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Résumé

Thymus vulgaris L est une plante tres utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie,
connues sous le nom : zaatar, elle semble efficace dans le traitement de diverses maladies.
Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles, nous
avons intéressé dans ce travail a 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques et les
propriétés antioxydants de 1’extrait aqueux de la plante Thymus vulgaris L. Détermination des
quantités des polyphénols et flavonoides a montréque les EA de la plante Thymus Vulgaris L
est tres riche en polyphénols (118,75 +0,1 6mgEAG/Q) et flavonoides respectivement (42,01
+0,004 mgER/g). L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur du DPPH montre queEA est
plus actifs avec un IC50 mg/mL. Nos résultats montrent que la partie aérienne de Thymus
vulgaris L contienne des composés bioactifs doués une forte activité antioxydante. Les
résultats obtenus suggerent que ces plantes peuvent étre utilisées pour traiter les maladies

inflammatoires qui nécessitent le piégeage des radicaux libres.

Mots clés : Thymus vulgaris L, polyphénols, flavonoides, activité antioxydants.



Abstract

Thymus vulgaris L is a plant widely used in traditional medicine in Algeria, known under the
name: zaatar, it seems effective in the treatment of various diseases. In the context of the
discovery of new antioxidants from natural sources, we were interested in this work in the
evaluation of the content of phenolic compounds and the antioxidant properties of the aqueous
extract of the plant Thymus vulgaris L. Determination of the mounts of polyphenols and
flavonoids showed that the EA of the Thymus Vulgaris L plant is very rich in polyphenols
(118.75 + 0.1 6 mgeAG / g) and flavonoids respectively (42.01 + 0.004 mgER / @).
Quantitative evaluation of the scavenging power of DPPH shows that EA is more active with
an 1C50 mg / mL. Our results show that the aerial part of Thymus vulgaris L contains
bioactive compounds endowed with strong antioxidant activity. The results obtained suggest
that these plants can be used to treat inflammatory diseases, which require thescavenging of

free radicals.

Key words: Thymus vulgaris L, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'nhnumanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres grand
événement d'activités biologiques. Cependant, I'évaluation de ces activités demeure une tache

tres intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études.

Les plantes médicinales contiennent des composants qui réduisent la formation des
radicaux libres et éliminent le stress oxydatif qui conduit a plusieurs maladies. Dans les
systémes vivants, une production physiologique d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) se fait
de maniere continue. Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs
exogenes, une surproduction de ces réactifs est possible. Les défenses antioxydantes, dont une
partie est dépendante de I’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour empécher les dégats

cellulaires que peuvent causer les radicaux libres de 1’oxygéne.

Ce travail s’inscrit donc dans cette problématique générale qui consiste a quantifie les
teneurs en poly phénols et flavonoides de la plante Thymus vulgaris L. Nous nous sommes

intéressés plus particuliérement a 1’effet des flavonoides sur le stress oxydative

Nous avons fixé comme objectifs les points suivants :

v" Analyse photochimiques de I’extrait aqueux de thymus vulgaris L.

v Evaluation in vitro de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux de thymus

vulgaris L.

Le présent manuscrit est organisé en trois parties :




Introduction

e Lapremiere partie est consacrée a la recherche bibliographique, sur les antioxydants.

e Ladeuxieme partie décrit le mode opératoire et les différentes techniques utilisées.

e Latroisieme partie présente les résultats obtenus, avec la discussion.

Enfin, la derniére partie comporte une conclusion et la présentation de quelques

perspectives qui peuvent étre developpées ultérieurement.
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1.Antioxydants
1.1.Stress Oxydatif

Le stress oxydant est défini comme un désequilibre entre les systemes oxydants et les
capacités anti- oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire. Cette
situation peut étre due a une diminution des défenses antioxydants ou a une augmentation de

production des radicaux libres (Orban, 2010).

Miveauw
physiologique
Stress oxydatif d'ERO Manque d'ERO

e ——

= Vitamine E
_Gluunhion
A_scorbalo
Caroténoides

APX /I GR /
Catalase &
POX / PRX.
sSOoD

Oxygene singulet

Figure 01 : Schématisation de la balance entre les ERO et

les antioxydants (Pourrut, 2008).
1.2.Especes réactives de ’oxygéne

Les ERO produites par les cellules ont trés longtemps été vues comme des produits toxiques
du metabolisme, pouvant degrader les macromolécules lipidiques, protéiques ou I’acide
nucléique désoxiribosique (DNA) de la cellule. Pour se protéger de ces effets déléteres, les

cellules possédent d’ailleurs plusieurs enzymes antioxydants (Beaudeux et al., 2006).
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1.3.Types des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, (atome ou molécule) contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés dans ses orbitales. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé
soit par I’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de cet électron libre sur une autre
molécule. Ces especes radicalaires trés instables, trés réactives sont produites d’une manicre

continue, dans de nombreux phénomeénes biologiques (Tremellen, 2008).

Tableau 1 : Les especes réactives de I’oxygene (ROS) (Rao et al., 2011).
Espéces oxygénées réactives Espéces oxygénees réactives non-
radicalaires radicalaires

O, : Oxygene singulet
O, : Anion radical superoxyde

H20, : Peroxyde d’hydrogene
HO," : Radical perhydroxyle
HOCI : Acide hypochlorique-

HO" : Radical hydroxyle

RO, : Radical peroxyle

RO’ : Radical secondaire alkoxyle
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Tableau 2 : Les espéces réactives de I'azote (ERA) (Rao et al., 2011).

Espéces azotées réactives non-

radicalaires

Espéces azotées réactives radicalaires

NO2 : Dioxyde d’azote
NO'’ : Monoxyde d’azote

N203 : Trioxyde d’azote

NO3™ : lon nitrate

ONOQ™ : Peroxynitrite

A - Espéces réactives de I’oxygéne (ROS)

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) sont des dérivés de 1’oxygeéne ou certains
électrons se trouvent dans un état énergétique excité et tres réactionnels (Tableau 02). Elles
représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les organismes vivants
a cause de I’importance dans le métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

B - Especes réactives de I’azote (RNS)

Par analogie avec les especes réactives de 1’oxygene, les métabolites dérivés de 1’azote
sont nommés especes réactives de 1’azote (Tableau 02) ; il s’agit du monoxyde d’azote NOe et

du peroxynitrite ONOO- (Rao, 2004).




Revue bibliographique

Lumidre UV oxydases

Oxygéne singulet Oxygéne eroxyde d'hydrogénes

Superoxyde
Cycles redox dismutases myéloperoxidase
NADPH ox
mitochondrie

Monoxyde d'azote Anion superoxyde

Fel+

peroxynifrite Radical hiydroxyle
: / \ A//
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des caseades des protéines lipidique I'ADN

de kinases

Figure 02 : Les origines des différents radicaux libres et especes réactives de

I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).

1.4. Roles des ROS

La connaissance des mécanismes moléculaires empruntés par les ERO dans la
signalisation cellulaire a subi une expansion considérable au cours de ces dernieres années, et a
contribué a mieux appréhender leurs multiples fonctions. Les fortes concentrations en ERO sont
impliquées de facon prépondérante dans les dommages oxydatifs infligés aux biomolécules,
pouvant mener la cellule vers 1’apoptose ou la nécrose. Toutefois, pour des concentrations
faibles ou modérées, les ERO possedent un réle important au sein de la signalisation cellulaire
(Trachootham et al., 2009).

Cette dualité est étroitement liée aux variations de la concentration des ERO au sein de la
cellule et a 1’état des mécanismes de compensation visant a les éliminer. Ainsi les ERO sont

capables d’entrainer soit une réponse cellulaire négative (arrét de croissance ou mort cellulaire),
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soit une réponse cellulaire positive (prolifération cellulaire).

1.4.2. ERO et mort cellulaire

Les effets déléteres des ERO apparaissent quand leur concentration cellulaire est élevée. Les
antioxydants sont alors submergés et ne peuvent pas compenser le stress oxydatif. Les mécanismes
radicalaires des ERO sont largement impliqués dans ce processus dégenératif. Dansde telles situations,
la protéine p53 sensible aux dommages causés a I’ADN, est capable de déclencher la mort cellulaire
programmée pour éviter la transformation oncogénique. Le gene codant pour la protéine p53 est par
ailleurs qualifié de géne suppresseur de tumeurs et dénommé

« gardien du génome » en raison de sa capacité a déclencher 1’apoptose dans les situations critiques
(Wolyniec et al., 2009).

1.4.3. ERO et prolifération cellulaire

Les recherches concernant I’implication des ERO dans les pathologies humaines ontpermis
de dégager la perspective majeure suivante : un stress oxydatif modéré, pour lequel les concentrations
en ERO augmentent légérement sans dépasser les limites toxiques, potentialise laprolifération cellulaire
et inhibe 1’apoptose (Cairns et al., 2012).

Ces activités s’exercent entre autre par la régulation de la phosphorylation des protéines et par
I’activation de certains facteurs de transcription. Par exemple, en cas de stress oxydant modéré, les
phosphatases subissent une oxydation de leurs résidus cystéine conduisant a une inactivation par
modification conformation elle.

1.5. Cible des ROS et conséquences

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions des molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, et des glucides), mais aussi lésions secondaires dues au

caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides
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(Harris, 2002).

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies. L’altération des composants
cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque I’intensité de ces phénoménes augmente
anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles. Tous les tissus et tous leurs
composants peuvent étre touchés. Ainsi, ces altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de
différentes maladies, Incluant DI’obésité, le diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, cancer,
Alzheimer, les rhumatismes et les maladiescardiovasculaires. La plupart des maladies induites par le
stress oxydant apparaissent avec I'dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et

augmente la production mitochondriale de radicaux (Mohammedi, 2013).
1.6. Antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causes
par les radicaux libres, dans I’organisme et permettent de maintenir, au niveau de la cellule, des
concentrations non cytotoxiques de ces espéces oxygenées réactives. Notre organisme réagit donc de
facon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules
deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier lacellule (Favier, 2003).

Les défenses antioxydants reposent sur des systémes enzymatiques : superoxyde dismutase
(SOD), catalase et glutathion peroxydase et non enzymatiques comme les vitamines C et E, les
polyphénols,...etc. (Leverve, 2009).

1.6.1. Antioxydants enzymatiques
A- Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases ou SOD sont des enzymes ubiquitaires catalysant la
dismutation des anions superoxydes en peroxyde d'’hydrogéne et oxygene moléculaire (Kim et

al., 2007). selon la réaction suivante :

202 +2HT > H202+ 02
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Ces enzymes accélerent la vitesse de cette réaction spontanée rendant tres rapides la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d'hydrogéne. Celui-ci est un composé
oxydant mais peut étre ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathions peroxydases.

B .Catalase

La catalase ou CAT est une protéine héminique qui catalyse la transformation du

peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene moléculaire (Serrano et Klann, 2004) selon la

réaction suivante :

2 H202 CAT , J2H20+02

La catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus et
cellules. Cette compartimentation 1'empéche d'étre un accepteur pour 1” H202 formé dans le

cytosol et les mitochondries (Januel, 2003).

C .Systéme de glutathion
Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammiferes, catalysent
la réduction par le glutathion du peroxyde d'hydrogene et de divers hydroperoxydes lipidiques

produits (Schrader et al., 2006 ). Les réactions mises en jeu sont les suivantes

ROOH+2GSH ____ &™ | ROH + GSSG +
H20H202+2 GSH__ ™ 2H202 + GSSG
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1

H,0
2"‘2

0,

2H,0

Figure 03 : L’activité de balayage radical de SOD, CAT et GPx. (Nimse et al., 2015).

1.6. 2. Antioxydants non enzymatiques

Afin de se protéger contre une exposition excessive aux radicaux libres, I’organisme peut
fabriquer ses propres antioxydants a partir des nutriments suivants qui se trouvent dans la
nourriture et les suppléments nutritionnels tel que 1’acide aminé cystéine, les vitamines du
complexe B, des minéraux comme le cuivre, le manganése, le sélénium et le zinc (Hosein et

Lytle, 2001).

La nourriture renferme également des antioxydants tout faits qui contribuent a protéger
I’organisme, dont : vitamine C, vitamine E, polyphénols (flavonoides, tanins...), caroténoides

mixtes comme I’alpha caroténe, le béta-caroténe et le lycopéne (Edeas, 2006).
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1.6.2.1. Vitamines
1.6.2.1.1. vitamine E
Il est admis que les radicaux tocophérols sont régénérés par I’acide ascorbique et que
sans cette synergie, les tocophérols sont inactifs (Carr et al., 2000). Lors de I’initiation de la
peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’a-tocophérol (a-TocH), connu comme
inhibiteur de la propagation lipidique, céde son hydrogéne situé dans le noyau phénolique,
réduisant ainsi le radical RO2, et constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant
cette protection (Khalil, 2002).
1.6.2.2. Polyphénols
Les polyphénols sont classés en deux groupes : les composés flavonoides et les
composé non flavonoides. Les composés flavonoides sont regroupés en diverses familles :
flavonol flavanols, flavones, isoflavones, flavanones et anthocyanes. Les non flavonoides sont
divisés e acides phénols et dériveés, lignanes et stilbénes (Stevensen et al., 2007).
1.6.2.3. Acides phénoliques
Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant a
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cett
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique (Bruneton,
1993)
1.6.2.4. Tannins
Sont des molécules a poids moléculaire relativement élevé, ils constituent le 3éme
groupe important des composés phénoliques. Les tannins possedent 2 sous-groupes ; tannins
hydrolysables et tannins condensés. Les premiers sont esters acide gallique (gallo et ellagi
tannins).Les derniers sont des polyméres de polyhydroxyflavan 3-ol monomeres (aussi connu

proanthocyanidine)
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1.6.2.5. Flavonoides

Les flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme geénérique pour des
composébases sur un squelette & 15 carbones, qui, a son niveau le plus simple, consiste en
deux cyclephényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en
C6-C3-C6). Lpont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le

cycle C (Figure 6) (Zeghib, 2013).

Figure 04 : Structure générale du noyau des flavonoides (Zeghib, 2013).
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2. Thymus vulgaris L

2.1. Description et classification botanique

Thymus vulgaris L , est un sous arbrisseau, vivace, touffu et trés aromatique de 7-30
cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert grisatre. Ses tiges ligneuses a la base, herbacées
supérieurement sont presque cylindriques, ces tiges ligneuses et tres rameuses sont
regroupeées en touffe ou en buisson trés dense. Ses feuilles sont trés petites, ovales, a bord
roulés en dessous a nervures latérales distinctes, au pétiole extrémement court et blanchatres
a leur face inferieure. Ses fleurs sont presque roses ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de
longueur, sont pédicellées et réunies ordinairement au nombre de trois a l’aisselle des
feuilles supérieures. Le limbe du calice est bilabié, un peu bossu. La corolle de taille
variable, un peu plus longue que le calice mais la partie tubulaire de la corolle ne dépasse pas
celle du calice, les étamines sont incluses. La période de la floraison commence en mai-début

de juin (Zeghad, 2008).

Figure 05 : Photographie de Thymus vulgaris L (Site web N 1).
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Tableau 03 : Classification botanique de Thymus vulgaris L (Yakhlef, 2009).

Régne Plante
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris L.

2.2. Utilisations traditionnelles de Thymus vulgaris

Le Thymus est I’une des plantes les plus utilisées comme épices et extraits a fort pouvoir

antibactérien et anti-inflammatoire dans

la pharmacopée traditionnelle. En médecine

traditionnelle, cette espéce est trés utilisée sous plusieurs formes : Les feuilles sont utilisées en

infusion contre la toux, et le rhume, en tisane tonique, en décoction pour guérir les maux de téte,

en usage externe comme cicatrisants et antiseptiques. Les feuilles de Thym sont riches en huile

Essentielle dont les propriétés sont mises a profit en phytothérapie. Son huile est parmi les dix
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premieres huiles essentielles du monde. Elle est antiseptique et utilisée a ce titre pour soigner les
infections pulmonaires comme l'asthme et la bronchite. Son action antiseptique s’exerce
également sur le systéme digestif et notamment en cas de diarrhée, il est aussi vermifuge. De
nos jours, le Thymus est passé d'une herbe traditionnelle a une phytothérapie rationnelle. C'est
une source incroyable de fer, de calcium, de manganese et de vitamine K qui améliore
également le flux sanguin et stimule I'ensemble du systéeme. Cette plante a été récemment

recommandée comme substitut comme agent de prévention du cancer. (Ghelichnia, 2016).

2.3. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que la plante Thymus vulgaris est trés riche en plusieurs
constituants (Amiot, 2005).

La teneur en huile essentielle de la plante variée 5 a 25 ml/Kg et sa composition fluctue
selon le chémotype considéré (Bruneton, 1999) ; I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été
analysée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a une spectrométrie
de masse (SM), 30 composés ont été identifiés et caractérisés, les plus abondant sont
respectivement : thymol (44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5 %),La caractéristique d’huile
essentielle de Thymus vulgaris était sa teneur élevée du thymol (Hudaib et al., 2002 ; Bouhdid
et al., 2006).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans 1’infusion
aqueuse préparée du thymus vulgaris a été determiné par des méthodes spectrophotométriques
(Kulisic et al., 2006).

De nombreuses études ont confirmé que les especes qui appartiennent a la famille des

Lamiaceae sont une bonne source d’acide rosmarinique (Kulisiii et al., 2006).
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2.4. Activités biologiques

2. 4. 1. Activité antioxydante

Des recherches menees dans les années 1990 en écosse ont établi les vertus potentielles
de la plante et de son huile essentielle, en prévention du vieillissement. Des études récentes
indiquent que Thymus vulgaris est un puissant antioxydant et assure des doses ¢levées d’acides
gras essentiels dans le cerveau (Iserin, 2001).

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a été testée pour son activité antioxydante par
deux méthodes différentes : la technique de décoloration de la B caroténe et le test du DPPH
(Diphenylpicrylhydrazyl). Les résultats obtenus montrent que I’huile de Thymus vulgaris
témoigne d’une grande activité antioxydante in vitro (Bouhdid et al., 2006).

L’extrait aqueux des feuilles de Thymus vulgaris a présenté une activité antioxydante
importante, et les caractéristiques antioxydantes observées n’étaient pas enticrement lices a la
teneur en phénols de I’huile essentielle dans n’importe quelle méthode analytique, mais
vraisemblablement fortement dépendantes de 1’acide rosmarinique, composé phénolique
principal dans I’extrait aqueux de Thymus vulgaris (Thuille et al., 2003).

2. 4. 2. Activité anti-inflammatoire :

L'huile de thymus vulgaris est une combinaison de monoterpénes. La plupart des

composés de cette huile sont le thymol terpénoide naturel et ses composés chimiques de phénol

carvacrol, qui ont des antioxydants, antimicrobien, médicamenteux, antitussif, antispasmodique

et effets antibactériens. Terpénoides, flavonoides aglycones, flavonoides des glycosides et des
acides résiniques synthétiques ont également été trouvés dans le thymus vulgaris (Prasanth,

2014).
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Matériels et méthodes
1. Matériel

1.1. Reactifs
Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces produits :

DPPH, méthanol, ALCL3, I’eau distillée, FeSO4, Salicylate de sodium, folin, Na2CO4, ont été
obtenus de Prolabo.
Les appareillages utilisés : 1’étuve, le spectrophotometre UV-Vis a double faisceau,

agitateur, plaque chauffante, frigidaire, vortex.

1.2. Matériel vegétale

La plante de thymus vulgarisa été récoltée au mois de Juin 2021, dans la région de
bouhmamma, Khenchela. L’identification botanique a été faite par Pr.LaouerH. (Université
Ferhat Abbas Sétif-1, Algérie).

2. Méthodes

2.1. Préparation de I’extrait

L’extrait aqueux de la plante Thymus vulgaris ont été préparés selon (Benzidaneet al.,
2013). on prend les parties aérienne de la plante usagée , nettoyées, broyées et tamisées, et
aprés on ajoutées l'eau distillée bouillante, placées sur un agitateur électrique pendant 30
minutes, puis filtrées (trois filtrations),L'extrait est placé dans des assiettes en verre puis placé
dans une étuve a une température de 71 C°.Aprés 1 jours l'extrait prend une couleur marron

foncé et une forme cristallisable, puis on récupere I'extrait qui se présente sous forme de poudre
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2.2. Dosage des composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques des différents extraits et on le garde dans un récipient

en verre est estimée selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007). Cette méthode est
basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungistique (WO42')

phosphomolybdique ( MoO42') de réactif de Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables
des composés phénoliques, conduisant & la formation de produits de réduction de couleur bleu.
Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont [D’intensité est
proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. En effet, 1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté a 200 ul d’extrait ou standard (préparé dans le méthanol
ou ’eau distillée) avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 pl d’une solution de
carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation
a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en polyphénols totaux
est estimée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en ug d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Figure 06).
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Figure06 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne £ SD de trois essais).

2.3. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) : est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits. La méthode consistait & ajouter 1 ml d’extrait ou
standard a 1 ml de la solution d’AlC13 (2% dans le méthanol). Apres 10 minutes de réaction,
I’absorbance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Figure 7).
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Figure 7 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne £ SD de trois essais).
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3. Activité antioxydante in vitro

Les extraits sont testés pour évaluer leur capacité antioxydante, deux différents tests
d’évaluation sont utilisés, a savoir le test du DPPH qui permet de déterminer 1’effet scavenger,

le systeme B-caroténe/acide linoléique qui détermine le pouvoir réducteur.

3.1. Test de DPPH (effet scavenger)

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait aqueux est déterminée en utilisant le DPPH comme
un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Boumerfeg et ses collaborateurs
(2009). Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphénylpicryl-hydrayl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-hydrazine, dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons. En effet, la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans

100 ml de méthanol. 50 ul des solutions d’extraits ou standards (quercétine, rutine, BHT) sont

Ajoutés a 1250 pl DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration
par rapport au contr6le négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517
nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = [(Abs517 contrle-Abs517 échantillon) / Abs517 contrdle] x 100

Les concentrations des antioxydants standards (Quercétine, Rutine et BHT) sont
comprises entre 0 a 400 pg/mL. La concentration inhibitrice de 50% de I’activité du DPPH
(IC50) exprimée en pg/ml de I’extrait est calculée et comparée avec celle du BHT.

AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AE : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)
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La concentration inhibitrice de 50 % de I’activit¢é du DPPH (IC50) de chaque extrait a été
par la suite calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de 1’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg / ml et comparée avec

celle du BHT.

3.2. Test de radical hydroxyle

L'activité de piégeage du radical hydroxyle a été testée par la méthode de (Geng et al.,
2012). En bref, le mélange réactionnel contient 3,0 mL. de FeSO4 (1,5 mM), 0,7 mL. de
peroxyde d'hydrogéne (6 mM), 0,3 ml de salicylate de sodium (20 mM) et un volume de 100 uL
d’extraits a différentes concentrations (0.08 - 60 mg/mL. Le mélange réactionnel a été incubé
pendant 60 min a 37°C. L'absorbance a été ensuite mesurée a 562 nm. La vitamine C a été
utilisée comme antioxydant standard. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule

suivante :

Pourcentage inhibition (%) = (1- A1 / AQ) x100

A0 : I'absorbance de 1’échantillon, Al : I'absorbance du contrdle
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Résultats et discussion

1. Rendement

La méthode de décoction utilisée pour la préparation de I’extrait aqueux donne une

poudre marron avec un rendement de (56.19%).

Le rendement d’EA du thymus vulgaris L qui a été trouvé dans notre travail était
supérieurs au résultat de Yakhlef (2009), et Kholkhal (2014) ; qui ont travaillés sur plusieurs
especes de Thymus (T. vulgaris L, T. atlanticus, T. satureioides, T. spathulifolius T. ciliatus et T.
coloratus) etqui ont trouvés des rendements variables pour les extraits aqueux. Cette différence
de rendement peut étre expliquée par les conditions environnementales, climatiques et période
de collecte qui peut modifier les compositions de la plante ainsi que par les facteurs génétiques
et les conditions expérimentale En outre, une grande variabilité a différents stades de maturation
et pour différentes condition de culture, telle que la température et les précipitations, est connue

pour affecter les teneurs en composes phénoliques (Et abedlet et al., 2014).

2. Dosages des polyphénoles et flavonoides

Le dosage de polyphénol et flavonoide dans I’extrait aqueux a été réalisé par la méthode
du Folin-Ciocalteu et au trichlorure d’aluminium, respectivement. Le résultat obtenu est

présenté dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Teneurs en polyphénols totaux (MgEAG/g), flavonoides (mg ER/g) de 1’extrait

aqueux de la plante T. Vulgaris L.

Polyphénole Flavonoide

Extrait  aqueux

de T Vulgaris L. 118,875+ 0,16 42,01 +0,004

Le taux de phénols totaux est déterminé a partir de 1’équation de régression linéaire de la
gamme d’étalonnage d’acide gallique : y = 0,0334x + 0,0114 sachant que le coefficient de

détermination est R? = 0,999 (Figure 6).

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides été realisé par des méthodes
colorimétrique : le Folin — Ciocalteu et le trichlorure d’aluminium respectivement. Ces deux
méthodes sont considérées comme les meilleures méthodes de détermination des poly phénols et
des flavonoides des extraits des plantes (Djeridane et al., 2010), car elles sont simple et
reproductibles .La majorité des effets pharmacologiques des plantes sont attribués a ces

substances ( gulcin et al ., 2010).

Les résultats montrent que I’extrait aqueux contient une teneur plus élevés en
polyphénols et flavonoides. En effet, 1’eau et les solvants sont capable d’augmenter la
permeabilité des parois cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de

molécules polaires, de moyenne et de faible polarité (Talbi et al., 2015).

D'autre part selon KuliSic et ses collegues (2006), ils ont mesuré la teneur en
polyphénols et flavonoides totaux dans I'extrait aqueux préparé a partir de la partie supérieure du
thymus commun, par des techniques spectrophotométriques. La teneur en polyphénols de cet

extrait est de 33,3 png EAG/mg de 1'extrait, et la comparaison de la teneur en polyphénols dans
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notre étude avec celle de la méme plante (Thymus vulgaris L) étudiée par Kulisic et ses
collégues nous a permis de conclure que les polyphénols de notre extrait sont trois fois plus

élevés.

De plus, cet extrait est plus pauvre en flavonoides que l'infusion aqueuse étudiée par
Kulisic et ses collaborateurs de 25,0 g EAG/mg de l'extrait. Il est important de noter que
l'utilisation de plantes d'origines géographiques et climatiques différentes ainsi que des
méthodes d'extraction et de titrage différentes réduit la fiabilité de la comparaison entre les deux

études.

3. Activites anti oxydantes in vitro.

3.1. Piégeage du radical DPPH*®

Le résultat obtenu par ce test montre que 1’extrait aqueux présente un effet antioxydant
remarquable vis a vis du radicale DPPH avec une valeur d’IC 50 0,6mg/mL. Ce pouvoir
antioxydant est fort, probablement di aux composés phénoliques présents dans la partie
aérienne de la plante T. Vulgaris, et qui est connus comme substance antioxydante ayant la
capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene (Kelly et al.,
2002). D’apres ces résultats, ’extrait qui représente une forte activité antioxydante est celui qui
possedent une teneur élevée en poly phenols , CE résultat est en accord avec ceux obtenu par
Zeghad et Merghem. (2013) qui ont rapporté une corrélation significative entre la teneur en
polyphénols et I’effet scavenger des extraits de thymus vulgarus . Il a été prouvé que les
composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont principalement

responsables de I’effet scavenger des radicaux libre

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
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flavonoides et leur capacité antioxydante, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui
renferment des groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le

cycle C (Amic et al., 2003).
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Figure 8 : Activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux de thymus vulgaris et quercétine vis -a-

vis du radical DPPH. *** p < 0.001.

3.2. Piégeage du radical hydroxyle

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de la plante T. Vulgaris vis-a-vis du radical
hydroxyle est évaluée en suivant la réduction de ce radical. Le résultat montre que cet extrait a
une activité anti-radicalaire importante. La composition phytochimique de T. vulgaris L peut
expliquer I’effet anti-radicalaire de I’extrait aqueux du fait de la présence de flavonoides.
L’inhibition du radical hydroxyle par les composés phénoliques, en particulier les flavonoides
et les tanins est fortement liée a la structure de ces composés. La présence des
groupements hydroxyles libres dans la structure des composés phénoliques permettent le

transfert d’un protonvers le radical hydroxyle (Terml et Smejkal, 2016).
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Figure 9 : Activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux de thymus vulgaris et vitamine C vis-a-

vis du radical hydroxyle. ** p < 0. 01.

Bhouri et ses collaborateurs (2010) notent que 1’acide digallic, isolé de 1’extrait aqueux des
fruits de Pistacia lentiscus, a une activité potentielle vis-a-vis le radical hydroxyle pour.Ceci peut
étre expliqué par le fait que la molécule de 1’acide digallic qui est un flavonoide riche en groupements
hydroxyles et les flavonoides stabilisent les espéces réactives de 1’oxygéne en réagissant avec le

composé réactif du radical
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Conclusion

Les plantes médicinales sont utilisées partout dans le monde pour traiter diverses maladies, y
compris l'inflammation, les maladies cardiaques, le cancer... Un grand nombre de plantes
médicinales contiennent des composés présentant des propriétés thérapeutiques treés importantes.
L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche
biomédicale. Une telle thérapie prévient 1’apparition des effets secondaires observés lors de
I’utilisation des médicaments de synthese chimique. Pour permettre I’utilisation vaste des plantes
médicinales dans la médecine moderne, la recherche et le développement de nouveau traitement

important est demandée.

Dans le but de la valorisation de la flore algérienne, notre travail, on s’est intéressé aux effets
antioxydants de la partie arienne de la plante T. Vulgaris. La détermination de rendement en extrait
brut a montré une rentabilité importante chez cette espéce. Les résultats obtenus ont montré que

I’extrait a manifesté un bon rendement avec 56.19% respectivement.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis dedéterminer les
teneurs en poly phénols totaux par le réactif du Folin et en flavonoides par le trichlorure

d’aluminium. Les résultats obtenus ont révélé que 1’extrait riche en poly phénols etflavonoide.

Les techniques in vitro ont révélé que 1’extrait aqueux présente un intérét potentiel par leurs

activités anti oxydantes.

Les résultats obtenus dans cette étude peuvent étre approfondis par des études suivantes

:L’isolement, caractérisation et I'identification des composes actifs par des méthodesspécifiques.

e Une étude de la toxicité des plantes étudiées est indispensable afin de

déterminer sielles peuvent étre utilisées pour la fabrication de médicaments.
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