale ou une

préparation a base de drogue végétale (Limonier, 2018).

Un drogue végétale en 1’état ou sous forme de préparation est considérée comme un
principe actif dans sa totalité, que ses composant ayant un effet thérapeutique soient connus
ou non (Chabrier, 2010).



Chapitre I: Les plantes médicinales

L’expérimentation scientifique a permis de déterminer pour des plantes la présence de
certains principes actifs définis, puis de mettre en lumiére leur mécanisme d’action comme la
rutine présente dans la vigne rouge (Vitis vinifera) et son action protectrice sur la paroi des
veines. Mais pour d’autres, la recherche expérimentale ne réussit pas a mettre en évidence
I’activité d’un composé spécifique, ce n’est que I’ensemble des composés de la plante qui
possedent une activité reconnue et réelle. Aujourd’hui, la phytothérapie moderne s’appuie sur
des connaissances biochimiques et cherche a soulager des symptémes grace a des principes
actifs identifiés, testés cliniqguement et contenus dans les plantes médicinales. Elle a surtout
recours a des produits d'origine végeétale obtenus par extraction et présentés comme n’importe

quelle spécialité pharmaceutique (Limonier, 2018).

8.1 Différents groupes des principes actifs

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes (Seghaouil et Zermane
,2017).

- Les polyphénols.
- Les terpénoides.
- Les stéroides et alcaloides.

8.1.1 Les Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composés photochimiques poly hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. lls subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides, les
lignines, les tanins...etc. (Chakou et Medjoudja, 2014).

8.1.1.1 Les acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituees d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées,
éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants Polaires, leur biosynthese dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique
(Seghaouil et Zermane, 2017). Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires,
antiseptiques et analgésiques (médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique)
(Guelmine, 2018).
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8.1.1.2. Les flavonoides

Terme en latin; flavus = jaune, les flavonoides sont généralement des antibactériennes.
Ils peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans lI'industrie cosmétique et alimentaire (Jus
de citron) et de I'industrie pharmaceutique (Les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la
grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des

propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Ladham, 2016).

8. 1.1.3. La lignine

Composes qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (Tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de

caractére hydrophobe (Guelmine, 2018).

8.1.1.4. Les tanins

Les tanins est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d'animaux. Nous pouvons distinguer deux catégories: Les tanins
condensés, polymeéres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone, non
hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines. Les
tanins hydrolysables, polymeéres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme une

liaison d'ester avec l'acide gallique (Ladham, 2016).

8.1.1.5. Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses piéces et
posseédent des propriétés tres diverses. Certaines coumarines contribuent a fluidifier le sang
(Melilotusofficinalis) alors que d’autre, soignent les affections cutanées (Apiumgraveolens).
Rapidement métabolisées au niveau du foie en 7 hydroxy- coumarine, elles peuvent rarement

induire une hépato nécrose sévére (Habibatni, 2009).

8.1.1.6. Les anthocyanes

Sont issus de I’hydrolyse des anthocyanines (flavonoides proches des flavones), qui
donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants nettoient I’organisme des radicaux libres. Ils maintiennent une bonne circulation,

notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et des yeux. La mure sauvage
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(Rubusfruticosus) et la vigne rouge (Vitisvinifera) en contiennent beaucoup le principe actif

d’anthocyane (Messioughi, 2010).

8.1.2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et
de structure complexe (Ounis et Boumaza, 2018), son rencontrer dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et

certains sont fortement toxiques (Gaci et Lahiani, 2017).

8.1.3. Terpénes et stéroides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 de
molécules différentes et de caractere généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au
nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la variation de
nombre n, dont les composés mono terpénes, sesquiterpenes, di terpenes, tri terpenes. Ces
molécules présentent en forme des huiles essentielles; parfums et go(t des plants, pigments

(caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Guelmine, 2018).

8.1.3.1. Les saponines

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés comme
ils peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un golt amer et acre (Hopkins,

2003). lls existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides (Guelmine, 2018).

8.1.3.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes de substances volatiles
aromatiques obtenues a partir d’une matiére premicére végétale (Nahalbouderba, 2016)
offrant a la plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs Jouent
un role de protection des plantes contre un exces de lumiére et attirer les insectes

pollinisateurs (Guelmine, 2018).

9- Préparation des extraits

L'extraction consiste en la séparation des parties actives des tissus végétaux ou
animaux des composants inactifs ou inertes en utilisant des solvants sélectifs, I’eau, les huiles
végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impurs sous
forme de liquides, semi-solides ou poudres destinés a un usage interne ou externe. Il s'agit de

préparations connues comme les tisanes et les huiles medicinales (Handa, 2008).
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9-1- Maceération
9-1-1- Macération hydro-éthanolique

La macération consistait a tremper 10g de poudre dans 100 ml d’éthanol/eau (80/20),
(v/v) pendant 24 heures a température ambiante, ensuite la filtration est réalisée sous vide. Le
solvant est récupére du filtrat par évaporation dans un rotavapor, a une température de 55°C.

L'extrait obtenu est conservé a 4°C jusqu'a 1’utilisation (Rebaya et al ., 2015).

9-1-2- Macération hydro-méthanolique

La macération fait suite au fait de tremper 5g de poudre dans 100 ml de méthanol/eau
(80/20), (v/v) pendant 24 heures a température ambiante, ensuite la filtration est réalisée sous
vide et le solvant est récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapor, a une température

de 55°C . L'extrait obtenu est conservé a 4°C jusqu'a I’utilisation (Rebaya et al ., 2015) .

9-1-3- Macération acétate d’éthyle

Rajout de 100 ml d’acétate d’éthyle a 10g de poudre végétale. Agitation et macération
pendant 24h a température ambiante du laboratoire, ensuite la filtration est réalisée sur papier
filtre et le solvant est récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapor, a une température

de 70°C. L'extrait obtenu est conservé a 4°C jusqu'a I’utilisation (Rebaya et al ., 2015) .

9-2- Décoction en milieu aqueux

Dans un ballon monocle surmonté d’un réfrigérant, 10g du matériel végétal et tromper
avec 100 ml d’eau distillée porté a ébullition pendant 30 minutes , filtrer le mélange et

récupérer le filtrat, (réajuster le volume a 100ml) (Rebaya et al ., 2015)
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CHAPITREII: Généralitées sur les huiles essentielle

1. Historique

Les premicres traces d’utilisation des plantes remontent a 40 000 av. Egypte Antiquité
en 4500 av. JC., nous apporte une description détaillée du papyrus Plantes utilisées en
médecine, parfum et embaumement des morts (Desramaux 2018). Le papyrus egyptien Ebers
datant de 1600 av. La premiéere série consacrée aux plantes medicinales (Hessas&Simoud,
2018). De plus, le Des traces d’utilisation de plantes médicinales existent dans les textes
chinois antérieurs 5000 avant JC En Inde, les Védas, livres sacrés écrits vers 1500 avant JC,
Contient également des témoignages de connaissances botaniques. La premiére extraction
d’huiles essentielles par distillation a la vapeur a été Dirigé par le médecin arabe Ibn Sinna «
Avicenne » (980-1037), qui a développé un Les premiéres huiles essentielles pures sont
encore produites. Il faudra attendre la fin des croisades Vers le 12éme siecle et les chevaliers
retournérent en Europe pour pouvoir ramener La découverte de la distillation a la vapeur et
I’utilisation des huiles essentielles. Comment est-ce L’aromathérapie va s’installer en
Occident (Veyrune, 2019). En 1910 René-Maurice Gattefossé, chimiste, parfumeur et pére de
I’aromathérapie Le scientifique, qui s’est br(ilé la main dans une explosion dans son
laboratoire, a d’excellents réflexes Mettez la main dans un récipient rempli d’huile essentielle
de lavande. Soulagé En un instant, ses blessures cicatriserent a une vitesse étonnante. Surpris
par ce résultat, il A décidé d’étudier les huiles essentielles et leurs propriétés et a inventé le
mot aromathérapie du grec « aroma » (parfum) et « therapeia » (soin) (Abadlia et Chebbour,
2014 ; Laurent, 2017). Aujourd’hui, I’aromathérapie est largement répandue dans le monde,
la connaissance de L’utilisation des plantes est précise. De nombreux laboratoires font des

recherches Aromathérapie Certifiée Biologique (Desramaux, 2018)
2. Définition

Le terme « huile essentielle » a été inventé par des médecins suisses au 16eme siecle
Parascelsus VVon Hohenheim désigné composé actif de médecines naturelles (Burt, 2004).
Cette définition est plus ou moins définie par ’AFNOR (Association Frangaise de
Normalisation) : « Les huiles essentielles sont des produits dérivés d’une matiere Matieres
premicres d’origine végétale, par distillation a la vapeur ou procédé Préparé mécaniquement a
partir du zeste frais de certains agrumes, ou par distillation séche. Huile Les substances

essentielles sont ensuite séparées de la phase aqueuse par un procédé physique » (Afnor, 2000

; 2010). Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par definition Les
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plantes comme moyen d’éloigner les ravageurs herbivores. Ces extraits contiennent Une
moyenne de 20 a 60 composés, majoritairement des molécules de faible complexité
(monoterpénes, sesquiterpenes, etc.) (Yahyaoui, 2005 ; Benayad, 2008). Ces huiles sont les
cellules sécrétoires sont synthétisées a 1’aide de 1’énergie solaire et sont appelées différentes
appellations : essence botanique, essence aromatique, huile essentielle ou parfum (Belkou et
al., 2005). Le terme "huile" s'explique par les propriétés que présentent ces composes
Dissoudre dans les graisses et transmettre leurs propriétés hydrophobes. Le mot "nécessaire"
rend En matiere de parfum, lesplantes émettent des odeurs plus ou moins fortes (Bouamer et
al., 2004 ; Anton et Lowstein, 2005).

3. Localisation des HE dans les tissus de la plante

Les constituants des HE peuvent s’accumuler dans des cellules isolées qui se
distinguent des cellules banales par leur teinte plus jaune et leurs parois épaisses, légérement
subérifiées. Elles peuvent former de fines gouttelettes parsemant le protoplasme de cellules
épidermiques (épiderme supérieur des pétales de Rose). Mais généralement les épidermes des
Pétales de fleurs odorantes ne contiennent pas de grosses réserves d’essences. Les essences
sont vaporisées de facon continue au cours de leur formation (Brahmi, 2019).(Figures 01 et
02)

L s ) ",“:‘
o - '.‘J«
~

A/ Poils épidermiques sur le d’unefleur B/Glande simple d’origan caliceentiérement
d’origan (Brahmi, 2019)chargée d’huile et en formde dome (800x) de
de dome (800x) (Brahmi, 2019)

Figure 01 :Localisation des HE dans les tissus de la plante
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4. Caractéristiques physiquesdes huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire. Elles sont tres inflammables et trés odorantes, liquides a température ambiante.
Exposées a l'air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que trés rarement colorées.
Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau sauf les huiles essentielles de sassafras,
de girofle et de cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére
polarisée (optiquement active) Les huiles essentielles ne sont que tres peu solubles ou pas du
tout dans I’eau. Entrainables a la vapeur d'eau, elles se retrouvent dans le protoplasme sous
forme d’émulsion plus ou moins stable qui tende a se collecter en gouttelettes de grosse taille.

Par contre, elles sont solubles dans les solvants organiques usuels (Brahmi, 2019).

5. La composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes appartiennent principalement a
deux groupes de voies métaboliques distinctes. 1l s'agit :

5.1. Des composes terpéniques

Ce sont des hydrocarbures ayant respectivement dix et quinze atomes de carbone, qui
peuvent étre saturés ou insaturés, acycliques, monocycliques, bicycliques ou polycycliques.
IIs peuvent également étre accompagnés de leurs dérivés oxygénés : alcools, esters, éthers,

aldéhydes, cétones, etc.

Ces composés se sont des molécules volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille
des terpénes. Seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire
n'est pas trop élevée : les monoterpénes (myrcene, P-pinéne, y-terpinéne, etc.), et les

sesquiterpénes (Ecaryophylléne, a-humuléne) (Bakkali et al. 2008).

Rappelons ici que les terpenes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités «
isopréniques » (C5H8), soit deux unités pour les monoterpenes (C10H16) (figure3) et trois
pour les sesquiterpénes (C15H24) (figured). Et rarement, quelques diterpénes (C20H32)

peuvent se retrouver dans les huiles essentielles (Besombes, 2008).
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Myrcéne (+)-B-Pinéne y-Terpinéne (+)-Camphéne Géraniol a-Terpinéol
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Figure 2 : Exemples de quelques structures de monoterpenes (Piochon, 2008)
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p-Caryophylléne [-Bisabolene a-Humuléne a-Bisabolol Acetate de cedryle

Figure 3 : Exemples de quelques structures de sesquiterpénes (Piochon, 2008).
5.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques sont moins fréquents dans les huiles essentielles. Trés
souvent, il s’agit d’allyle et de propénylphénol. Ces composés aromatiques constituent un
ensemble important car ils sont généralement responsables des caractéres des huiles
essentielles. On peut citer en exemple 1’eugénol qui est responsable de 1’odeur du clou de

girofle (Hessas T.,Simoud S, 2018)

6. Conservation des huiles essentielle

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et trés délicates, ce qui rend leur
conservation difficile et obligatoire dans le but de limiter les risques de dégradation. Ces
dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées convenablement
dans des flacons opaques et a I’ abri de la chaleur et de la lumiére. Il est nécessaire de
conserver les huiles essentielles : a I’abri de I’air, et de la lumiere, dans des flacons propres et

secs, métalliques (aluminium ou acier inoxydables) ou en verre teinté, a froid (a 4 °C).

Il faut éviter, d’une part, de mettre trés peu d’huile essentielle dans le flacon et, d’autre part
d’utiliser des emballages et des bouchons en maticre plastique qui peuvent étre sensibles au

contenu. (- Boualleg M.et, Bousnobra, 2021.)
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7. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses propriétés biologiques a savoir des
propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, anti-oxydantes et antiparasitaires. Plus
récemment, on leur reconnait également des propriétés anticancérigenes (Valnet, 2005)
L’activité biologique d’une huile essentielle semble étre influencée par la structure chimique
des molécules aromatiques et les possibles effets synergiques entre ses composants (Lahlou,
2004)

7.1. Activité antioxydant

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydrox phénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuees en
partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH-) et super oxydes (O2-] (Barus, 2008).

7.2. Activité antibactérienne

La premicre mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par Delacroix. Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme
antibactériennes (Burt, 2004).

La multiplication des bactéries et leur sporulation ainsi que la synthése des toxines
sont limitées par 1’effet des huiles essentielles qui arrétent leur croissance et agissent contre
un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une

souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles
a leur action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (figure 05) (Burt,
2004).

D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases (Goetz et Ghedira,

2012) :

1. Attaque de la paroi bactérienne (augmentation de la perméabilité puis la perte des

constituants cellulaires).
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2. Acidification de I’intérieur de la cellule (la coagulation des constituants cellulaires par la
dénaturation des protéines, ce qui bloque la production de 1’énergie cellulaire et la synthése

des composants de structure).

3. Destruction du matériel génétique, ce qui entraine la mort de la bactérie.

Coagulation Force de
mouvement des protons

=

g ] H.
Fuite du ~
contenu (_)
cellulaire ;
métabolites Cytoplasme

ations

Paroi cellulaire

OO0 ...'.o-. Membrane
SRRV cosoplasmigue

Proteines
membranaires

Figure 04 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne
(Burt, 2004).

7.3. Activité anti inflammatoire

Plus recemment, des études ont montré que les huiles essentielles de Chromoleana
odorata et de Mikania cordata, donnaient des tests d'inhibition positifs sur la lipoxygénase L1
de soja, modele de la lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée dans les processus de
I'inflammation (Bedi et al. 2004). Ensuite, dans une autre étude, il a é&t¢ montré que celles de
Chromoleana odorata présentaient des actions positives sur la fonction Cyclooxygénase de la
Prostaglandine H-synthétase (Bedi et al. 2010).

7.4. Activité antifongique

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées comme des agents antifongiques sans

effets secondaires pour I’homme ou de pollution de I’environnement car elles possédent une
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activité antifongique qui peut étre liee a certains composants (Chang et al. 2006 ;
Vidyasagar et Nuzhat, 2013 ; Hamdani et Allem, 2015).

Les huiles essentielles de Citrus sinensis (L.) qui est riche en limonéne exerce son
pouvoir antifongique contre Aspergillus niger en détruisant sa paroi myceélienne, son effet
fongicide augmente avec 1’augmentation de sa concentration, cependant 1’'un des modes
d’action des huiles essenticlles possédant un pouvoir antifongique contre les
champignonsphytopathogenes appartiennent a la famille desLamiaceae semble étre la
destruction du mycélium existant et I’inhibition du développement de nouveaux mycéliums.

Buchbuaur et Lang(2012)

8. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles

pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie [Piochon M, 2008.]
Rappelons que les huiles essentielles sont susceptibles d’entrainer plusieurs types de toxicité:
* Hépato toxicité ;

» Dermotoxicité (irritations, brllures, hypersensibilité, phototoxicité) et irritation des

muQgueuses exposees ;

» Neurotoxicit¢ (dépression ou excitation du systeme nerveux central, effet stupéfiant,

convulsions) ; * Néphrotoxicité ;
« Effets tératogenes et abortives ;
* Propriétés carcinogéniques ;

* Hypersensibilité.

Les intoxications aigués et graves restent relativement rares et sont souvent liées a
I’ingestion accidentelle des huiles essentielles par de jeunes enfants. La principale toxicité
chronique observée en aromathérapie est liée a 1’utilisation prolongée d’huiles essentielles

phénoliques, dangereuses pour les hépatocytes sur le long terme.
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L hypersensibilit¢ a un ou plusieurs composés volatils se rencontre chez des personnes

régulierement exposées dans le cadre professionnel.

Certaines huiles essentielles, sensibles par leur toxicité ou les usages détournés possibles,
sont intégrées au monopole pharmaceutique [Deschepper R, 2010].

9. Méthodes d’extraction

Le choix de la technique dépend principalement de la nature de la matiere végétale,
des caracteristiques Physico-chimiques des extraits et de l’usage de ces derniers. Le
rendement «huiles essentielles /matiere premiere végétale » peut étre extrémement variable
selon les plantes. Ce choix conditionne les caractéristiques de 1’huile essentielle, en particulier
. viscosité, couleur, solubilité, volatilité, enrichissement ou appauvrissement en certains
constituants, utilisations et applications. (Recommandations relatives aux criteres de qualité

des huiles essentielles).

Les étapes d’extraction des huiles essentielles restent les mémes quel que soit le type végétal

dont elles sont extraites (Lucchesi, 2005).

9.1. Hydro-distillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée
(Figure06). Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé
sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées dans un réfrigérant et S'huile essentielle se separe de I'hydrolat par simple
différence de densité. L'huile essentielle étant plus légere que l'eau (sauf quelques rares
exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrolat. (MARIANNE 2008 ; Asbahani et al.,2015)

21



CHAPITREII: Généralitées sur les huiles essentielle

efrigérant
pinapal

—Ielngerant

colomne secondalie
e distillation

Figure 05 : montage d’hydrodistillation (Brahmi M., 2019).
9.2. Distillation par entrainement a la vapeur

Dans ce type de distillation (Figure 07), le matériel végétal ne macére pas directement
dans l'eau. Il est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d'eau, La
vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la
qualité de I'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal

ne baignant pas directement dans I'eau bouillante (Marianne, 2008 ; Florence M, 2012).
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Figure 06 : montage d’entrainement a la vapeur d’eau (Brahmi M., 2019).
9.3. Extraction par ultrasons

Le matériel végétal est immergé dans un solvant et soumis a I’action des ultrasons.
Les ondes sonores provoquent des vibrations mécaniques dans le milieu a travers une
succession de phases d’expansion et de compression. Des bulles se forment ainsi (phénoméne
de cavitation). Au voisinage des parois cellulaires, ces bulles se dégonflent en produisant des
micro-jets ultra-rapides de liquide qui provoquent la destruction de ces parois et entrainent la
libération des molécules recherchées dans le milieu. Une étape d’élimination du solvant est

nécessaire pour récupérer I’huile essentielle (Assami K, 2014)

9.4. Extraction assistée par micro-ondes

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode, la plante
est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite
de facon séquentielle : les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique
formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée. Ce chauffage, en vaporisant 1’eau
contenue dans les glandes oléiferes, crée a ’intérieur de ces dernieres une pression qui brise

les parois végétales et libére ainsi le contenu en huile comme dans la (figure 8).
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Les utilisateurs de ce procédé¢ lui attribuent certains avantages tels que le temps d’extraction
(dix a trente fois plus rapide), I’économie d’énergie et une dégradation thermique réduite.

(Herzi N, 2013.)

Réfrigérant | .,‘1
Hulls essentielle
e

agitateur
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N — reacteur
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Figure 7 : montage d’extraction assistée par micro-onde (Brahmi M., 2019).
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1. Les plantes étudiees

Dans le but de la recherche de plantes dotées de propriétés biologiques intéressantes, il
est préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le seul hasard, mais deles
circonscrire selon divers critéres fiables. Parmi ces derniers, le plus utilisé est celui deleur
emploi en médecine traditionnelle ou populaire qui valorise 1’expérience accumulée parles
autochtones. Pour cela, deux plantes, a savoir thymus vulgaris etphillyrea angustifolia, ont été

choisies.

1.1. Thymus vulgaris

Figure07: Différents espéces du genre Thymus(lserine., 2001)
1.1.1.Historique

Le thym est une des plantes aromatiques les plus employées en thérapeutique depuis
les temps les plus anciens. Il a toujours accompagné la vie quotidienne des humains (Mouhi,
2017) et depuis la haute antiquité, les égyptiens I’utilisaient pour embaumer les corps.
Théophraste, au 4¢m siecle avant J. C a cité les deux especes sauvages serpolet et vulgaire,
qu’il appelle les thymus blanc et noir. Aetius, général Romain a la fin du 4emsiécle ; parle de
poudre de thym pour les goutteux, les douleurs de reins et de la vessie et enl887,
Chamberland démontra 1’action bactéricide de 1’essence de thym (notamment vis - a- vis du
bacille du charbon) (Benbouali, 2006).

Le nom "Thymus" provient du mot grec « thymon » qui signifie "parfum" a cause
del’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la faitbriler (Zeghib,
2013). L’espéce la plus connue parmi les Lamiacées est sans contesteThymus vulgaris L. Elle
renferme des qualités aromatiques et de nombreuses propriétés médicinales. En francais et en
anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom du genre (“thym" et "thym"
respectivement) pour désigner 1’espéce Thymus vulgaris, et elle est connue en Algérie sous le
nom de "zaatar" (Binate et Dikes, 2018).
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Le genre Thymus appartient a la famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiéees
en raison de la corolle en deux lévres de ses petites fleurs. C’est 1’'une des familles les plus
larges dans le régne végétal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200espéces
(Abdelli, 2017). Elle est une des principales familles productrices d’huiles essentielles et ce
sont des plantes qui sont énormément utilisées et connues en tant que herbes aromatiques
(Boulade, 2018).

Au sein de la famille des lamiacées, le genre Thymus est I'un des huit genres les plus
importants en ce qui concerne le nombre d'espéces incluses, bien que ce nombre varieselonle
point de vue taxonomique (Stahl-Biskup et Saez, 2002).

Le genre Thymus regroupe environ 110 espéces différentes se concentrant dans le
bassin méditerranéen (Jalas, 1971) et selon Quezel et Santa 1963, le genre de Thymus est un
genre de détermination toujours délicate, en raison de I'extréme variabilité des especes et des
hybridations interspécifiques. Les especes algériennes a feuilles linéaires constituent en
particulier un complexe qu'il est souvent illusoire de chercher & déterminer d'une facon

précise.

Figure 08: La plante Thymus vulgaris

1.1.2. Description botanique

Le thym est un sous-arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, rameuse et tortueuse a
base, pouvant atteindre 40 cm de hauteur. Les rameaux blanchatres, courtement velus, portent
des feuilles persistantes, de petite taille (32 12 mm de long sur 0,5 & 3 mm de large),opposées,

lancéolées ou linéaires, a limbe entier ; elles sont subsessiles et de couleur vert grisatre ;

27



Chapitre 111 : Monographie des plantes

beaucoup sont le point de départ de ramuscules tres courts, formant des faisceaux de petites
feuilles issues de celles des tiges ; leur face inférieure est feutrée et ponctuée de poils
sécréteurs, alors que leur face supérieure est glabre et marquée par une nervure centrale
déprimée ; les marges du limbe sont généralement enroulées sur la face ventrale, ce qui donne
a la feuille une forme générale d’aiguille (Bruneton, 2009).

Les fleurs sont violet clair, & deux lévres, de 5 mm de long avec un calice glanduleux
poilu, portées avec des bractées foliacées en verticilles laches en grappes axillaires sur les
rameaux ou en tétes terminales ovales ou arrondies (Stahl Biskup etVenskutonis, 2012).

Les fleurs, regroupées par 2 ou 3 a laisselle de feuilles, sont rassemblées en
glomérules ovoides ; elles sont de petite taille et zygomorphes ; le calice est velu, hérissé de
poils durs, en forme de tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long ; il est formé de 5 sépales
soudés en 2 lévres inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliée et
arquée ; la corolle est de taille variable, bilabiée et de couleur mauve.

Le fruit est un tétrakene qui renferme a maturité 4 minuscules graines (1 mm), brun

clair a brun foncé. La floraison a lieu de juin a octobre

.
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Figure09: Aspect morphologique de thymus vulgaris L.(iserine,2001).
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1.1.3. Taxonomie

La situation botanique de I’espéce Thymus vulgaris L. estprésentés dans le tableau 01
(CHAIB, 2020).

Tableau 1 :Classification botanique de thymus vulgaris (CHAIB, 2020).

Régne Plantea
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris

Noms vernaculaires : Thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, frigoule, barigoule, thym

commun, thym cultivé et saatar ou zaatar (en arabe ==0u _s= )) (Teuscher et al., 2005).

1.1.4. Origine et distribution de la plante
1.1.4.1.Dans le monde

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la méditerranée (Mabberley,
1997). 1l est tres répandu dans le nord-ouest africain Maroc, Tunisie, Algérie et Libye, les
montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en
Egypte. 1l se trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madére et les
Acores) et en Himalaya. 1l peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon
Dans le nord, il pousse en Sibérie, en Europe nordique jusqu’aux bords du Groenland
(Morales, 1997). La région de 1’ouest méditerranéen est considérée comme étant le centre de
I’origine du genre Thymus ; I’espéce T. vulgaris provient particulierement du sud de I’Europe,
de I’Espagne a I’Italie (Morales, 1997 ; Peter, 2004). Le thym est maintenant trés cultive au
Portugal, France, Allemagne, Espagne, lItalie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie,
Chine, Russie et les Etats-Unis d’ Amérique (Wilson, 2002 ; Raghavan, 2006).
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Figurel0 :Répartition géographique du thym dans le monde (Stahl-Biskup ., 2002).

1.1.4.2. En Algérie

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

Thymus vulgaris renferme une huile volatile, de couleur péle, jaune ou rouge, avec une
odeur riche, et aromatique et un godt persistant, corsé et épicé (Farrell, 1998). L’huile
essentielle de Thymus vulgaris est composée d’une quantité treés variable en phénols dont le
thymol et le carvacrol en sont les majeurs constituants. Elle contient également d’autres

composants minoritaires comme présentés dans le tableau 02(Abdelli, 2017).

Tableau 02 : Composition chimique de I’huile essentielle de T. vulgaris(Abdelli, 2017)
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Espece famille composition
Phynols Thymol(30-70%)
80-20% Carvacrol (3 — 15%)
Alcools Linalool (4 - 6.5%)
a-terpineol (7.8 — 8.9%)
Thymus p-cymene (15 —20%)
Vulgaris y-terpinene (5 — 10%)
Monoterpenes Bornéole, camphre, limonene,
Hydrocarbonés myrcene, B-pinene,
trans sabinene hydrate,
terpinene-4-ol
(0.5 -1.5%)
Sesquiterpenes B-caryophyllene
Hydrocarboneés (1-3%)

1.1.6. Chemotypes de Thymus Vulgaris

L’espéce T. vulgaris est tres connue pour son polymorphisme chimique. En effet,

elle est représentée par au moins sept chémotypes différents, définis en fonction du

constituant principal de son huile essentielle. Deux ont une structure phénoligue et cing une

Structure non phénolique.

» Thymus vulgaris a Thymol, Phénols

 Thymus Vulgaris a Carvacrol,
 Thymus vulgaris a Géraniol,

» Thymus vulgaris a Linalool,

» Thymus vulgaris a Thujanol, Non phénols

 Thymus vulgaris a [J-Terpinéol.

 Thymus vulgaris a 1,8-cinéole (Benbouali, 2006).

Cette variabilité chimique dépend de plusieurs facteurs qui sont généralement

d’ordres climatiques, environnementaux, génétiques, saisonniers (Abdelli, 2017), et peut

aussi étre due aux conditions de séchage, de stockage et des méthodes d’études (Madli,



Chapitre 111 : Monographie des plantes

2010 ; Raymond, 2005) (Figure 05).
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Figure 11 : les chémotypes de Thymus vulgaris(Madi,2010 ; Raymond, 2005)

1.1.7. Utilisation en médecine traditionnelle

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

Des études récentes ont montré que les especes de Thymus ont de fortes pouvoir
antifongique,antispasmodique et anti oxydantes (Ghelichnia 2016).

Cette plante aromatique trés odorante est considerée comme I'un des remedes les plus
efficaces contre le rhume, la grippe et lI'angine, elle calme les toux quinteuses, et diminue les
sécrétions nasales. Elle contribue aussi dans le traitement de | hypertension et les problémes
intestinaux et en usage externe pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Mebarki,
2010). Ces plantes sont traditionnellement utilisées dans les remedes naturels contre :
I’asthme, 1’ingestion, les maux de tétes et le rhumatisme (Jun et al., 2001).

1.1.8.Activités biologiques de I’huile essentielle de Thymus vulgaris
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Les huiles essentielles sont utilisées en phytothérapie a cause de leurs nombreuses
propriétés biologiques qui sont étroitement liées a la nature de leurs constituants et aux
groupements ou fonctions chimiques qu’elles possédent (Touhami, 2017). Les HEs du genre
thymus en général, et T. vulgaris en particulier possédent des activités biologiques trés
importantes qui sont liées a leur grande biodiversité structurale.
1.1.8.1. Activité anti oxydante

Des travaux antérieurs sur I’espéce Thymus vulgaris ont montré que son huile
essentielle présentait des propriétés anti oxydantes marquées (Dapkevicius et al., 2002
;Miura et al., 2002). En effet, administrée a des rats par leur alimentation, 1’huile stabilise
laperte du potentiel antioxydant lié au vieillissement, aux niveaux hépatique, cardiaque et
cérebral (Youdim et Deans, 2000).

Evaluée également in vitro par le test de DPPH (2,2-diphényle-1- picrylhydrazyl), elle
est capable de piéger le radical libre en le réduisant en 2,2-diphényle-1- picrylhydrazine.

Le pouvoir antioxydant de I’huile est attribué principalement au carvacrol, thymol et
pcymene-2,3-diol (Ternes et al., 1995).Ce dernier composé a été démontré comme étant plus
actif que certains antioxydants synthétiques tels que 1’a-tocophérol et I’hydroxyanisole butylé
(BHA) .Abdelli et al., 2017).Selon 1’étude de Zeghad et Merghem, 2013 et Benabed et al,
2017 I'EH de T. vulgaris aune grand activité anti oxydante en raison, en partie, de la présence
de plusieurs composés, tels que le thymol, le thymol-méthyle-éther, le linalool et le carvacrol,
dans leur compositionschimiques.Ismailiet al, 2017 et Zantaret al, 2015 du Maroc et selon
une étude comparative ont trouvé que I’HE du T. vulgaris a une forte activité qui dépasse
celle de I’acide ascorbique.
1.1.8.2. Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée a leur
composition chimique, en particulier de leurs composes volatils majeurs. Etant donné la
complexité de leur composition chimique, tout laisse a penser que ce mode d’action est assez
complexe et difficile a cerner du point de vue moléculaire. Il est tres probable que chacun des
constituants des HEs ait son propre mécanisme d’action (Bazzine et Benzaid, 2019).

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques
actifs, en Particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double
couche Phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne ce qui entraine :

- L’augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire.

- L’acidification de I’intérieur de la bactérie, bloquant ainsi la production de I’énergie
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Cellulaire et la synthese des composants de structure.

L’inhibition de la synthése de I’ADN et de I’ARN des protéines et des
polysaccharides.(Benaziza et Benhalima, 2017).Les HEs les plus étudiées pour leurs
propriétés antibactériennes appartiennent aux Labiées : origan, thym, sauge, romarin, clou de
girofle sont des plantes aromatiques a huile essentielle riches en composés phénoliques
comme I’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés possédent une forte activité
antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous (Labiod et Aouadi, 2016). L’efficacité
antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux parameétres : L’huile et sa
composition chimique d’une part et le microorganisme d’autre part (Chaoui et Chegroune,
2019).

La plante Thymus vulgaris est douée de propriétés antimicrobiennes trés appréciées, et
cela justifie son utilisation dans le traitement traditionnel comme un reméde antibactérien
(G. Yakhlefl et al, 2011).
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Figure 12: Mode d’action des huiles essentielles (Benaziza et Benhalima,2017).

1.1.8.3. Activité antifongique

Les plantes aromatiques sont connues pour avoir des propriétés antifongiques. Pour les
Levures, elles agissent sur la biomasse et la production du pseudo mycélium alors qu’elles
Inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium la sporulation et la production
de toxine chez les moisissures. L'activité antifongique des huiles du Thym sont attribuées au
Thymol et au carvacrol. Ils provoquent une dégénérescence des hyphes des champignons qui
il a été démontré que 1’huile essentielle de Thymus vulgaris pouvait inhiber la croissance d’un

certain nombre de souches fongiques dont Candida albicans, Cryptococcusneoformans,

34



Chapitre 111 : Monographie des plantes

Aspergillus, Saprolegnia et Zygorhynchus. Cette méme huile pouvait potentialiser 1’effet
antifongique de I’amphotéricine B vis-a-vis de C. albicans (Giordani et al., 2004 ; Pina-Vaz
et al., 2004).Selon Deschepper, 2017 Le thym présente une activité antifongique intéressante
que ce soit contre les dermatophytes, les moisissures alimentaires (notamment Aspergillus,
dont il inhibe le développement mycélien et la production d’aflatoxines)et certains
phytopathogénes.

L’activité antifongique est principalement due a la présence de thymol et de carvacrol, les
alcools terpéniques, les aldéhydes et les cétones y contribuent également. Sidi ali et al., 2014
ont trouvé que I’huile de ’espéce T. vulgaris a donné une grande activité antifongique vis-a-
vis de différentes souches fongiques, cette activité est due al’action du thymol composé
majoritaire combinée avec celle des constituants présents a des teneurs appréciables tels que

terpinene, p-cymene et linalool.

1.1.8.4.Activité antispasmodique

Les effets du thymol sur I'activité contractile spontanée ont été mis en évidence lors
d'expériences in vitro avec les muscles lisses de I'estomac et de la veine des cobayes. Le
thymol s'est avéré avoir un effet agoniste sur les récepteurs al, a2 et B-adrénergique. On
enregistre un effet spasmolytique a des doses supérieures a 10-6 M.

Le thymol a une dose de 10-4 M inhibe a 100 % I’activité contractile des muscles
lisses. On suppose que le thymol exerce un effet analgésique par son action sur les récepteurs
adrénergiques a2 des cellules nerveuses.

L’activité spasmolytique du thym est le plus souvent attribuée au thymol et au

carvacrol de I’huile essentielle. En fait, les phénols s'opposent aux contractions provoquées
sur l'iléon et la trachée du Cobaye par I'histamine, I'acétylcholine ou autres. Cependant des
préparations pratiqguement dépourvues de thymol conservent une grande partie de l'activité
antispasmodique in vitro. Lemli et van den Broucke ont montré que l'activité spasmolytique

de ces préparations est aussi liée a la présence des polyméthoxyflavones (David ., 2019).

1.1.8.5. Activité anti-inflammatoire

Une action anti-inflammatoire dle au thymol a aussi éte retrouvée.Elle a révélé que le
thymol améliorait considérablement les réponses inflammatoires et possédait un potentiel de
cicatrisation des plaies chez plusieurs modéles de rongeurs. Le traitement des rats au thymol a

entrainé une réduction significative de 1’cedéme des pattes. Ces données suggerent que le
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thymol peut inhiber 1’augmentation de la perméabilité micro vasculaire (cedéme) et I’afflux de
leucocytes.

Afin d'évaluer le potentiel de cicatrisation des plaies, le thymol (10 %) a été introduit
dans des films de pansement a base de collagene et un test de cicatrisation biologique des
plaies a été réalisé.

La contraction de la plaie est une étape complexe de la cicatrisation impliquant des
interactions extracellulaires et cellulaires, entrainant la fermeture d'une plaie ouverte. Ce
phénomene biologique est un événement lié aux fibroblastes extrémement sensible aux
fluctuations de la matrice cellulaire et extracellulaire dépendante des fibroblastes. Etant donné
que les fibroblastes sont responsables a la fois de la synthése et de la dégradation du
collagéne, la phase de remodelage de la cicatrisation de la plaie dépend entiérement de
I'activité biologique de tels sous-ensembles de cellules.Par conséquent, il est possible de
supposer que l’incorporation de thymol dans les pansements aurait pu améliorer la
collagénisation en modulant la croissance des fibroblastes.

Néanmoins, comme nous avons fourni certaines preuves que le thymol peut affecter la
dynamique fibroblastique, il est important de souligner qu'aucun signe grossier ou
morphologique de surproduction de collagéne, entrainant la formation de cicatrices
hypertrophiques, n'a été observe dans cette étude.

Cette caractéristique semble étre positive pour le processus de cicatrisation,
puisqu’une stimulation a long terme des fibroblastes pourrait conduire a la formation de
cicatrices disgracieuses.

En conclusion, nous avons démontré que le thymol avait des effets anti-inflammatoires
et que I’incorporation de ce mono terpene dans des pellicules de pansement a base de
collagene avait permis d’améliorer la cicatrisation des plaies. Les actions pharmacologiques
de Lippia gracilis dans les pratiques de médecine populaire peuvent étre liées, au moins en

partie, a la présence de thymol dans I'huile essentielle (David ., 2019).

1.1.9. Utilisation culinaire et agroalimentaire

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

des potages et des légumes (Ozcan et Chalchat, 2004).
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1.2. Phillyrea Angustifolia

A/Période de février2023 B/Période de Mai 2023 C/Période de juin 2023
Figure 13 : Photographie de Phillyrea angustifolia (photos originaux 2023)
1.2.1. Description Morphologique

Phillyrea angustifolia L. est un arbrisseau de la famille des Oléacées, d’une hauteur
pouvant atteindre 1,5 a 3 m, a rameaux gréles et élancés, gris ou jaunatre, a feuillage 4-8 x
0,5-1,5 cm, persistant et étroit, linéaires-lancéolées ou lancéolées-aigués (Rameau et al.,
2008), opposées, coriaces, ayant 4-6 paires de nervures (Bayer, et al, 2009). Inflorescences
tres courtes. Calice campanulé court, a lobes arrondis. Corolle blanc verdatre. Style court ;

stigmate arrondi, bilobé. Drupe 5-6 x 4-5 mm, su globuleuse, apiculée. Fleurit de avril a juin

Figure 14: Aspect morphologique de Phillyrea angustifolia(Bayer, et al, 2009)
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1.2.2. Classification Botanique

Phillyrea angustifolia L. appartient a la famille des Oléacée Hoffmanns. Le genre
Phillyrea regroupe deux especes de filaires, qui sont des arbustes méditerranéens.

Notre espece est classée selon (Euro+Med, 2006)dans le tableau suivant :

Tableau 2 :Classification botanique de phillyrea angustifolia(Euro+Med, 2006).

Régne Plantea Haeckel, 1866

Sous-régne Viridaeplantae

Infra-régne Streptophyta John,
williamson&Guiry, 2011

Classe EquisetopsidaC.Agardh, 1825

Clade TracheophytaSinnottex cavalier-
Smith, 1998

Clade Spermatophyta

Sous-classe Magnolidae Novak ex Takhet.,
1967

Super-ordre Asteranae Takhet., 1967

Ordre Lamiales Bromhead, 1838

Famille Oleaceae Hoffimanns&Link,
1809

Tribu Oleeae Hoffimanns.&Link
exdumort., 1827

Sous-tribu Oleinae E.Wallander&V.A.
Albert, 2001

Genre Phillyrea L., 1753

Espéce Phillyrea angustifolia L., 1753

1.2.3. Répartition Géographique
Les oléacées forment une famille d'environ 600 especes réparties en 24 genres,

contenant principalement des arbres et des arbustes et quelques lianes.

38



Chapitre 111 : Monographie des plantes

Leur distribution géographique est tres vaste (Johnson, 1957), elles poussent au sud-ouest de
1I’Asie, au nord de 1’Afrique, dans la partie orientale du bassin méditerranéen, et au sud de
I’Europe. C’est une plante endémique qui pousse naturellement dans la région Nord-Africaine
(tel Algérien et Marocain) (Vassiliadis, 1999). Elle prefére le climat chaud ainsi les sols
rocailleux sec et calcaire, croit cependant sur les sols a texture limono-argileuse et dans la

région a I’hiver rigoureux. Elle préfére les terrains siliceux (Bayer et al., 2009).

Phillyrea ongusts folia
Bl navive Cincl. srchacootutes)
D Alien (Staiams cekeow)

Botanical Muscas. Helsiokl_ Fiolsesds 2018
Data from BGEM. Barlin-Dahlem. sy

Figure 15: Répartition géographique de Phillyrea angustifolia L.(Bayer et al., 2009).

1.2.4. Composition Chimique

Les feuilles de Phillyrea angustifolia sont riches en flavonoides, les acides
phénoliques et les phénols simples, ces dernier sont déterminés par les tests photochimiques et
HPLC (Romani, et al, 1996). Une étude menée par Munne-Bosch et Pennuelas. (Munné-
Bosch & Pefiuelas, 2003) sur la composition chimique de P. angustifolia révele que les
feuilles possedent des poly phénols (oleuropeine et ces dérives) :
Acides phénoliques : acide salicylique, acide chlorogénique, acide caféique, acide vanillique,
acide syringique et acide elénolique glucoside.
Phénols simples : Hydroxy-tyrosol, dérivés d’hydroxy-tyrosol, oleuropeine aglycone, tyrosol

et diméthyle-oleuropeine.

1.2.5. Propriétés Thérapeutiques et Utilisations
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Phillyrea angustifolia est une plante médicinale, ces feuilles peuvent étre utilisées
pour la lutte contre le stress oxydatif, et en tant que insecticides et antibactériens (Munné-
Bosch & Pefiuelas, 2003). La plante est diurétique, ainsi elle a été employée contre les
fievres intermittentes. Les fleurs sont utilisées pour faire des cataplasmes préconisés contre les
maux de téte. Les feuilles ont été utilisees comme emménagogue et en gargarisme
(Vassiliadis, 1999). Par ailleurs, les feuilles et le fruit de cette plante étaient préconisés
comme fébrifuge contre les fiévres intermittentes. Ainsi elles étaient utilisées pour leurs

propriétés astringentes et antiseptiques (Judd, et al 1999).
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Chapitre IV Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
1.2. Matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a deux plantes :la partie
aérienne de I’espéce Thymus vulgaris récolté dans la région de Doui thabet de la Wilaya de
Saida durant le mois de février 2023 et les feuilles de 1’espece phillyrea angustifolia en
février 2023 dans la région de Youb . L’identification de I’espece végétale est réalisée par
Pr. SI TAYEB Tayeb, Taxonomie au niveau de laboratoire de Bio toxicologie,
pharmacognosie et valorisation biologique des plantes de ’université de Saida- Algérie.

Apres la collecte de la plante fraiche , les impuretés ont été enlevées, et la plante a été
étalée sur le sol et laissée sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 15 jours, Une
fois la plante séchée , sont broyées les feuilles de I’espéce phillyrea angustifolia a 1’aide
d’un broyeur électrique , puis conservé dans des boites en verre ;bien fermées, couvertes par
des papier aluminium et stockées a 1’obscurité, loin de la lumiére et de I’humidité et a une

température ambiante jusqu’au leur utilisation . (Brahmi, 2019)

A- Le broyat de phillyrea angustifolia B-Thymus vulgaris seche
Figl6 : PhotosOriginales de plantes étudiée

2. Procédures d’extraction :
2.1 Extraction de I’huile essentielle de Thymus vulgaris :

L’extraction de huile essentielle du thymus vulgaris et réalisée par hydrodistillation
(appareil de type Clevenger) (EI Ajouri et al,2008 ).un distillateur de trois heures a été
effectuées .Dans un ballon de 1litres surmonte d’une colonne reliée a un réfrigérant , on
introduit dans le ballon 75g de matic¢re végétale lavée et séchée avec 675 ml d’eau distillée le
puis on porte a ébullition .le rendement en huile est déterminé par rapport a la matiére seche
,’huile est conservée +4°c a 1’abri de la lumiére et de ’air .

Le rendement en huile essentiel obtenue est détermine comme suit :
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Rendement HE(%) = m2.100/m1

{m1 : masse totale du végétal sec }.
{m2 : masse d’huile essentielle}.

2.2.Principe de I’hydrodistillation

Son principe est le suivant :

v' La substance contenant I’espéce volatile a extraire est mélangée avec de I’eau et
I’ensemble est porté a 1’ébullition.

v La phase gazeuse, contenant ’espéce volatile et la vapeur d’eau, arrive en haut de la
colonne, passe dans le réfrigérant ensuite elle se condense.

v" Le résultat de I’hydrodistillation est le distillat. Ce dernier comporte alors deux phases liq

v'uides, qu’on peut séparer par décantation (Bagard, 2008).

A-Hydrodistillation B-Ampoule & décanter C-I’huile essentielle
Figl7 : Photos Original
2.3. Préparation des extraits :

Extraction solide /liquide par la méthode de macérationOn laisse tremper 5 g de la
poudre Choisies dans 100 ml de Solvant (eau, éther ou éthanol) a température ambiante
pendant 24 Heures. On la filtrer aprés. (Rebaya et al ., 2015) .

2.3..1. Préparation d’extraits (éthanolique, méthanolique, aqueux) :
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(\

Cetextrait est préparé de la méme manicre que la macération en utilise 1I’éthanol,

<\

cela est réalisé comme suit : (La méme méthode pour les autres extraits,méthanolique
et aqueux)

Me¢élanger S5g de la poudre de plante avec 100 ml de I’éthanol.

L’agitation pendant 24 heures.

Filtration de la solution et récupération du filtrat.

Evaporation a sec du filtrat a 1’aide d’un rotavapor.

Récupération de I’extrait sec dans 1’éthanol pour 1’activité antioxydant et dans le

N NN R

DMSO pour I’activité antibactérienne.

2.3.2. Calcul des rendements en extrait sec :

Nous pouvons déterminer le rendement de différentes parties des plantes en extrait

brut avec le rapport :

Rendement (%) = (P1-P2/P1) x 100

P1 : Poids de la poudre végétale de départ

P3 : Poids de la poudre végétale sec apres 1’extraction

Figurel8:La concentration d’extrait récupérer par rota vapeur
3. screening phytochimique :

Les différentes classes recherchées 1’étude phytochimique qualitative permet de
détecter Différentes familles chimiques présentes dans la plante par des réactions de
coloration et de Précipitation et des observations sous lumicre ultra violette I’examen

phytochimique est Réalisé sur I’extrait ( éthanolique ,méthanolique ,aqueux) comme suivant :
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3.1. Alcaloides :

Un volume de 10 ml de ’extrait est évaporé a sec ,le résidu obtenu est repris dans 1.5
ml D’acide chlorhydrique (2%) sous agitation au bain marie a chaud aprées refroidissement et
filtration le filtrat est divise en deux volume égaux : le tube 1 est traite par la réactif de Mayer
et le tube 2est traite par quelques gouttes du réactif de Wang la présence d’une turbidité ou la
Formation d’un précipité blanc et marron respectivement indiques la présence des
alcaloides.(Majob, 2003).

3.2. Tanins :

Iml de I’extrait est ajoute a 200 ul de Fecl3 (1%) leur présence est indique par une

coloration vert claire ou bleu-noir. (Karumi et al., 2004).
3.3. Les composes réducteurs :

Introduire 2ml d’extrait dans une tube ajouter 2ml de liquide de Fehling et incuber
I’ensemble pendant 8min dans un bain marie .I’apparition d’un précipité rouge brique indique
la présence des composes réducteurs. (Trease et Evans, 1987).

3.4. Anthocyanines

2ml de I’extrait +5ml de H2SO4 +5ml ammoniac NH4OH, coloration rose/ rouge,

bleu violacée.
3.5. Stérols et stéroides :

1 ml d’extrait methanolique, évaporation a sec .solubilisation avec 10ml de
chloroforme an hydrique, Sml de la solution chloroformique avec 5ml d’anhydride acétique
en ajoutant quelque gouttes d’acide sulfurique concentre .agitation et laisse repose,

I’apparition d’une coloration violacée virant au vert. (Trease et Evans, 1987).

3.6. Tri-terpénes :

Iml d’extrait methanolique est évaporé, dissout dans un mélange anhydride acétique
chloroforme (5/5 v/v), filtration, 1’ajoute de quelque goutes d’acide sulfurique concentre,
coloration verte (heterosidessteroidiq), coloration verte violette (tri terpénes) . (Trease et
Evans, 1987).

3.7. Les saponosides :
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29 la poudre + 100 ml d’eau distillée, ébullition 30 min , refroidissement , filtration
reagiste a 100ml avec 1’eau distillée on prépare 10 tubes, agitation avec énergie en position
horizontale (1ss ), on relevée la hauteur de la mousse persistante dans 10 éme tube .(Dohouet
al. 2003).

3.8. Flavonoides :

5ml de I’extrait methanolique +5ml HCL concentré +0.5g de tournure de mg., apres 3

min L’apparition d’une coloration rose / rouge.(Karumi et al., 2004).

4. dosages des metabolites secondaires :
4.1.Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des poly phénols a été réalisé selon la méthode décrite par Dewanto et al.
(2002).Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu,Une prise de 125 pl d’extrait convenablement
dilué est mise dans un tube en présence de 500 pul d’eau distillée et de 125 pul du réactif de
Folin-Ciocalteu. Apres agitation vigoureuse et repos du mélange pendant 6 mn, 125ul d’une
solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7% sont ajoutés et le mélange est ajusté a 3 ml
avec de I’eau distillée. Le tube est placé au repos pendant 90 mn a température ambiante et a
I’obscurité, ensuite 1’absorbance est mesurée a 760 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée
en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant ’acide gallique a des
concentrations de 0 a 400 pg/ml. Les teneurs en poly phénols totaux sont exprimées en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de matiére vegétale séche.

Tableau 3 :Dosage des composes phénoliques(poly phénols totaux ) de phillyrea angistifolia

Extraitméthanolique | Extrait éthanolique Extrait aqueux
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4.2.Dosage des flavonoides totaux :

La quantification des flavonoides est faite selon une méthode spectrophotométrique
décrite par Dewanto et al. (2002). Les réactifs utilisés sont les solutions incolores de nitrite de
sodium (NaNO2) et de chlorure d’aluminium (AICI3). C’est une méthode qui est basé
surl’oxydation des flavonoides par ces réactifs. Elle entraine la formation d’un complexe rose
qui absorbe a 510 nm. La concentration connue permet d’évaluer la tencur totale en
flavonoides (FIv). Une prise de 250 pul d’extrait diluée est additionnée de 75 pl d’une solution
de NaNO2 a 7%. Aprés 6 mn d’incubation & température ambiante, 150 pul d’une solution
fraichement préparée d’AlICI3 a 10% sont ajoutés au mélange. Aprés 5 mn de repos a
température ambiante, 500 ul de soude (NaOH, 1M) sont apportés au mélange, le volume
final est porté a 2500 pul avec de I’eau distillée. L absorbance de cette préparation est mesurée
a 510 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
operatoires en utilisant la catéchine a des concentrations de 0 a 400 ug/ml. Les teneurs en
flavonoides sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére

végétale seche.

Tableau 4 :Dosage des composes phénoliques( flavonoides totaux) de phillyrea angustifolia

Extraitméthanolique | Extrait éthanolique | Extrait aqueux

E

5. Activité antioxydate :

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher

I'oxydation des substrats biologiques, ce sont des composes qui réagissent avec les radicaux
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libres et les rendent ainsi inoffensifs. La capacité antioxydant des extraits est étroitement liée

a tout le contenu phénol (Bougandouraet al, 2012).
5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

5.1.1. Principe :

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

dans le milieu a donner des protons (Benslama et Harrar, 2016).

Figure 19 : Mécanisme réactionnel du radical libre DPPH. (Talbi et al., 2015).

5.1.2. Protocole :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait ou I’huile essentielle sur le DPPH est mesureé par la
procédure décrite par (Que etal, 2006).

Un volume de 500 pl de .la solution de DPPHe (0.1mM) est ajouté a 500 pl des
solutions D’extraits ou standard 1’acide ascorbique a différentes concentrations. En ce qui
concerne le contrdle Positif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 500 pl
d’éthanol avec 500 pl de la Solution éthanolique de DPPH. Aprées incubation a 1’obscurité
pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des Absorbances est effectuée a 517 nm
a I’aide d’un spectrophotometre, contre un blanc qui Contient 500 ul d’éthanol avec 500 pl de
méthanol.

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

(Abs controle - Abs test)
1% = - x 100
Abs contréle

Ou : I % : pourcentage d’inhibition.
At. : Absorbance du test effectué.

AC : Absorbance du controle.

Les valeurs de I’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

C-Dosage de DPPH d’acide ascorbique

Figure 20 : dosage de DPPH
5.2. Capacité Antioxydant totale

Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo6 présent sou forme d’ions
molybdéne MO( s) MoO2en présence de 1’extrait et 1’huile essentielle pour former un

Complexe vert de phosphate /MO(s) a pH acide.
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Un prise de 0.1 ml d’extrait ou d’huile essentielle convenablement dilué est combinée
dans un Tube avec 1.6 ml de solution compos¢ d’acide sulfurique 0.6N, est 0.5g de
molybdéne D’ammonium (NH4)6MO7024 ,4H20 ,4mM, les tubes sont incubés 95°C
pendant 90 min apres un repos de 6 min a température ambiante, 1’absorbance du milieu est
déterminée a 695 nm .la capacité antioxydant totale est exprimé en mg équivalent d’acide

gallique par gramme de matiére séche. Zeragui ,2021.

w’"‘" /) ”";"{, e ‘nl
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A-Dosage d’HE.Thymus vulgarisB-Dosage de EX.phillyrea angustifolia

Figure 21 : Dosage de Capacité Antioxydant totale

6. Activité antimicrobienne
6.1. Matériel microbienne

Les souches microbiennes qui ont été utilisées dans cette expérimentation :4 souches
bactériennes choisies sont pathogénes et/ou impliquées dans le processus D’altération des
aliments ont été étudiees, Et une seule souche de levures, les micro-organismesont été obtenus
a partir de la culture de la collection de laboratoire de Bio toxicologie, pharmacognosie et
valorisation biologique des plantes de 1'université de Saida- Algérie.

Tableau 5 :Les souches pathogenes utiliser

Les souches pathogenes Référence Type
Escherichia coli ATCC25922 Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Gram négatif
Listeria monocytogenes ATCC Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC25923 Gram positif
Candida albicans ATCC10231 Levure
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6.2. Evaluation de I’activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques .La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman , 1998).L’¢tude de [D’activité
antibactérienne est réalisée comme suite :La technique par la méthode de disque
.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB).

6.3.Choix des milieux de culture

Suivant les méthodes employées dans 1’essai et selon les souches , nous avons utilisée

comme milieux de culture solide et liquide .

Muller Hinton (MH)

C’est le milieu de culture utilisé pour étudier 1’activité antibactérienne parce que c’est
le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens (Gachkaretal.,
2006).Ce milieu peu est préparé selon la méthode suivant: on pese avec précision une
quantité de poudre déshydratée du MH équivalente 38g dans un ballon en y ajoutant 1000ml
d’eau distillée ,le mélange de la poudre-eau distillée est chauffé sur plaque chauffante avec
agitation a ’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer une bonne
dissolution des cristaux le milieu MH est ensuite réparti dans des flacons stériles avant d’étre

autoclave pendant 15 min a 121°C .

6.4. Repiquage des especes bactériennes

Le repiquage des bactéries est necessaire pour obtenir un nombre de bactérie correcte
pour les analyses .le repiquage se fait par la culture de bactéries dans un gélose nutritif a 37°C

pendants 24 heures.

6..5. Préparation de I’inoculum

Des colonies bien separées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a
I’aide d’une anse de platine stérile et homogénéisées dans 9ml 1’eau physiologie puis portées

a I’incubation pendant (18-24) heures a 37°C les concentration bactériennes des inoculum
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sont évaluées par une turbidité équivalente a 0.5 Mc Farland et sont exprimées par la mesure
de la densité optique (DO a 625nm ) sur un spectrophotométre .une DO de 0.08-0.1
correspond & UFC/ml. (Haddouchi et al,2009).

6.6. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir papier filtre de 6mm de diametre, stériles

(stérilisation a 120°C pendant 20 min par autoclavage).

6.7. Ensemencement

Cette opération doit se faire dans les 24heures qui suivent la préparation de
I’inoculum. On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne .Puis en fait flotter
I’écouvillon sur la totalité de la surface géloses séche , de haut en bas ,en stries serrées .

L’opération doit faire deux fois en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60 a chaque fois.

6.8. Lecture

A la sortie de I’étuve, I’absorbance de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du puits, identique a la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré a ’aide
d’un pied a coulisse une régle en (mm) (y compris le diamétre du puits de 6 mm). Les
résultats sont exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des

signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle (Ponce et al., 2003).

Figure 22 :Activité antimicrobienne
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7. Activité antidiabétique
7.1. Préparation de la solution de I’a- amylase

L’enzyme utilisé est I’a. -amylase de pancréas porcin sous forme lyophilisée. I’a. -
amylase a été solubilisée dans la solution tampon phosphate (0.02M, ph=6.9 ; Nacl 0.006M)

dont la concentration est de 0.5 mg /ml.

7.2. Préparation de la solution du substrat

Le substrat utilisé est I’amidon soluble de pomme de terre .la concentration de
I’amidon préparé dans la solution tampon phosphate (0.02M, ph=6.9 ; Nacl 0.006M) est de
1%.

7.3. Test de P’inhibition de I’activitél’a- amylase

Le test d’inhibition de 1 a’-amylase est réalisé selon la méthode d’apostolidiset (al,
2007)avec une légére modification .Brievement. différentes concentrations des extraits et
I’huile essentielle (50,25,12.5,6.25,3.125mg/ml) de chaque plante ont été préparées dans
500ul la solution tampon phosphate (0.02M, ph=6.9 ;Nacl 0.006M ) puis 100ul la solution de
1 a’-amylase ont été ajoutés a chaque tube .Aprés I’incubation a 25°C pendant 10 min ,500ul
de la solution d’amidon al% a été ajouté a chaque tube , et le mélange réactionnel a été
ensuite incubé a 25°C pendant 10min . la réaction a été stoppée avec 1ml de I’Hcl .les tubes a
tester ont été incubés au bain marie a 95°C pendant 5min puis refroidis a température
ambiante. Le mélange réactionnel a été dilué¢ avec 10ml de 1’eau distillée et I’absorbance a été

mesurée a 540nm.

L’acarbose a été utilisé comme contréle positif pour tous les tests de cette étude avec

différentes concentrations (3.125-50mg/ml).

L’inhibition de I’*-amylase est exprimée par un pourcentage d’inhibition et calculé par

I’équation suivant :

(Abs controle - Abs échantillon ) o

100
Abs controle

[% =
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Figure 23 : dosage d’activité antidiabétique
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1. Rendements, Aspect organoleptique et Physique de I’huile essentielle de thymus

vulgaris L et des extraits de Phillyrea angustifolia L

L’huile essentielle de thymus vulgaris L obtenue par hydrodistillation est un liquide visqueux,
limpide d’une coloration jaune et a odeur forte caractéristique du genévrier. De plus, les
rendements calculés par rapport a la plante séchée des extraits (huile essentielle, extrait
¢thanolique, extrait méthanolique, extrait aqueux), la couleur, 1’aspect physique ainsi la

solubilité de chaque extrait sont déterminés et représentés dans le (Tableau 07)

Tableau 6 :Caractéristiques des extraits préparés a partir de la partie aerienne de thymus

vulgaris et la partie des feuilles de phillyrea angustifolia

: 0 —_
Extrait Aspect physique Couleur Rendement(%) Solubilité
HE, T. vulgaris Liquide visqueux | Jaune 0.92% Eau distillée
EX,aqueux, Poudre Marron foncé 28/% Eau distillée
P.angustifolia
EX,éthanolique,P. Poudre Vert foncé 26% Ethanol
angustifolia
EX,méthanolique,P. Poudre Vert 27% Méthanol
angustifolia
Rendements des extraits
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Figure 24 : Rendement des I’huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits de Phillyrea

angustifolia
2.Screening phytochimique de Phillyrea angustifolia
2.1. Les testes phytochimiques :

Les tests phytochimique réalisés sur les extraits(extrait éthanolique, extrait
méthanolique, extrait aqueux)de Phillyrea angustifolia, consistent a détecter les différentes
familles de métabolites secondaires existants dans la partie des feuilles étudiées par des réactions
qualitatives de caractérisation.

Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs
spécifiques a chaque famille de composes.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 02
(++) : Test fortement positif. (+) : Test positif.(-) : Test négatif.

Tableau 7 : Résultats des testes phytochimiques des extraits de phillyrea angustifolia

Les testes Résultat La couleur
obtenu
Alcaloide
*  Mayer e -
*  Wagner e +
Flavonoide ++
oy
e
Anthocyanes
+++ '-
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=W
Les composes réducteurs - \
W
Stérols et stéroide +++
Tri terpenes +++
Saponosides +++
Tannins +++ - b
]

2.2.Dosages des métabolites secondaires (Poly phénols et flavonoides)

Les analyses quantitatives des phénols totaux et des flavonoides sont déterminées par
des méthodes spectrophotométrique, en utilisant les équations des régressions linéaires des
courbes d’étalonnages (Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des poly
phénols totaux et de la catéchine pour les flavonoides totaux). L’estimation de la teneur en
poly phénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode de Folin- Ciocalteu, cependant, le
dosage de flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium. Le tableau08
résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux et flavonoides. Les résultats sont

exprimés en mg d'équivalents de chaque étalon par g de poids sec de la matiére végétale.
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Tableau 8 :Teneurs en phénols totaux et flavonoides des plantes étudiées

Extrait Poly phénols totaux Flavonoides
(mg GAE/qg) (mg EQ-C/g)
Ethanolique P.angustifolia | 124 100.5
MeéthanoliqueP.angustifolia | 183 106
Agqueux P.angustifolia 204 22.5
3.Activité antioxydant :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des extraits des
plantes été réalisée par deux techniques : le piégeage du radical libre DPPH, et la capacité
antioxydant totale.

3.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydant d’huile essentielle de thymus vulgaris et les extraits dePhillyrea
angustifoliavis-a-vis du radical DPPH a été mesurée en suivant la réduction de ce radical
quis’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Cette activité est
déterminée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 517nm.

Les résultats sont portés par rapport a un antioxydant de référence a 1’acide ascorbique
(vitamine C) . En faisant varier les concentrations de 1’extrait est en calculant pour chaque

concentration le pourcentage d’inhibition correspondant (P1%).
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[C] de I'extrait éthanolique de phillyrea [ C] de I'extrait méthanolique de
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A/Activité Piégeage du radical libre DPPH des extraits (éthanolique ; méthanolique) de

Phillyrea angustifolia
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B/Activité Piégeage du radical libre DPPHd’huile essentielle de T.vulgaris et d’extrait
aqueuxP. angustifolia

Figure25: Activité Piégeage du radical libre DPPHa différentes concentrations d’huile

essentielle de thymus vulgaris et des extraits dePhillyrea angustifolia

D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmenteavec 1’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistrée
présence dans I’huile essentielle de thymus vulgaris et dans les extraits dePhillyrea
angustifoliaest inférieur a celui de 1’acide ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre 1Cso.

Evaluation de ’'IC50

ICso est inversement lié a la capacité antioxydant d'un composeé, car il exprime la
quantitéd'antioxydants nécessaires pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.
Plus lavaleur d’ICso est basse, plus I'activité antioxydant d'un composé est élevée .

La concentration de I’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, aété
calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction
dedifférentes concentrationsd’huile essentielle de T.vulgaris et des extraits deP.angustifolia

préparés. Les valeurs des CI50 trouvées sont représentées dans le tableau 04.
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Tableau 9 : IC50(mg/ml) d'acide ascorbique ,d'huile essentielle de thymus vulgaris et des
extraits de phillyrea angustifolia

Typede ’extrait CI150 DPPH

HE, T. vulgaris 0.86 mg/ml

EX, éthanolique,P. angustifolia 2.89 mg/ml

EX, méthanolique,P. angustifolia | 0.94 mg/ml

EX, aqueux, P. angustifolia 2.44 mg/ml

Acide ascorbique 3.37 mg/ml

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de I’activité anti radicalaire d’huile
essentielle de thymus vulgaris et des extraits dePhillyrea angustifoliatestés possedent
uneactivité anti radicalaire avec un ICso de I’ordre de 0.86mg/ml pour HE de T.vulgaris et
2.89mg/ml pour laEX,éthanolique deP. angustifolia,et 0.94 mg/ml deEX,méthanolique,P.
angustifoliaet2.44 mg/mlEX,aqueux, P. angustifoliaEn comparaison avec 1’antioxydant
standard (I’Acide ascorbique) quidémontre un ICs0%= 3.37 mg/ml, nous constatons que
I’huile essentielle et les trois extraits sontmoins actifs par rapport au standard et quel’HE, T.
vulgarisetEX,méthanolique, P. angustifoliaposséde une activitéantioxydant supérieure en
comparaison avec les extraitsEX,éthanolique,P. angustifoliaet EX,aqueux, P. angustifoliaun
peu basse.

3.2. Capacité antioxydant totale

La capacité antioxydant totale (CAT) des extraits et des huiles essentielles de deux
plantes est exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere séche (mg
EAG/g MS),a partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant I’acide gallique comme
référence (y =0,000x + 0,022 R2 =0,991 ) Les résultats, qui montrent la capacité antioxydant
de I’huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits dePhillyrea angustifoliasont présentés
dans le tableau
Tableaull:Capacite antioxydant totale d’huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits

dePhillyrea angustifolia

61



Chapitre V

Résultats et interprétation

Tableau 10 :Capacité antioxydant totale d'huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits
de phillyrea angustifolia

4. Activité antibactérienne et antifongique

4.1. Etude de la sensibilité des bactéries aux extraits et I’huiles essentielles des deux

Type d’extrait Les valeurs en
mMgEAG/g MS

HE, T.vulgaris 0.23

EX,éthanolique 0.29

,P.angustifolia

EX,méthanolique,P 0.40

angustifolia

EX,aqueux,P.angustifolia 0.23

plantes étudiées :

Le teste de sensibilité consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des

extraits des plantes. Nous avons testé I’activité de 1’huile essentielle et des extraits par la

méthode des disques.

Cette sensibilité est exprimée par I’apparition de zones d’inhibition autour de ces

disques. les diametres de celles-ci sont donnés sur le tableau.

Tableau 11 :Diamétre d'inhibition des bactéries vis-a-vis les différents extraits en mm

Nomdes Concentrations des extraits mg /ml
souches Type
de Pextrait Control
5 2.5 1.25 0.62 Pure | Negatif
(DMSO
)
L’huile 6
essentielle Inhibition totale
L Ex 12 4 5 7 6
Staphylococcus | éthanolique
aureus L’Ex 2 0 0 4 6
méthanoligue
L Ex 5 7 0 0 6
Aqueux
L’huile 6
essentielle Inhibition totale
Listeri L Ex 2 3 5 5 6
Isteria éthanolique
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monocytogenes | L’Ex 5 2 0 2 6
méthanolique
L’Ex 3 4 0 0 6
Aqueux
L’huile 6
essentielle Inhibition totale
L’Ex 3 0 0 0 6
Escherichia éthanolique
coli L’Ex 10 5 4 3 6
méthanolique
L’Ex 2 4 12 0 6
Aqueux
L’huile 6
essentielle Inhibition totale
Pseudomonas | L’Ex 0 12 0 0 6
aeruginosa éthanolique
L’Ex 4 3 3 3 6
méthanolique
L’Ex 0 0 0 3 6
Aqueux

La sensibilité des bactéries aux I’huile essentielle et les extraits est déterminée selon le
diamétre du halo d’inhibitionpar la méthode de diffusion sur gélose M.H.

Les diameétres des zones d’inhibition moins de 7 mm ont été enregistrées comme inactifs,
entre 7et 10 mm ont été enregistrés comme faiblement active, de 10mm et moins de 15mm,
ont été enregistrés comme modérément actif et beaucoup active quand un diametre
d’inhibition de la croissance ont été de plus de 16mm.

Le tableau suivant résume le degré de sensibilité des différentes bactéries vis-a-vis a I’huile
essentielle dethymus vulgariset des extraits de phillyrea angustifolia

Tableau 12 :Degré de sensibilité des différentes bactéries vis-a-vis al'huile essentielle de

thymus vulgaris et des extraits de phillyrea angustifolia

Concentrations des extraits mg /ml
Nom des de ;I’_zftiait
souches 5 2.5 125 | 062 | Pure
L’huile essentielle LT
Staphylococcus | L’Ex éthanolique M.A I I I
aureus L’Exméthanolique I I I I
L’Ex Aqueux I I I I
L’huile essentielle LT
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Listeria L’Ex éthanolique I I I I
monocytogenes | L’Exméthanolique | | | |
L’Ex Aqueux | | | |
L’huile essentielle LT
Escherichia L’Ex éthanolique I I I I
coli L’Exméthanolique M.A I I I
L’Ex Aqueux | | M.A |
L’huile essentielle LT
Pseudomonas | L’Ex éthanolique | M.A I I
aeruginosa L’Ex méthanolique I | | |
L’Ex Aqueux | | | |

Figure27 : résultats de I’activité anti bactérienne d’extrait éthanolique de phillyrea

angustifolia
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Figure28: résultats de 1’activité anti bactérienne d’extrait méthanolique de phillyrea

angustifolia

Figure29: résultats de 1’activité anti bactérienne d’extrait Aqueux de phillyrea angustifolia

4.2. Evaluation d’activité anti fongique :

Tableau 13 : Diamétre d'inhibition des bactéries vis -a-vis les différents extraits en mm

Concentrations des extraits mg /ml
Nomdes Type
souches de extrait |5 2.5 1.25 0.62 Pure DMSO
L’huile
essentielle Inhibition totale 6
Candida L’Ex 7 6 4 4 6
albicans éthanolique
L’Ex 5 5 4 4 6
méthanolique
L’Ex 8 7 7 6 6
Agueux

La sensibilité de souche fongique(Levure) aux I’huile essentielle et les extraits est
déterminée selon le diamétre du halo d’inhibitionpar la méthode de diffusion sur gélose PDA.
Les diametres des zones d’inhibition moins de 7 mm ont été enregistrées comme

inactifs, entre 7et 10 mm ont été enregistrés comme faiblement active, de 10mm et moins de
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15mm, ont été enregistrés comme modérément actif et beaucoup active quand un diameétre
d’inhibition de la croissance ont été de plus de 16mm.

Le tableau suivant résume le degré de sensibilité de souche fongique (Levure) vis-a-
vis a I’huile essentielle dethymus vulgariset des extraits de phillyrea angustifolia

Tableau 14 : Degré de sensibilité de souche fongique (levure )vis -a-vis a I'huile essentielle
de thymus vulgaris et des extraits de phillyrea angustifolia

Nom des | Type Concentrations des extraits mg /ml
souches de Pextrait 5 55 15 0.62 Pure
L’huile essentielle LT
Candida
albicans L’Ex éthanolique | | | |
L’Ex méthanolique | I I |
L’Ex Aqueux F.A | | |

Figure30 : résultats de I’activité anti fongique d’huile essentielle de thymus vulgaris et des
extraits de phillyrea angustifolia

5.Evaluation d’activité anti diabétique(activité de I’a- amylase)

L’évaluation de ’activité antidiabétique in vitro a été réalisée par I’inhibition de
I’enzyme, 1’a-amylase qui est impliqué dans la digestion humaine et conséquemment dans
I'équilibre du glucose sanguin. Par conséquent, leur inhibition peut étre une stratégie
importante dans la gestion de la glycémie. Les inhibiteurs naturels de 1'a-amylase provenant

de sources végétales est une approche attrayante pour la prévention et traitement du diabéte.

L’inhibition de 1’a amylase par I’huile essentielle de thymus vulgaris et des extrait
dephillyrea angustifolia exprimée en mg équivalent acarbose par gramme d’huile essentielle

(ug EA.g), a partird’une courbe d’étalonnage établie en utilisant I’acarbose comme référence
(y=
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Figure 31: Activitéde la- amylase a différentes concentrations d’huile essentielle de

T.vulgaris et des extraits de P. angustifolia

Les résultats obtenus montrent que l'inhibition d’a-amylase est augmentéeavecl’augmentation
de la concentration d’huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits de phillyrea

angustifolia.
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Détermination d’IC50

Les valeurs d’IC50 trouvées pour I’huile essentielle de T.vulgaris et des extraits deP.
angustifoliatestés et le standard sont mentionnées dans le tableau 15

Tableau 15 : Concentration inhibitrices 50(IC50)I'huile essentielle de T. vulgaris et des

extraits de p.angustifoliatestés et d’acarbose pour le test d’activité d’a-amylase

Typede I’extrait IC50
HE, T. vulgaris 0.56 mg/ml
EX, éthanolique, P. angustifolia 0.30 mg/ml
EX, méthanolique, P. angustifolia 0.51 mg/ml
EX, aqueux, P. angustifolia 0.7 mg/ml
Acarbose 0.93 mg/ml

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de I’activité activité de I’a- amylase
d’huile essentielle de thymus vulgaris et des extraits dePhillyrea angustifoliatestés possedent
uneactivité avec un ICsode 1’ordre de 0.56mg/ml pour HE de T.vulgaris ,et 0.30mg/ml pour
laEX,éthanolique deP. angustifolia,et 0.51mg/ml deEX,méthanolique,P.
angustifoliaet0.7mg/mlIEX,aqueux, P. angustifoliaEn comparaison avec le control positif
(I’acarbose ) quidémontre un 1Cs0%= 0.93mg/ml, nous constatons que 1’huile essentielle et

les trois extraits sontmoins actifs par rapport aucontrol positif.
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Les plantes représentent 1’essentiel de la pharmacopée et 1’avénement de la chimie
moderne. Les analyses phytochimique sur les extraits et les huiles essentielles des vegetaux
est une étape préliminaire et d’une grande importance puisqu’elle réveéle la présence des
constituants connus par leur activités physiologiques telles que 1’activité antioxydant,
antibactérienne et fungique et anti diabétique et possédant des vertus médicinales (Sofowora,
1993). Les recherches effectuées sur les différents extraits et huile essentielle révelent la
présence d’importants métabolites secondaires comme les polyphénols et, flavonoides,
caractérisant les extraits et huile essentielle des deux plantes étudiées (thymus
vulgaris,phillyrea angustifolia) avec des intensités variables. Selon les travaux antérieurs
L’huile essentielle de Thymus vulgaris est composée d’une quantité trés variable en phénols
dont le thymol et le carvacrol en sont les majeurs constituantsAbdelli, (2017).;ces données
sont comparables avec nos résultats puisque les revus ont révelé la présence de ces
composants avec des quantités importantes dans la partie aérienne de notre plante.L’éxtrait
des feuilles de P. angustifolia est riche aux Phénols totaux, Tanins totaux, Tanins
hydrolysables Mebirouk-Boude chiche, Cherif, Abidi, & Bouzouraa,( 2015). De point de
vue biologique, ce groupe est constitué de principes potentiellement actifs rencontrés dans
toute ou une partie de la plante. Ce sont des précurseurs de drogues tres utiles en thérapie
clinique Sofowora,( 1993).

1. Rendement

L’huile essentielle de thymus vulgaris a été obtenu un rendement de 0.92% ceci est en
accord avec les travaux de Francois et al.,(2009) qui ont rapporté une valeur de0.95% ,et en
désaccord avec les travaux de Hassani et al.,(2017) qui ont rapporté une valeur de 1.8 %.

Les résultats obtenus par les trois extraits éthanolique méthanolique et aqueux
,Phillyrea angustifolia a un rendement moyen de 27.45%ceci est en accord avec les travaux
de Addab et al.,(2020) qui ont rapporté une valeur de27.91% ,et en désaccord avec les
travaux de Bouharb et al.,(2014) qui ont rapporté une valeur de 11.41 %.

Cette différence en rendement peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont
essentiellement, 1’origine, 1’espece, la période de récolte la durée de séchage et la technique
d’extraction Karousou et al .,(2005) de plus,Marotti et al., (1994) on montré que Les faibles
rendements peuvent étre associes a une série de facteurs tels que le génotype, les étapes de
développement de la plante et les conditions environnementales que se produit dans les

régions semi-arides.
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2.Screening phytochimique

Les résultats obtenus par les trois extraits éthanolique méthanolique et aqueux de
,Phillyrea angustifolia est la présence de Alcaloide,Flavonoide,Anthocyanes,Stérols et
stéroide , Tri terpenes,Saponosides ,Tannins et on a | absence descomposes réducteursceci est

en accord avec les travaux deHmour et al.,(2016)

2.1.Dosages des polyphénols totaux

Les résultats obtenus des teneurs en polyphénols totaux de I’extrait de la plante
phillyrea angustifolia est (183 pg EAG/mg Extraits) nos résultats sont en accord avec les
travaux de Benmouffki,(2013), qui ont rapporté une valeur de (7313.66 + 625.93 g
EAG/100 mg Extraits) ,est en désaccord avec les travaux de (Ouldyerou et al., 2018)qui ont
rapporté une valeur de (557 ,66 mg de EAG/ mg Extraits)

Cette variabilité est liée aux caractéristiques génotypiques de la variété de I’olivier,
aux facteurs agro-climatiques, aux conditions culturales, aussi le solvant utilisée pour
I’extraction (Baccouri et al., 2007).

2.2. Dosages des flavonoides

Les résultats obtenus des teneures en flavonoides de I’extrait de la plante phillyrea
angustifolia est de 22.5 pg EQ/mg d'extrait nos résultats sont en accord avec les travaux de
Benmouffki (2013) qui ont rapporté une valeur de (2965 + 124.43 pg EQ /100 mg) EQ, est
en désaccord les travaux de( Mohkami et al .,2015)qui ont rapporté une valeur de (10,4 pg
EQ/mgQ)

L’extraction des flavonoides a partir de la matiere végétale dépend de plusieurs
facteurs qui contribuent a son efficacité : la méthode d’extraction, la durée d’extraction, la

nature et le volume du solvant utilisé Levizou et al.,( 2004).

3. Activité antioxydant des plantes étudiées (DPPH):

Nos résultats de [D’activité antioxydant ont montré que les extraits de phillyrea
angustifolia est I’huile essentielle thymus vulgarisété efficace en tant que piégeur des

radicaux libres DPPH etantioxydant totale.

En efet, nos résultats d’ic50 de thymus vulgaris est0.86 mg/mlceci est en accord avec les
travaux de Kholkhal et al.,( 2013) qui ont rapporté une valeur de0.85 mg/ml ,et en désaccord

avec les travaux de Amarti et al.,( 2011) qui ont rapporté une valeur de 1C50= 0.069mg/ml,
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De plus, ces résultats montrent que 1’huile essentielle de Thymus possede une bonne activité
anti radicalaire Comparée a notre étude il y’a une différenciation dans les résultats de
I’activité anti radicalaire, cette activité peut étre attribuée a la présence du thymol et carvacrol

car plusieurs auteurs I’ont confirmé Ruberto; Baratta,( 2000) ; Miguel et al.).

En revanche, les resultats de phillyrea angustifolia montre un ICso de2.44 mg/ml ceci est en
accord avec les travaux de( Xueyan et al., 2011 ) qui ont rapporté une valeur de2.57
mg/ml.et en désaccord avec les travaux de (Poornima et al.,2012 ) qui ont rapporté une
valeur de 1C50=8.73 mg/ml

4. Pactivité antimicrobienne de I’huile de Thymus vulgaris et les extraits de phillyrea
angustifolia :

L’étude de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Thymus vulgarisnous a
révélé que I’huile testée présente des niveaux d’activités variables en fonction des souches
étudiées. Notre étude est en accord avec celle trouvée par Hassani et al, (2017) ont démontre
par la technique de diffusion du disque que les souches Echerchia coli (ATCC: 10536) ;
Staphylococcus aureus (ATCC : 25922) sont sensibles vis-a-vis d’huile essentiellede thymus
vulgaris,Les études réalisées par deBouhdid et al(2006), confirment nos résultats. a présenté
une activité antibactérienne puissante présente une sensibilité élevée contre les bactéries a
Gram positif et negatif .et Les données présentées dans cette étude ont révélé une forte
activité inhibitrice de I'huile de Thymus vulgaris sur toutes les souches pathogenes et a toutes
les concentration nos résultats sont en accord avec ceux mentionnés parKalaustian et
al,(2008)qui ont montré que I’huile essentielle de Thymus vulgaris exerce une activité
antibactérienne comparable a celle de I’huile essentielle de notre plante, avec un diametre
maximal de 45.9 mm d’un seul disque dans la boit de pétri on comparant a nos travaux de 5
disque dans la boit de pétri donc il fait une inhibition total , cette grande activité peut étre
reliée a la présence du carvacrol et du thymol qui sont majoritaires dans I’huile essentielle

.ces deux composeés phénoliques , sont en effet connus pour leurs propriétés antimicrobiennes.

Pour les trois extraits (éthanolique, méthanolique, aqueux,) de la phillyrea
angustifolia et D’aprés les résultats obtenus, on peut dire que ces extraits ont une activité
antibactérienne qui varie d’une souche a une autre. Cette activité peut étre importante, faible
ou nulle suivant la concentration de I’échantillon et selon le degré de sensibilité des souches.
On remarque également que I’activité antibactérienne des différentes concentrations a été

pour certaines souchesdont les zonesd’inhibition varies entre (3mm et 12mm)pour les
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bactéries Gram- : Escherichia coli, ,Pseudomonasaeruginosa, et Gram+ : Staphylococcus
aureus,Listeria monocytogenes, respectivement. donc les extraits inactif et faiblement actif
les études a été realisée par(Reffas et al.(2016), en accord avec notre étude .et les études
deTahiri et al,(2016)confirment nos résultats .La résistance de la souche peut étre attribuee a
la capacité de I’agent antibactérien de diffuser uniformément dans 1'agar Hayouni et al.,

(2007). 1l peut aussi lier a la méthode de diffusion en milieu gélosés Fazeli et al., (2007).

C'était aussi noté que I’activité anti fongique pour levure Candida albicans ontexercé
un pouvoir antimicrobien trés important. Des travaux antérieurs confirment que I’huile
essentielle de Thymus vulgaris possede un effet antimicrobien puissant contre un large
éventail de microorganismes Azaz et al., 2004 ;van Vuuren et al.,(2009).

SelonBorugi et al.(2014), les diamétres des zones d’inhibition 46.6 mm en testant
I’huile sur la levure semble beaucoup plus sensible. Une autre étude faite par Yakhlef et al,
(2011), a une diamétres des zones d’inhibition de 64.1 mm pour un seul disque dans la boit de
pétri. D’apres Rota et al.,(2004); Sienkiewicz et al., (2012)I’activitéantimicrobienne de T.
vulgaris pourrait étre attribuée a la teneur élevée en composés phénoliques et en particulier,
au thymol, qui définit le chémotype de nos deux huiles essentielles ainsi qu’aux
hydrocarbures terpéniques : y-terpinéne, p-cyméne, a-pinéne et a I’alcool terpénique : linalool
qui sont les principaux constituants.

D’apres les résultats d’activité antifongique des extraits de phillyrea angustifolia on
ne remarquant aucun effet signalé sur la souche C .albicans (bactéries résistances pour les
extraits ) a des diametres des zones d’inhibition (4mm -8 mm ) tres inactif .

I’étude réalisée par Pereira et al,( 2006)en accord et confirment nos reésultats montré que la
souche C. albicanseétait la plus résistante a les extraits des feuilles de phillyrea angustifolia.
Ce résultat est confirmé eégalement par Sousa et al,( 2006) qui ont rapporté que C.
albicansétait le microorganisme le plus résistant a les extraits des feuilles de phillyrea
angustifolia

Candida albicansqui présente la résistance la plus élevée pour les trois extraits (éthanolique,
méthanolique, aqueux,) selon Khalif et al.,(2015)Cela est expliqué par la capacité de ces
composés phénoliques a dénaturer les protéines. Ils agissent en provoquant la fuite de
constituants cytoplasmiques tels que les protéines et les ions minéraux. Les poly phénols sont
également connus pour se lier au peptidoglycane conduisant ala rupture de l'intégrité de la

paroi cellulaire.
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Chapitre VI Discussion

5. Activité antidiabétique de I’huile de Thymus vulgaris et les extraits de phillyrea

angustifolia :

L’évaluation de D’activité antidiabétique in vitro a été réalisée par ’inhibition de
I’enzyme, de 1’a-amylase qui est impliqué dans la digestion humaine et conséquemment dans
I'équilibre du glucose sanguin. Par conséquent, leur inhibition peut étre une stratégie
importante dans la gestion de la glycémie. Les inhibiteurs naturels de 1'a-amylase et provenant
de sources végétales est une approche attrayante pour la prévention et traitement du diabéte
(Subramanianet al.,2008).

Les résultats de 1’activité antidiabétique montre que 1’huile essentielle de thymus
vulgaris & une bonne activité inhibitrice avec un IC 50 : 0,5mg/ml, nos resultats sont
dessacorde avec les recherches effectué par Hyun et al.(2014)qui ont constaté que 1’huile
essentielle deThymus vulgaris a exercé une bonne activité en enregistrant une ICso de
4.39mg/ml.

D’autres études réalisées par Nampoothiri et al. (2012)montre que 1’huile essentielle
de Thymus vulgaris a un effet antidiabétique en inhibant I’alpha amylase avec une efficacité
(ICsode I’ordre de 0.16mg/mL), ces résultats sont en accord avec notre étude.

A travers I’analyse chimique des huiles essentielles en plus de ces résultats nous pouvons
déduire que le carvacrol et le thymol ont agi positivement sur 1’efficacit¢ de ces huiles
essentielles vis-a-vis de 1’alpha amylase.

En revanche, les résultats des extraits (éthanolique, méthanolique, aqueux) de
phillyreaangustifoliale travail effectué par Medjahedet al.(2016),ont montré que 1’extrait
éthanolique testé a présenté une bonne activité inhibitrice d’a-amylase avec une valeur d’IC50
égale a 0.1mg /ml. Cette valeur était inférieure a celle trouvé dans notre étude. De plus, les
études menée par Abeysekeraet al., (2007 ) etBhutkar et Bhise, (2012) ,montré que les
extraits des plantes médicinales peuvent améliorer le taux de la glycémie. Un des mécanismes
possibles est ’inhibition de 1’a-amylase par différents métabolites

Plusieurs principes actifs des plantes médicinales, appartenant aux différentes classes
des métabolites (composés phénoliques, alcaloides, polysaccharides, terpénoides, etc.) ont été

démontrés bioactives contre I’hyperglycémie(Sales et al., 2012).
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Conclusion et perspectives

Dans certaines substances chimiques qui produisent une action physiologique définie
sur le corps humain. Etant donné la toxicité et les effets secondaires indésirables des
molécules de synthése, Il existe une demande croissante de drogues naturelles.

Dans ce contexte, la présente étude a porté sur 1’étude phytochimique et biologique
I’huile essentielle et les extraits de deux plantes médicinales thymus vulgaris et Phillyrea
angustifolia  utilisés empiriquement dans la pharmacopée traditionnelle locale, pour le
traitement de divers maladies. A la lumiére des résultats obtenus, il ressort de notre travail les
points suivants:

(100 L’huile essentielle de Thymus vulgaris et les extraits de Phillyrea angustifolia

sont tres riches en métabolites secondaires, particulierement les composants phénoliques.
[10JLa diversité en phytoconstituants de la partie aérienne de la plante Thymus vulgaris et les
feuilles de Phillyrea angustifolia conféere aux deux plantes étudiées des propriétés
antioxydantes remarquables. Les CI50 les plus intéressantes ont été obtenus par 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris .

[10JL’évaluation de ’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Thymus vulgaris et les
extraits de Phillyrea angustifolia, réalisée in-vitro par la méthode de diffusion des disque sur
gélose, montrent que les différentes souches testées présentent des degrés variables de
sensibilités vis-a-vis I’huile essentielle et les extraits. Ce pendant, 1’activité antifongique de
L’huile essentielle de thymus vulgaris s’est révélée fort vis-a-vis de souches de levure ;

[JPour I’activité anti diabétique on a vue des propriétés anti diabétique remarquables pour les
deux plantes étudiées. Les CI50 les plus intéressantes ont €té obtenus par [’extraits,
éthanolique, de Phillyrea angustifolia.

Nous pouvons dire que les especes Thymus vulgaris et Phillyrea angustifolia
peuvent étre des sources gorgées de substances naturelles dotées de propriétés biologiques et
thérapeutiques intéressantes.

Ce travail reste préliminaire et ne constitue qu'une premiére étape dans la recherche
des substances responsables des activités biologiques, il est intéressant d'approfondie cette
étude par purification des molécules phytochimiques responsables de ces activités et évaluer

leurs effet anti cancéreux invivo.
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Annexes N°1 : La préparation des solutions

Solution de FeClza 0,17 :
Mélanger 0,1ml de FeCls dans 100ml de I’eau distillée.
Donc : 0,4g 400 ml H20.
Solution tampon phosphate a( 0,02M et pH= 6,9 ,Nacl 0.006M)de 1%
a. Solution1:
KH2P04—2.72¢g/L
X=0.27g—100ml
b. Solution 2 :
K2HpO4—3.48g/L
X=0.34g—100ml

En fin, Phosphate buffer a 0,02M et pH= 6,9 est un mélange de solution 1 et solution 2.

Annexes N°2 : Courbes d’étalonnage utilisés pour le calcul des teneurs en phénols totaux,

en flavonoides
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour le dosage de DPPH
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la détermination de la capacité

antioxydant totale
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de 1’acarbose pour la détermination de la capacité antidiabétique par

I’a amylase.
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Annexes N°3 : Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture PDAcomporte :

* 200g Pomme de terre

* 20 g glucose
* 20g Agar
* 1L de L’eau distille.

Le milieu de culture GN :

02gExtrait de levure
01gExtrait de viande
05gPeptone
05gChlorure de sodium
15gAgar Agar
1000mlEau distillée
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