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Au cours de ces derniéres décennies 1’agriculture s’est intensifiée dans un but
d’autosuffisance alimentaire, les produits phytosanitaires (PPP) ont donc été massivement
et incisivement utilisés afin de garantir un fort rendement des récoltes et proposer des
produits végétaux d’aspect irréprochables, garantir fruits et Iégumes, beaux, abondants, sans
défaut, et presque en toute saison. Cependant et malgré 1’utilisation des PPP se situe dans
le cadre d’une activité économique ces produits restent avant tous nocif et leur utilisation
est une question trés controversée et fait matieére a débats vis-a-vis des risques encourus sur
la santé. En effet Parmi les 800 PPP utilisés dans le monde la plupart d’entre eux sont
suspectés de participer a I’émergence des maladies métaboliques par leur action en tant que
perturbateurs endocriniens. Ces substances sont ubiquitaires dans notre quotidien leur
exposition entraine a long terme, sur I’individu et/ou sa descendance, 1’apparition des
pathologies du développement, de la reproduction, et des cancers hormono-dépendants
(Nalbone et al., 2013). 1ls sont capables d’affecter I’homéostasie en matiére de poids et
perturbent les mécanismes de controle de 1’adipogencse et de la balance énergétique
(Chevalier et al., 2017). En outre, ils pourraient aussi causer la formation accrue des espéces
réactives de l'oxygéne (ERO) dans de nombreux organismes, organes, tissus, d’ou la
contribution a I’installation d’un stress oxydatif exacerbé, un phénoméne fortement impliqué
dans le développement des maladies chroniques parfois mortelles, tels que les cancers et les
maladies cardiovasculaires. A I’heure actuelle, la prévention et la prise en charge de ces
pathologies a stress oxydatif sont devenues une priorité et un enjeu sanitaire et socio-
économique, préoccupant les instances de santé publique. Donc mettre en place une
prévention d'ordre nutritionnel particuliecrement basée sur I’utilisation des molécules
bioactive antioxydantes semblerai une stratégie rationnelle. Parmi ces biomolécules, les
polyphénols issus des plantes médicinales occupent une place d’excellence et un choix a
prendre en considération dans cette approche. Cependant, il a été clairement établi que
I’efficacité phytothérapique et/ou pharmaceutique d’une plante médicinale, repose
essentiellement sur ’aspect qualitatif et quantitatif de I’extrait issu de cette plante (Yan et
Asmah, 2010). C’est pour cette raison qu’il est nécessaire d’apporter une attention
particuliére au choix de la plante ainsi qu’au procédé et au type de solvants utilisés pour
I’extraction de ces composés actifs et déterminer 1’extrait phénolique a efficacité optimale.
C’est dans ce cadre que s’inscrit 1’objectif de ce présent travail. Il s’intéresse a la
détermination du pouvoir antioxydant, in vitro, des extraits polyphénoliques issus de deux
plantes médicinales, de la région de Tiaret, Thymus ciliatus et Salvia officinalis L, afin de

cribler I’extrait ayant 1’activité antioxydante la plus importante et ce dans 1’optique de



I’exploiter dans les stratégies de lutte et de prévention vis-a-vis du stress oxydatif, généré
lors de I’exposition chronique aux polluants environnementaux particuliérement les

produits phytosanitaire.
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, il permet la respiration cellulaire, mais
il peu devenir toxique et d’entrainer des effets dommageables dans 1’organisme, (Haleng
et al ., 2007) via la production excessive des ERO, lorsque la capacités antioxydantes et

dépassé, un déséquilibre oxydatif est installé¢ .(Delphine et al., 2018)
L. 1. Stress Oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant » par définition est une circonstance
anormale que traversent par fois nos cellule ou un de nos tissus lorsqu’ils sont soumis a
une production, endogene : disfonctionnements de certaines source de production et

systemes d’¢limination des ROS ou une origine exogene. (Favier, 2003).

Le stress oxydant représente 1’incapacité pour I’organisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénées réactives, en raison de ’existence d’un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacit¢ de défense des antioxydants

(Christelle, 2006)

1.2.Radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c’est-a-dire non couplés a un électron

de spin opposé. (Rochette et al., 2008).

La perturbation de I’équilibre endogeéne entre radicaux libre et antioxydants de courte ou
longue durée, provoque des effets déléteres dus, soit a une défense antioxydante
défaillante, soit & un état pro-oxydatif qui peut entrainer des dommages cellulaire a
I’origine de nombreuse pathologies comme le cancer, obésité, le diabéte, insuffisance rénal

ou les maladies neurodégénératives (maladie d’ Alzheimer). (Edeas, 2005 ; Favier, 2006).
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Figure N°01: Balance oxydative : d’équilibre entre les systemes pro et les
antioxydants (Favier, 2006).

1.3. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui inhibe [’oxydation de différentes
molécules .par ailleurs I’oxydation est un processus chimique qui transfére des €lectrons ou
de I’hydrogeéne d’une substance a un agent oxydant. les réactions d’oxydation produisent
des radicaux libres. Une fois que la réaction en chaine s’installe dans la cellule, elle
causera des dommages ou une mort cellulaire. Les antioxydants neutralisent ces réactions
en ¢liminant les intermédiaires des radicaux libres et inhibant ainsi les différentes réactions
d’oxydation (Hosseinzadeh et al, 2015). Selon Favier, (2003) Les cellules utilisent de
nombreuses stratégies antioxydant et consomment d’énergie pour contrdler leur niveau
d’espéces réactives de [’oxygene. Aussi de trés nombreux composés issus de notre
alimentation comme certains micronutriments telles que les vitamines E et C et des
composés bioactives comme les alcaloides, les composés phénoliques (polyphénols, le
flavonoide), agissent en piégeant les radicaux et en captant 1’¢électron célibataire, et les

transforment en molécules ou en ions stables.

les composés phénoliques sont un groupe d’aromatique secondaires, métabolites
végétaux largement répondus dans toute la plante, il a été rapporté qu’ils possédent

plusieurs effets biologiques telles que la capacité antioxydante, anti-inflammatoire
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antibactérienne... , (Charlampos et Komaitis, 2007). Ces substance sont bien connues
sous le nom de piégeurs des radicaux, agents réducteurs et donneurs d’hydrogéne

(Hedrich et al., 2014).

La solubilit¢ des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la
plante, qui varie de composés simples a fortement polymériser. En effet les maticres
végétales peuvent contenir des quantités variables d’acides phénoliques, des
phénylpropaniodes, et des tanins .(Mahmoudi et al., 2013). 1ls sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques de la plante comme la croissance cellulaire, la
germination des graines ou la maturation (Boizot et Charpentier, 2006). Les flavonoides
constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels, ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux.
(Ghedira , 2005). Ces composés sont largement distribués dans les fruits et Iégumes, ainsi
que dans le th¢, le café. Et ¢galement dans les plantes aromatiques et médicinales comme
la sauge (Salvia officinalis L), le Thym (Thymus ciliatus) (Benkhara et al., 2011), qui

sont les plus répondus et utilisées dans la région de Tiaret.
1.4. Thymus ciliatus

Le Thymus est 'un des genres les plus importants appartenant a la famille des
lamiacées, et contient plus de 336 especes de plantes herbacées vivaces aromatiques aux
propretés médicinales précieuses, la plus part des espeéces sont originaires de la région
méditerranéenne mais ont été distribuées dans le monde entier (Soorni et al., 2019 ) la
flore algérienne existe 12 especes parmi les quelle Thymus ciliatus, elle est utilisée par la
population locale en médecine traditionnelle comme antifongique, antibactérien et agirait
méme comme antiviral, on lui reconnait également des propriétés antiseptiques,
antispasmodiques et digestives, le thym est aussi utilis¢ comme conservateur alimentaire

en raison de sa forte capacité antioxydante. (kholkhal et al., 2013 )

Figure N° 02 : Thymus ciliatus
(Eberhard et al., 2005)

5
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1.4.1.Composés bioactifs

Les principaux constituants chimiques du thym sont des composants volatils (par
exemple, les monoterpénaes phénoliques). Les acides phénoliques (par exemple 1’acide

rosmarinique, 1’acide caféique) et les flavonoides qui représentes une des plus grandes

classes des produits naturels synthétisés par cette plante. (Bendif et al., 2018).

HO NN

HO

Figure N° 03 : structure chimique de I’acide rosmarinique

(Fonny, 2014)

L5. Salvia officinalis L

Salvia Officinalis L (sauge des jardins) est un sous arbrisseau vivace de la famille
lamiacées, cette plante aromatique est originaire du région méditerranéenne est largement
utilisé dans les industries pharmaceutiques et alimentaires (Petrova et al., 2015) par
ailleurs la décoction des parties issues de la sauge, ainsi que les huiles essentielles de cette
plante sont utilisées dans le traitement de maladie a large spectre, comme les troubles
cardiaque, nerveux, maladies respiratoires, digestives, mais aussi métaboliques et les
dérégulations endocriniennes, cette plante possede également une activité anti tumorale,
elle est largement utilis¢ comme hypoglycémiante (Neagu et al, 2011). L’efficacité
médicinale de la sauge est due les, flavonoides et autres polyphénols (Petrova et al.,

2015).

Figure N° 04 : Salvia officinalis L
(Mahboubi, 2014)
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L5.1.Composés bioactifs :

Les investigations photochimiques végétales ont révele I’existence de nombreux composés
bioactifs dans touts les parties de la Salvia officinalis L depuis les racines jusqu’ aux
feuilles, ces molécules sont bien identifier, un large éventail de constituants contenant : les
alcaloides, les glucides, les acides gras dérivés glycosidique, et environ 160 sortes de
polyphénols, flavonoides, ont ¢été identifiées comme ayant une activité biologique
intéressante. (Ghorbani et Esmaeceilizadeh, 2017). Une ¢étude chimique et
pharmacologique effectuée sur les bien fait de la sauge a révéler que I’acide ursolique était
le principal composant impliqué dans [D’activité anti-inflammatoire de cette plante

médicinale. (Miraj ef Kiani, 2016)

Figure N°05 : structure chimique de ’acide ursoliqu

(Gilles, 2017)
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II. Matériel et Méthodes :
11.1.Objectifs du travail :

L’objectif assigné a cette étude est :

4 D’optimiser 1’extraction des composés phénoliques de deux plantes médicinales
(Thymus ciliatus, Salvia officinalis L) par le biais de la technique de macération en
utilisant trois solvants différents a savoir 1’éthanol a 70% ; le méthanol a 70% et 1’eau).

v De déterminer la teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides.

v D’évaluer I’activité antioxydante par la méthode de réduction du radical libre DPPH* et
par la méthode du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

v De réaliser une comparaison entre les activités antioxydantes des extraits issus des deux

plantes.

I1.2. Lieu et durée du travail :

La partie expérimentale de ce présent travail a été réalisée au sain du laboratoire de
recherche : Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales (LAVPAL),
Universit¢ Ibn Khaldoun Tiaret, durant une période qui s’est étalée du 28 Janvier

au 28 Février 2021.
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11.3. Matériel et produits chimiques :

11.3.1. Matériel

11.3.2. Appareillages utilisés

Le matériel et les produits chimiques nécessaires a 1’accomplissement de ce travail sont

cités dans le tableau N°01.

Tableau N°01. Matériel et Produits chimiques utilisés.

Matériel et Appareillages Produits Chimiques et Réactifs
Agitateur magnétique (ROTMAG) Acide Gallique(C,;HgO5; PM=170.12 g/mol)
Balance analytique (OHAUS) Carbonate de sodium (Na,CO5; ; PM = 106 g/mol)
Etuve (Haraeus) Chlorure de fer (FeCl; ; PM = 162.2 g /mol)
Spectrophotometre (SHMADZU) 2,2- Diphenyl -1-Picrylhydrazyl

(DPPH), (C1gH1,N504 ;PM=394.32 g/mol)
Micropipettes ( C.LABO )

Ethanol pur.
Vortex (TECHNO KARTELL)

Tamis (0.5 mm) Ferricyanure de potassium (K3 [Fe(CN)] ;

(PM=329.23g /mol)
Broyeur (Mouninex)

M¢éthanol pur.

Réactif de Folin- ciocalteau (PM = 188.14 g/mol)
Trichlorure d’aluminium (Alcl; ;PM =133.34 g/mol)
Vitamine C (PM =176g/mol).

Quercétine (CisH1007 ; PM=302,236 g/mol)
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11.4. Matériel végétal :

Les deux plantes qui ont fait I’objet de notre étude sont :

Le Thymus ciliatus et La Salvia officinalis L. Ces derniéres ont été achetées chez un
herboriste de la Wilaya de Tiaret, et elles ont été identifiées au sein de La faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, de I’Universit¢ Ibn Khaldoun de Tiaret, par Dr. Ait

Hamou et Dr. Dahmani

I1.5. Procédure Expérimentale

La procédure expérimentale regroupant les différentes étapes réalisée au cours de cette

¢tude est illustrée dans la figure N°02

10
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Ve

Feuilles Thymus s

ciliatus i )
L Lavage & eau pour Séchage dans I’étuve
e éliminer la poussiére a 50°C pendant 24 h
Feuilles Salvia
officinalis L

Broyage et tamisage (0,5 mm de diamétre) ]47

\ 4

[ Obtention de poudre ]

\ 4

Extraction par macération en utilisant trois solvants
(éthanol a 70%, le méthanol a 70%, I’eau distillée)

\ 4

Agitation pendant 24h a température
ambiante et a abri de la lumiére

\ 4

[ Filtration par papier filtre ;——-\‘

\ 4

Evaporation dans ’étuve pendant 24h @’

\ 4

-
Déterminations des rendements d’extraction _
.’ -

\ 4

[ Extraits phénoliques ]

\ 4 \ 4

{ Evaluation de Iactivité } Quantification des

antioxydante - | composés phénoliques
o .-,
N
Test de réduction de fer
FRAP ( POIyphénOlS <
J
2\
Test de piégeage du [ Flavonoides
» | radical libre DPPH* <

Fioure N°06 : Diasramme récanitulatif de la démarche exnérimentale.
11
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I1.5.1. Préparation du matériel végétal

Les deux plantes médicinales (Thymus ciliatus et la Salvia officinalis L) ont été
soigneusement nettoyée a 1’eau pour éliminer les poussieres puis étalées et séchées avec du
papier absorbant. Elles ont ensuite ét¢ mises dans I’étuve a 50°C. Les plantes séchées ont
été découpées et broyées a I’aide d’un broyeur ¢€lectrique puis tamisées dans un tamis ayant
un diameétre de 0,5 mm; de manicre a obtenir une poudre a partir de laquelle les extraits ont
été réalisés. Les poudres ainsi obtenues ont été conservées et stockées a 1’abri de

I’humidité jusqu’a I'utilisation.

11.5.2. Préparation des différents extraits a partir des plantes étudiées en utilisant la

technique de macération
Principe :

Le principe de cette méthode consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide
afin d’en extraire les principes actifs. Pour ce faire, le solvant doit franchir la barriére de
I’interface solide/liquide, ensuite dissoudre le composé actif présent a I'intérieur et
I’entrainer vers 1’extérieur. Plusieurs auteurs suggérent que I’entrée du solvant se fait par
un mécanisme osmotique et la sortie du soluté se fait par dialyse ou par diffusion (Lumbu

et al., 2005).
Technique

Afin d’évaluer le meilleur solvant qui optimise le rendement d’extraction, on a
utilisé trois solvants; 1’éthanol a 70%, le méthanol a 70%, et 1’eau distillée. En effet, 10 g
de chaque plante sous forme de poudre ont été macérés dans 100 ml de solvants
précédemment cités sous agitation pendant une durée de 24h a une température ambiante et
a ’obscurité. Apres la filtration sur papier filtre, le filtrat obtenu a été débarrassé de son
solvant par évaporation a 50°C afin d’obtenir un extrait sec. Ce dernier, a été conservé a -

20°C pour des éventuelles expérimentations (Hadrich et al., 2014).

12
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11.5.2.1. Calcul des rendements d’extraction

Le poids de I’extrait sec (PF) a été calculé par la différence entre le poids de la boite de
pétri en verre contenant I’extrait (aprés ¢limination du solvant) et le poids de la boite de
pétri vide .Le rendement de I’extraction est exprimé en pourcentage. Il est calculé par la

formule suivante :

RY% =(PPF/PI) x 100

Avec R : Rendement en pourcentage (%)
PF: Poids de I’extrait sec en g

PI: Poids de la poudre mise a I’extraction en g

11.5.2.2. Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits de chaque plante (le
Thymus ciliatus, la Salvia officinalis L) a été effectué spectrophotométriquement ment

selon la méthode au folin- ciocalteau décrite par Singleton et al., (1999) .

Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométre en utilisant la
méthode de folin- ciocalteau, ce réactif est un acide de couleur jaune est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW,049) et d’acide phosophomolybdique
(HsPMO,049). Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés
phénoliques en milieu alcalin par ce réactif, cette réaction entraine la formation d’un

nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleu.
La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre une longueur

d’onde 750 nm et 760 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végétaux.

13
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Technique

250 ul de chaque extrait (préparé a des concentrations croissantes et qui varie de 0,2
a 0,0078 mg/ml) ont été ajoutés a 250 pl de réactif de folin- ciocalteau (RFC) a 0,2 N et
2 ml d’eau distillée. Apreés une incubation de 5 min et a 1’abri de la lumiere, 500 pl de
Na,COs a 7,5% ont été additionnés. Le mélange ainsi obtenu a été incubé de nouveau
pendant 20min a une température ambiante et a la 1’abri de la lumiére. L’absorbance a été
ensuite mesurée au spectrophotométre a 760 nm contre un blanc sans extrait. Notons
qu’une courbe d’étalonnage a été parallelement réalisée (voir I’annexe) afin de quantifier
le taux de polyphénols totaux dans les différents extraits. Cette courbe a été établie avec
des concentrations précises d’acide gallique (0,5; 0,125; 0,0625; 0,031; 0,0156;
0,0078 mg/ml) utilisé comme standard de référence, ce dernier a subi les mémes conditions
expérimentales que I’échantillon. Les teneurs en composés phénoliques ont été exprimées
en ug EAG /mg d’extrait. Toutes les mesures ont été faites en triplicata, les résultats ont

¢été obtenus selon la formule suivante.

C=(cxD xv)/m

Avec : C : Teneur en polyphénols totaux (ug EAG / mg d’extrait)
¢ :concentration de I’échantillon calculée
D : facteur de dilution
V : volume du solvant en ml utilisé pour I’extraction

m : Masse de I’échantillon en g utilisée dans I’extraction

11.5.2.3. Dosage des flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits des
plantes. a été réalisée par la méthode de Bahorun et al., (1996).
Principe

Le principe de cette méthode est basé¢ sur la capacité des flavonoides a se
complexer avec le Trichlorure d’aluminium (AICL). 11 en résulte la formation de
complexes jaunatres avec les atomes, d’oxygeéne présent sur les carbones 4 et 5 des

flavonoides. Ces complexes présentent une absorption maximale a 430 nm.

14
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Technique

Iml de D’échantillon a différente concentration variant de 0,5mg/ml a 0,125
mg/ml a ét¢ mélangé avec 1 ml de chlorure d’aluminium. Le mélange a été incubé a
température ambiante et 1’obscurité pendant 30min. 1’absorbance est lue a 430 nm. La
quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide de référence (la quercétine) avec différentes concentrations (2; 1; 0,5; 0,25;

0,125 mg/ml).

La teneur en flavonoides a été exprimée en microgramme équivalent de quercétine) par
gramme de poids sec des plantes (ug EQ /mg d’extrait sec). Les résultats sont obtenus

selon I’équation suivante.

C=(c XD xv)/m
Avec :
C : Teneur en flavonoides (ng EQ/ mg d’extrait)
¢ : concentration de I’échantillon calculée
: facteur de dilution

D
V : volume du solvant en ml utilisé pour I’extraction

=

: Masse de 1’échantillon en g utilisée dans 1’extraction

15
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11.5.3. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits issus de Thymus ciliatus et de
Salvia officinalis L

Dans la présente étude, 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des extraits
de Thymus ciliatus et de Salvia officinalis L. a ét¢ mise en évidence par deux techniques

chimiques a savoir : le pouvoir réducteur du fer et le test de piégeage du radical DPPH".

11.5.3.1. Test de la réduction de fer FRAP (Ferric Reducing Antioxydant power)

Principe

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe3*/complexe Ferricyanide a la forme Ferreux. Par conséquent, Fe?* peut-étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700 nm, en d’autre théme, le systéme fecl;/K3FE (CN)g) confére a la
méthode la sensibilité pour la détermination semi quantitative des concentrations des

polyphénols, qui participent a la réaction redox. (Bougandoura et al., 2012).

Technique :

Le pouvoir réducteur du fer Fe3% dans les extraits a été déterminé selon la
méthode décrit par Oyaizu (1986).
500ul de chaque extrait a différentes concentrations ont ét¢ mélangés avec 500 ul d’une
solution de tampon phosphate 0,2M (PH = 6,6) et 500ul d’une solution de ferricyanure de
potassium Kz Fe(CN)ga 1%. L’ensemble a ét¢ incubé a 50°C pendant 20 min ensuite, 500
ul d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction. A partir du
mélange réactionnel précédent un aliquote de 1 ml a été combiné avec Iml d’eau distillée
et 500ul d’une solution aqueuse de FeCLza 0,1%. L’absorbance du mélange réactionnel a
¢été lue a 700 nm contre un blanc préparé de la méme maniere, en remplacant 1’extrait par

de I’eau distillée.

Le contréle positif est représenté par deux solutions d’antioxydant standard: 1’acide

gallique, et I’acide ascorbique (vitamine C) dont les absorbances ont été mesurées dans les
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mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a
une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Le potentiel réducteur des
extraits et des standards est exprimé par les valeurs de concentration effectives a 50%

(CE50).

Celle-ci a été rapportée comme étant la quantité d’antioxydant requise pour réduire 50% de
concentration initiale de ferricyanure de potassium utilisée. La CES50 la plus faible

correspond a I’activité la plus importante.

11.5.3.2. Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPH" (2,2 — diphenyl-
picylhydrazyl)

La méthode de piégeage du radical DPPH® (2,2—diphenyl-picylhydrazyl) est
largement utilisée dans I’analyse de I’activité antioxydant.
A température ambiante, le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une intense
coloration violette qui est changée par la couleur jaune au contact d’une substance
donneuse de protons H*, cette couleur est I’indicateur du pouvoir antioxydant d’un
échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de

I’absorbance a 517 nm (Blois, 71958; Berande et al., 1995).

VIOLET

Figure N° 07 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH’ entre I’espéce
radicalaire (DPPH") et un antioxydant (AH).

17
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Technique

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical 2,2 —diphényl- picrylhydrazyl DPPH*. Ce dernier est réduit en hydrazine (une
forme non radicale) en acceptant un atome d’hydrogene. L’effet de chaque extrait sur

le DPPH*® est mesuré par la procédure décrite par (Sanchez et al., 1998).

Un volume de 750 ul des solutions deDPPH*, a 4 mg/100 ml, a ét¢ mélangé avec750
pl des différents extraits et des antioxydants standards (acide gallique, et vitamine C) a
différentes concentrations (2 a 0,125 mg/ml). Le mélange réactionnel a été incubé a une
température ambiante et a 1’obscurité pendant 50 min, une lecture de 1’absorbance a été
effectuée a 517 nm. Les valeurs de CI5S0 ont été déterminées graphiquement par la
régression exponentielle des extraits et des solutions standards (voir annexe). CIS0 est
définie comme la concentration de 1’échantillon qui produit 50 d’effet piégeur du radical

DPPH. La valeur de CI50 la plus faible correspond a ’efficacité de 1’extrait la plus élevée.

11.6. Etude statistique :

Les analyses des données ont été réalisées par le logiciel statistique Statsoft
(version6, 1 Statsoft, Tulsa. Ok) L’ANOVA a un facteur a été utilisée pour effectuer la
comparaison des moyennes. Cette analyse a été suivie par le test Post-hoc tukey afin de
déterminer les différences significatives et comparer les moyennes deux a deux. Les
différences ont été considérées comme statistiquement significatives pour un p value
inférieur a 0,05 dans I’ensemble des analyses statistique. Les constations suivantes ont été

retenues :

»  Pour un p< 0,05 la différence est significative (*)
» Pour un p< 0,01 la différence est trées significative (**)
» Pour un p< 0,001 /a différence est hautement significative (***)
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CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSION

111 .1. Rendements d’extraction

Le rendement désigne le rapport de la masse de l'extrait sur la masse du broyat, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale du broyat soumis a I'extraction.
Les figures N°08et N°09 présentent la moyenne des rendements d'extraction des composés
phénoliques de Thymus ciliatus et la Salvia officinalis L en utilisant les trois solvants

(éthanol, méthanol a 70% et I’eau distillée)

o | ,53% 10 - \ 09,720 N
10% - 4 \ \ \
Z§ L L

Figure N°08 : Rendements d’extraction Figure N°09 : Rendements d’extraction
des composés phénoliques de Thymus des composés phénoliques de Salvia
ciliatus dans les fractions éthanolique officinalis L dans les fractions

méthanolique et aqueux éthanolique méthanolique et aqueux

Le rendement d'extraction en polyphénols différe avec les types de solvants
d'extraction. En effet, ces derniers agissent différemment sur la quantité de polyphénols
extraite. Les résultats illustrés dans les figures N°08 et N°09 indiquent que 1’extrait
¢thanolique présente le rendement le plus important pour les deux plantes (7hymus ciliatus
et Salvia officinalis L) et ce avec un pourcentage massique de: 12,23% et de 12,86 %
respectivement. Par ailleurs, 1’extrait aqueux présente le rendement le plus faible en
comparaison avec les deux autres extraits: éthanolique et méthanolique, celui-ci enregistre
un rendement d’extraction de 10,24 % dans le cas de Thymus ciliatus et de 9,73 % pour

Salvia officinalis L.

19



CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSION

Tamert et al., (2017) indiquent un rendement d’extraction de 04,33% pour 1’extrait
¢thanolique issu de Thymus serpullum et un pourcentage massique de 12,35% pour
I’extrait éthanolique issu de Thymus vulgaris ce rendement et quasi identique a celui
obtenu au cours de cette étude (11,53 %), ces auteurs ont utilisé la technique de décoction
et de 1’éthanol pur comme solvant d’extraction. Aussi que (Mohamed et al.,, 2012) ont
enregistré un pourcentage de 19,49% pour I’extrait éthanolique de 95% par la technique

de macération issu de Thymus vulgaris.

En outre, (Ivan et al.,2013) démontrent des rendements issus de I’extrait
¢thanolique de Thymus vulgaris de I’ordre de 10,55%, 15,91%, 21, 84% en utilisant des

températures d’extraction différentes, on note 60°C, 130°C, 200°C respectivement.

Dans une investigation réalisée par (Hammoudi et al, 2017) sur les activités
biologiques des extraits phénoliques issus de Salvia chudaei Batt , le rendement obtenu en
utilisant 1’éthanol pur comme solvant, est de I’ordre de 11,7% par le biais de la technique
de macération, ces derniers présentent une autre concentration massique d’extraction
évaluée a 12,7% et ce pour le méme solvant (I’éthanol) , mais en utilisant la technique de
Soxhlet comme technique d’extraction , ces résultats vont de pair avec ceux obtenus au

cours de cette présente étude (voir figure N°09).

Toutefois il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature. En
effet, le rendement est relatif, il dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

En terme général, 1’extraction des composés phénoliques a partir de la matiere végétale
dépend de leur structure chimique, du type de solvant utilis¢, de la méthode d’extraction de
la granulométrie et du temps de macération. Les extraits phénoliques des plantes sont
généralement des mélanges des différentes classes de composés phénoliques qui sont
solubles dans le solvant utilisé .La solubilité de ces derniers dépend du type de solvant

utilisé (polarité) et leur degré de polymérisation. (Felhi et al., 2017).
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1I1.2. Quantification des composés phénoliques totaux :

Les figures N°06 et N°07 représentent les teneurs en composés phénoliques totaux des

extraits hydro alcooliques et aqueux pour les deux plantes étudiées.

450 - 180 -
Hi#H
400 - % 160 - HiH
x W
350 - g 140 1 § -
300 - = 120 - \ N
250 - X 100 - \ \
) S0
g 200 - § 80 - \ \ * ok ok
< §150 S 60 - \ \ N\
SRT77R N \ \ \
§ % 50 %? \ \ \
} 20 - \ \
al I B TN NN
EET EMT FAT EES EMS EAS
Figure N°10 : Teneur en composés Figure N°11 : Teneur en composés
phénoliques totaux du Thymus phénoliques totaux du Salvia officinalis
ciliatus pour les trois solvants utilisés L pour les trois solvants utilisés
exprimée en ug EAG par mg d’extrait expriment en ug EAG par mg d’extrait

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + I’écart-type, de trois essais indépendants

(***): EET vs EMT; (**): EET vs EAT ;(###): EMT vs EAT

(**%): EES vs EMS; (**): EES vs EAS; (###): EMS vs EAS

Les résultats obtenus par la technique de macération en utilisant 1’éthanol, le
méthanol a70 % et I’eau distillée montrent que la quantité des polyphénols differe entre les
deux plantes et d’un solvant d’extraction a 1’autre, la quantification des composés
phénoliques indique que les teneurs en ces composés issus de Thymus ciliatus sont
respectivement 394,155 + 0,86; 350,17+ 6,052; 128,315 + 3,457, exprimées en ug EAG /
mg d’extrait ; pour les extraits éthanolique, méthanolique et aqueux. Alor que les teneurs
en composés phénoliques de Salvia officinalis L sont de 1’ordre de 150,63+ 6,5053;
119,625 £ 0,629; 64,603 £ 0,561 exprimées en pug EAG / mg d’extrait ; pour les mémes

extraits cités précédemment.

La comparaison entre les trois extraits permet de déduire que I’extrait éthanolique
représente I’extrait contenant la grande teneur en polyphénols pour les deux plantes. Cette

divergence entre les différentes teneurs en composés phénoliques est hautement

21



CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSION

significative entre les différents extraits, on note p value de [’ordre de 0,0002 pour ’EET en
comparaison avec I’EMT et 'EAT. Cette constatation s’observe également pour les extraits
issus de Salvia officinalis L, on note un p de 0,0003 pour I’EES versus ’EMS et un p de
0,0002 pour I’EES versus ’EAS. Cependant, quel que soit le solvant d’extraction utilis¢,
les teneurs en polyphénols des extraits issus de Thymus ciliatus sont largement supérieures
aux extraits issus de Salvia officinalis L.

L'étude réalisée par oubihi et al. (2020), sur la teneur polyhénolique de Thymus
leptotrys murb apporte une valeur de 214,26 + 2,079 ng EAG/mg, cette équipe a utilisé
I’¢thanol pur et la macération comme technique d’extraction .D’autres chercheurs
indiquent que la teneur en composés phénoliques de I’extrait éthanolique issu de du
Thymus vulgaris est de I'ordre de 158 ug EAG/mg (Koksal et al., 2016). Par ailleurs,
(Ryszard et al., (2008), démontrent dans leurs étude menée sur 1’activité¢ antioxydante de
I’extrait éthanolique de thym, une teneur de 203 + 6 pg EAG/mg, 1’¢éthanol utilisé pour la
macération par ces chercheurs était a 95 %. L’ensemble de ces résultats sont inférieurs a
ceux obtenus au cours de cette présente étude.

Parallelement Abdeslam et al. (2016), indiquent une concentration en compose€s
phénoliques de I’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis de 102,04 £ 2 ,00 pg EAG /
mg cette derniére varie considérablement en comparaison avec notre étude. Dragan et al.

(2011) illustre une quantit¢ de 138,4+1,48 ug EAG/mg d’extrait éthanolique a 70%.

Par ailleurs, Nagwa et al. (2012) enregistre des quantités en compos€s phénoliques
nettement inférieures, on note 94,35 + 1,39 ug EAG/mg d’extrait, ces auteurs ont utilisé de

I’éthanol a 80 % comme solvant d’extraction.

En outre, Hammoudi et al. (2017) ont démontré que la concentration en
polyphénols de I’extrait issu du Salvia chudaei, en utilisant toujours la méme technique et
le méme solvant d’extraction (I’éthanol a 80%), est de 16 + 4 pg EAG/mg d’extrait. Ils
indiquent une autre teneur évaluée a 23 + 0,3 pg EAG/mg d’extrait obtenu via la technique

de Soxhlet.

Les divergences constatées entre nos résultats et ceux de la littératures peuvent étre
tributaires de certains facteurs susceptibles d’influencer de manicére significative
I’estimation du rendement d’extraction, les teneurs et le type des composés phénoliques
totaux, ces derniers sont dépendants de la méthode, du solvant, des conditions

expérimentales dans lesquelles 1’extraction a été effectuée et d'un certain nombre de
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facteurs intrinséques(génétique) et extrinseques (la situation géographique, 1’age de la
plantation, les conditions climatiques, la période de récolte des feuilles, et les conditions de

stockage (Hayouni et al., 2007 ; Grujic et al., 2012 ; Felhi et al., 2017)

111.3. Quantification des flavonoides :

Les flavonoides constituent le groupe le plus répondu des composés phénoliques,
les teneurs en flavonoides des différents extraits issus des deux plantes sont représentées

dans les figures N°12 et N°13.
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Figure N°12 : Teneur en flavonoides du Figure N°13: Teneur en flavonoides du
Thymus ciliatus pour les trois solvants Salvia officinalis pour les trois solvants
utilisés exprimée en ug EQ /mg d’extrait utilisés exprimée en ug EQ/ mg d’extrait

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne % ’écart-type, de trois essais indépendant

(***): EET vs EMT; (**): EET vs EAT; (###): EMT vs EAT

(***): EES vs EMS; (**): EES vs EAS; (###): EMS vs EAS
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Les résultats obtenus montrent que les teneurs en flavonoides des extraits issus de
Thymus ciliatus et Salvia officinalis L varient entre 99+1,414 pg EQ /mg d’extrait et
51,765 + 4,122 pg EQ /mg d’extrait. L’extrait aqueux contient le taux le plus faible en
flavonoides avec une valeur de 7,475 £+ 0,275 pug EQ /mg pour le Thymus ciliatus et de
15,103+1,42 ng EQ /mg pour la Salvia officinalis L, suivi de 1’extrait méthanolique pour
les deux plantes respectivement 50,335+0,09 pg EQ /mg et 20,820+0,877 ug EQ /mg. Par
ailleurs I’extrait éthanolique est celui qui contient le taux le plus €levé, ce qui signifie qu’il
est le meilleur extrait pour les deux plantes, avec une concentration de 99 + 1,414 pg
EQ /mg pour le Thymus ciliatus et de 51,765 + 4,122 ng EQ /mg pour la Salvia officinalis
L. La différence constatée est hautement significative avec p évalué a 0,0002 pour ’EET
versus ’EMT et I’EAT et un p de 0,002 pour ’EES versus ’EMS et ’EAS. Le Thymus

ciliatus présente une bonne teneur en flavonoides contrairement a Salvia officinalis L.

Des études antérieures ont ¢galement montré des résultats variables en comparaison
avec notre ¢tude, en effet la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique pur issu de
Thymus ciliatus et en utilisant la technique d’extraction assistée par ultrasons est estimée
par Miora et ces collaborateurs (2021) a 28,93 ng EQ / mg d’extrait. Cependant Oubihi ez
al. (2020) suggérent une valeur del44,41 + 1,537ug RE / mg d’extrait pour le Thymus
leptobotrys Murb. Aussi dans une ¢étude réalisée sur Thymus ciliatus les teneurs en
flavonoides dans 1’extrait éthanolique a 70%, obtenus par macération, est de 134,34 + 8,97

ug EQ/mg d’extrait (Gamoune et al., 2015).

Les résultats du dosage des flavonoides du Salvia officinalis L obtenus par 1’étude
de Abedeslam et al. (2016) montrent une teneur de 26,13 + 2,96 pg EQ/mg d’extrait
¢thanolique. Cependant Dragan et al. (2011) rapportent dans leur étude une teneur de
94,4+0,55pg/mg d’extrait. Hammoudi et al. (2017) et en utilisant la méme technique
d’extraction (la macération) présentent une teneur de 62 + 5Sug ER/mg d’extrait
éthanolique a 80% pour la Salvia chudaei, par ailleurs ils évoquent une seconde teneur de
71 £ 4 pg ER/mg d’extrait lors de la réalisation de 1’extraction par la technique de Soxhlet
Cette dissimilitude observée entre nos résultats et ceux de la littérature, pour la teneur en
flavonoides peut étre attribuée a plusieurs facteurs tels que les facteurs climatiques et
environnementaux, la zone géographique, sécheresse du sol (Ebrahmi et al., 2008), la

période de la récolte et le stade de développement de la plante (Miliauskas et al ., 2004), la
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méthode d’extraction et la méthode de quantification et enfin les conditions de

stockage(Lee et al .,2003 ; Felhi et al., 2017)

1I1.4. Activité antioxydante :

111.4.1. Evaluation du pouvoir réducteur des différents extraits de Thymus ciliatus et

Salvia officinalis L par la technique FRAP (Ferric Réduction Antioxydant Power) :

Les résultats concernant [Dactivité réductrice des extraits (méthanolique,
¢thanolique et aqueux) de Thymus ciliatus, de Salvia officinalis L et des antioxydants
standards (I’acide gallique, et de I’acide ascorbique), sont illustrés dans le tableau N°02.

I1s sont exprimés en concentration effectrice a 50% (CES50).

Tableau N°02 : Pouvoir réducteur (évalué par la technique FRAP et exprimé enCE50)
des extraits de Thymus ciliatus et de Salvia officinalis L et des antioxydants standards

CES50 Exprimée en ug/ml
Plantes AG VIT C ETHANOL METHANOL AQUEUX
Thymus ciliatus 28,771,005 50+0,006 242,25+0.3535 479+5,656 907,1515+2,614
Salvia officinalis L 28,77+1,005 = 50+0,006 775,65+0,002 830,15+0,004 1704,8+0,004

L’ensemble des résultats mentionnés dans le tableau N°02, indiquent que les
extraits éthanolique issus de Thymus ciliatus présentent une activité antioxydante reflétée
par la capacité réductrice du fer significativement la plus élevée et ce en les opposant aux
extraits méthanolique et aqueux. Les concentrations effectrices pour les extraits
¢thanolique, méthanolique et aqueux issus Thymus ciliatus sont respectivement : 242.25 +
0,3535 pg/ml ; 479 £ 5.656 pg/ml ; 907.1515 £ 2.614 pg/ml. Par ailleurs les extraits
¢thanolique, méthanolique et aqueux issus de Salvia officinalis L exercent un effet

réducteur du fer avec des concentrations effectrices de 1’ordre de 775.65 = 0.002 pg/ml ;
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830.15 + 0.004 pg/ml et 1704.8 = 0.004 pg/ml respectivement. L’analyse statistique de nos
données indique une différence hautement significative avec p de 0,0002 entre I’EET,

I’EMT et PEAT ceci est constaté pour le Thymus ciliatus ainsi que pour la Salvia

officinalis L.

Néanmoins, ce pouvoir de réduction du fer est largement faible par rapport au
pouvoir réducteur des substances antioxydantes standards. Ceci est remarqué via les CES0
de I’Acide gallique évaluée a 28,77 = 1,005 pg/ml et la CE50 de 1’acide ascorbique :
évaluée a 50 £ 0.006 pg/ml. I en ressort que 1’acide gallique présent un fort pouvoir
réducteur comparativement a nos extraits éthanolique issus de Thymus ciliatus, Salvia

officinalis L. et la vitamine C du fait de sa faible CE50.
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Figure N°14: Pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique de Thymus ciliatus et Salvia
officinalis L exprimé en CE50

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ’écart-type, de trois essais indépendants

(***) : EET vs EES

Les résultats illustrés dans la figure N°I4, indique que ’activité antioxydante de
I’extrait éthanolique de Salvia officinalis L est inférieure a celle de Thymus ciliatus, cette

différence est hautement significative avec p = 0,002.

On constate aussi une augmentation proportionnelle de la réduction du fer avec

I’augmentation des concentrations des extraits des plantes étudiées. Ceci met en évidence
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une corrélation entre la teneur en polyphénols, essentiellement les flavonoides, et la

capacité antioxydante des extraits reflétés par la capacité de réduire le fer.

La comparaison de I’activité antioxydante de notre étude et celle indiquée par Ayca et al .,
(2019) et menée sur Thymus vulgaris et Thymus spicata, rapporte que 1’extrait éthanolique
de Thymus vulgaris et Thymus spicata présente une capacité réductrice trés élevée par
rapport aux nos extraits avec des concentrations de ’ordre 26.93 + 0.025 ug/ml ; 14.19 +

0.01 pg/ml respectivement.

Cette présente étude démontre une activité antioxydante de I’extrait éthanolique issus de
Salvia officinalis L déterminée par le test de FRAP lé¢gérement supérieur a celle présentée
dans littérature et reflétée par une CES0 de 846.4 + 44.7 ug/ml (Silva et al., 2020).
Cependant celle-ci demeure largement inférieure au pouvoir réducteur présenté par

Dragan et al. (2011), on note 775.65 + 0.002 versus 23.86 £ 0.51 pg/ml.
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II1.4.2. Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPH"(2,2-diphenyl-1
picrylhydrazyle) pour les différents extraits de Thymus ciliatus et Salvia officinalis L

Les propriétés antioxydantes sont mesurées et mis en évidence par la concentration
efficace CI50, cela correspond a la réduction de 50% de la concentration du DPPH* dans
le milieu réactionnel, la capacité antioxydante d’un composé est d’autant plus élevée que
sa CI50 est petite, La figure N°15 illustre les différentes CI5S0 obtenues avec les extraits et

les standards.

Tableau N°03 : Capacité de piéger le radical libre DPPH" par les différents extraits issus
de Thymus ciliatus et Salvia officinalis L

CI50 Exprimée en ug/ml
Plantes AG VIT C ETHANOL METHANOL @ AQUEUX
Thymus ciliatus 4,26+0,185 7,240,209 = 62,262+0,0011 = 72,7254+0,0008 = 174,456+0,005
Salvia officinalis L 4,26+0,185 = 7,24%0,209 149,150,003 367,6+0,0012 425,240,025

D’apres les résultats de la technique de piégeage du radical libre (DPPH®), I’extrait
¢thanolique représente I’extrait le plus actif et ce pour les deux plantes étudiées. En effet
I’extrait éthanolique de Thymus ciliatus est capable de scavanger le radical DPPH*avec une
CI50 de I'ordre de 62,2622 + 0,0011 pg/ml. Les deux autres extraits, méthanolique et
aqueux, montrent une activité inférieure a celle de I’extrait éthanolique avec des CI50

évaluées a 72,7254 + 0,0008 pg /ml et de 174,456 + 0,005 pg /ml respectivement.

Dans les mémes conditions expérimentales I’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis L,
exerce un effet antiradicalair avec une CI5S0 de I’ordre 149,15 + 0,003 pg/ml, supérieur a
celui exerce par 1’extrait méthanolique, les CI5S0 sont 1’ordre de 367,6 + 0,003ug /ml et de
425,2 +0,025png /ml respectivement de plus et pour les deux plantes et pour I’ensemble des
extraits. Ce pouvoir reste significativement  inférieur a celui constaté avec les

antioxydants de références (voir le tableau N°03). Ces derniers montrent une activité
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antiradicalaire puissante appréciée par des CI50 de I’ordre de 4,26 + 0,185 pg /ml et 7,24 +

0,209 pg /ml pour I’acide gallique et acide ascorbique respectivement.
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Figure N°15 : Capacité de I’extrait éthanolique de Thymus ciliatus et Salvia officinalis
L a piéger le radical libre DPPH" exprimée en CI50

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + I’écart-type de trois essais indépendants

(***) : EET vs EES

Les résultats illustrés ci-dessus dans la figure N°15, indiquent que la capacité d’inhibition
du radical libre d’extrait éthanolique de Thymus ciliatus est significativement supérieure en
comparaison a celle de I’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis L (62,262 pg/ml +
0,001 versus 149,15 £ 0,003 pg /ml). Cette différence est probablement liée a la teneur des
composés phénoliques dans 1’extrait éthanolique qui est corrélée a la capacité

antiradicalaire.

L’activité antioxydante des extraits issus de notre étude s’avere différente a celles
évoquées dans littérature. Koksal et al. (2018) rapportent que 1’extrait éthanolique de
Thymus ciliatus présente un pouvoir réducteur avec une concentration effectrice 50% de
I’ordre de 12,1pg /ml. Ceci est révélée une activité antioxydante largement supérieure a

celle présenté par nos extraits. Cependant nos CI50 sont inférieures a celles présentées par
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Oubihi et ses collaborateurs, ces dernier démontrent que le Thymus leptobotrys possede

une capacité de piéger le radical libre de I’ordre de 20,693 g /ml (Ouibihi ez al., 2020).

De plus, une étude réalisée par Abdselam ef ses associés sur la capacité antioxydante de
I’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis, rapportent que le pouvoir d’inhibition de
leur extrait a piéger le radical libre (DPPH"), est évalué a 201 pg/ml. Cette capacité
antioxydante est largement inférieure a celle évoquée au cours de cette présente étude CI
50 EES: 149.15 pg/ml. Cependant Nouguia et al. (2012) constatent une capacité¢ de
piégeage radicalaire de I’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis L est supérieure a

celle obtenue avec notre extrait, on note 149,15 ng/ml versus 90,16 pg/ml.
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CONClUSION




Depuis la nuit des temps, les plantes médicinales représentent 1’une des maticres
premicres les plus précieuses et une source d’innovation inépuisable et irremplagable. Vu
leur richesse en molécules bioactives, elles constituent le mode de traitement le plus
répondu dans le monde y compris dans les pays occidentaux.

L’objectif de ce présent travail s’intéresse a la capacité antioxydante des composés
phénoliques de deux plantes médicinale issues de la région de Tiaret et largement
utilisées dans la pharmacopée et la médecine traditionnelle. Durant notre étude et pour
extraire les composés phénoliques, nous avons opté pour la méthode de macération et
dans le but d’optimiser cette extraction, trois solvants différents ont été utilisés a savoir
I’éthanol, le méthanol a 70% et I’eau distillée. Les résultats obtenus indiquent que
I’extrait éthanolique enregistre le rendement le plus ¢élevé, estimé a 12,23% et a 12,86 %
pour le Thymus ciliatus et la Salvia officinalis L respectivement et ce en comparaison
avec les extraits méthanolique et aqueux, ceci est confirmé par la quantification des
composés phénoliques, I’extrait éthanolique est caractérisé par la grande teneur en
polyphénols avec une valeur de 394,155 + 0,869 ug EAG/mg d’extrait pour le Thymus
ciliatus et une teneur de 150,63 + 6,5 ug EAG/mg d’extrait pour la Salvia officinalis L.
Parall¢lement le dosage des flavonoides, indique des valeurs de 1’ordre de 99 + 1,41 ug
EQ/mg d’extrait et de 51,76 = 4,1 pg EQ/ mg d’extrait éthanolique, respectivement pour
les deux plantes citées précédemment. Aussi nos résultats dévoilent une forte relation
entre les teneurs en composés phénoliques, essentiellement les flavonoides, et le pouvoir
antioxydant ; ceci est reflété par le biais des CES0 déterminées par la technique FRAP et
via les CI50 évaluées par la capacité de 1’extrait a capter le radical libre DPPHe. Il en
ressort que ’extrait éthanolique, 1’extrait le plus riche en polyphénols, issus des deux
plante (Thymus ciliatus et Salvia officinalis L) exerce 1’activité antioxydante la plus
importante, on note une CES50 de 242,25 + 0,35 pg/ml, et de 775,65 + 0,002 pg/ml pour
le Thymus ciliatus et la Salvia officinalis L respectivement. La méme remarque demeure
pour 1’évaluation de I’activité de piégeage du radical libre. La CI5S0 DPPH" la plus forte
est celle de I’extrait éthanolique issus de Thymus ciliatus et la Salvia officinalis L versus
I’extrait méthanolique et aqueux. Les résultats du test de 1’évaluation de la capacité de
piégeage DPPH® indiquent des CI5S0 de I’ordre de 62,26 + 0,01 ug/ml et de 149,15 +
0,003 pg/ml pour les deux plantes. Toutefois et quel que soit le test utilis¢ (FRAP ou test
du piégeage du radical DPPH"®), les antioxydants standards, 1’acide gallique et 1’acide

ascorbique, présentent une trés forte capacité antioxydante en comparaison avec celle de



nos extraits : éthanolique, méthanoique et aqueux. Dans la continuité de ce présent travail

il est fort intéressant de développer les points suivants :

v

v

v

Une optimisation de la méthode d’extraction en utilisant d’autres types de solvants
et d’autres méthodes d’extraction comme par exemple la méthode de soxhlet, ou
I’extraction par sonication ...etc.

Un isolement et une identification des molécules bioactives responsables de
I’activité antioxydante la plus puissante par des techniques chromatographiques et
spectrales ;

Un criblage basé sur [’évaluation d’autres activités biologiques comme
antimicrobienne ; antidiabétique ; anti-inflammatoire... etc

Et enfin une réalisation d’une étude in vivo sur la prévention des pathologies a
stress oxydatif contractées aprés une exposition chronique au polluants

environnementaux, essentiellement les perturbateurs endocriniens.
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ANNEXE I

Annexe I. Sources et conséquences de stress oxydatif
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ANNEXE II

Annexe Il. Description, caractéristiques, classification du Thymus ciliatus

1. Description botanique de Thymus ciliatus :

Sous arbrisseau touffu et dressé, pouvant atteindre 40 cm de hauteur, atiges fortement

ramifiées, ligneuses et toutueuses a la base .les rameaux blanchatres car courtement velus,

portent les feuilles persistantes, de petite taille, opposées, lancéolées ou linéaires a limbe

entier , elles sont susceptibles et de couleur vert grisatre. (Eberhard et al ., 2005)

2 .Caractéristiques :

Couleur fleur Rose
Couleur feuillage Gris _ argent
Hauteur 10cm
Feuillaison Janvier, Décembre
Floraison (s) Avril _ juin
Type de feuillage Persistant
Exposition Soleil
Type de sol Sec
Silhouette Tapissante couvre _sol
Densité 6 au m*

Latin : Thym, Thymus
Anglais : Thyme

Arabe : Zaatar _sic_

\ 3 /
Photo NO1.Thymus Ciliatus

3. Classification phylogénétique du Thymus Ciliatus: (Kholkhale, 2014)

Reégne Plantae Ordre Lamiales
Division Magnolipophyta Famille Lamiaceae
Classe Dicotylédones Genre Thymus
Sous Classe Asterdae Espéce Thymus ciliatus




ANNEXE III

Annexe III. Description, caractéristiques, classification du Salvia officinalis L :

1. Description botanique :

Sous arbrisseau buissonnant et persistant, formant une touffe ligneuse pouvant atteindre
jusqu'a 80 cm de haut, et dont les tiges émettent de nombreux rameau dressés
quadrangulaires et laineux, présentant des nceuds saillants sur lesquels sont insérées les
feuilles. (Eberhard et al., 2005). Ses fleurs, sont de couleurs rose bleuté, sont regroupées a
la base des feuilles. (Mahboubi, 2014)

2. Caractéristiques :

Couleur fleur Bleu violet Grm.e Sc.'zenttﬁque + Salvia \
officinalis
Couleur feuillage Vert grisdtres
. Latin : Sauge officinale
Hauteur 40 a 60 cm
Origine Bassin Meéditerranéen Anglais : Sage, salvia
Floraison (s) Epis de petites fleurs au Arabe : Salmiya Luallu)

(Laipel)), ( il i) /

printemps et on été

Type de feuillage Persistantes duveteuses
Exposition Ensoleillée et chaude
Type de sol Humifére, souple

Multiplication Semis bouturage et division
Espacement 30 a40 cm

Photo NO2. Salvia Officinalis L

3. Classification phylogénétique du Salvia officinalis L :( Christian F, 2008)

Régne Plantae Ordre Lamiales
Division Magnoliophyta Famille Lamiaceae
Classe Magnoliopsida Genre Salvia
Sous Classe Astéridées Espéce Salvia Officinalis L




ANNEXE IV

Annexe 1IV. Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques.

y=3,2738x + 0,0079
R2=10,9990

0 T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentration en mg /ml

Figure N°01. Courbe d’étalonnage de ’acide gallique de
polyphénols exprimée en mg/ml

1 - DO
0,9 1 A=430nm
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 . T .

0 50 100 150
Concentration en ug/ml

y=0,007x + 0,112
R? = 0,996

Figure N°02. Courbe d’étalonnage de la quercétine de
flavonoides exprimée en ug / ml



ANNEXE V

Annexe V. Courbes d’étalonnage pour I’évaluation de ’activité antioxydante

1. Courbes de la régression linéaire utilisées dans I’évaluation de la CE50 par la méthode de

FRAP
2,5 -
¥ =0.020x + 0,006
5 R>=0.999

1,5
:
R 1
xR
L
2 05
3
S o
.g 1
< 0 50 100 150

Concentration ug/ml

Figure N°03 : Courbes de la régression linéaire de
I’évaluation de la CE50 de ’acide gallique

1,2 4
¥y =0,008x + 0,100
1 R?=0.999
0,8 -
=
S
S 06 -
~
<
S 04 -
(2]
g
g 02
L
=3
3 0 T T T T T 1
< 0 20 40 60 80 100 120
Concentration ug/ml

Figure N°04. Courbe de I’évaluation de la
CE50 de la vitamine C



ANNEXE V

DO
y=10,002x + 0,016
A =700 nm R>=0,991
1,2 -
1 4
0,8 -
0,6 -
0,4 -
®
0,2 -
O T T 1
0 200 400 600
Concentation en ug /ml

Figure 05. Courbe de la régression linéaire utilisée pour
I’évaluation de la CE50 de ’EET

DO
A =700 nm y=0,001x + 0,040
0,45 - R2=10,998
0,4 -
0,35 A
0,3 A
0,25 A
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 . T .
0 100 200 300
Concentration en ug / ml

Figure 06. Courbe de la régression linéaire utilisée pour
I’évaluation de la CE50 de ’EMT

DO y =0,445x + 0,030
A =700 nm R?=10,996

0,3 -
0,25 -
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 . . .

0 0,2 0,4 0,6
Concentration en mg / ml

Figure 07. Courbe de la régression linéaire utilisée pour
I’évaluation de la CE50 de ’EAT
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ANNEXE V

DO
A =700 nm y=0,617x + 0,002
035 R?= 0,999
0,3 -
0,25 A
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T .
0 0,2 0,4 0,6
Concentrration en mg / ml

Figure 08. Courbe de la régression linéaire utilisée pour
I’évaluation de la CE50 de ’EES

DO
A =700 nm
08 - y=0,674x - 0,013
’ R2=0,994
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 - (J
0,2 -
0,1 -
0 T T .
0 0,5 1 1,5
Concentration en mg /ml

Figure 09. Courbe de la régression linéaire utilisée dans
I’évaluation de la CE50 de ’EMS.

DO
A =700 nm y=0,267x + 0,029
0,35 - R2=0,989
0,3 -
0,25 A
0,2 A
0,15 A ®
0,1 - 2
0,05
0 . T .
0 0,5 1 1,5
Concentration en mg/ml

Figure N°10. Courbe de la régression linéaire utilisée dans
I’évaluation de la CE50 de I’EAS.
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ANNEXE V

2. Courbes Hyperboliques utilisées dans ’évaluation de la CI50 par le test de DPPH®

0,45 -
04 3 ¥ = 0.3696¢0.155x
035 Q& R?=09316
03 -
0,25 -
02 -
0,15 -
01 -
0,05 -
0 : : .
0 5 10 15

Absorbance 4 517 nm

Concentration ug/ml

Figure N°11.Courbe hyperbolique de
D’évaluation de la CI50 de I’acide ealliaue

0,45
0,4 l ¥ = 0,32940-0975x
035 R?=0,9262
03 -
0,25 - 'S
02 -
0,15 - ¢
01 -
0,05 -
0 : : .
15

Absorbance 2 517nm

5 10
Concentration ug/ml

Figure N°I12. Courbe hyperbolique de I’évaluation de
la C150 de la vitamine C
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0,7

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

y = 0,5304¢93823x
R?=0,8435

0 0,1 0,2
Concentration en mg / ml

2 2
\\
2 2

0,3

Figure N°13 .Courbe hyperbolique utilisée dans
I’évaluation de la CI150 de ’EMT

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

DO
A=517 nm
y 0 5 1926 10,9003x
] R2=0,8894
0 0,05 0,1 0,15

Concentration en mg / ml

Figure N°14 .Courbe hyperbolique utilisée dans
I’évaluation de la CI150 de ’EAT

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

_ y= O 5375640299x
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration en mg / ml

Figure N°15 .Courbe hyperbolique utilisée dans
Pévaluation de la CI50 de PEAT

9




ANNEXE V

DO

o5 A=3517nm y = 0,3463e46762x

~ e R> = 0,8548
04 -

%
0,3 -
0,2 -
L 2
0,1 -
L 4
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration en mg/ ml

Figure N°16 .Courbe hyperbolique utilisée dans ’évaluation de la CI50

de ’EES
DO
A=517 nm y = 0,2086¢"1,8748x
0,6 - R*=0,5089
05 ¢
04 -
0,3 -
|
0,2 -
0,1 -
N
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration en mg /ml

Figure N°17 .Courbe hyperbolique utilisée dans I’évaluation de la CI50 de

I’EMS.
_D 0 y = 0,4347¢1.6875%
A=517 nin R? = 0,8340
0,6
0,5 1o
04 &
0,3 N
0,2
0,1 L 4
O T T T 1
0 0,5 1 1,5
Concentration en mg /ml

Figure N°18 .Courbe hyperbolique utilisée dans I’évaluation de la
CI50 do PEAS
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ANNEXE VI

Annexe IV. Résultats numériques

Tableau N°01. Rendement d’extraction de Thymus ciliatus par la technique de

macération
Extraits Rendement massique %(m/m )
EET 12,23%
EMT 11,53%
EAT 10,24%

Tableau N°02. Rendement d’extraction de Salvia officinalis L par la technique de

maceération
Extraits Rendement massique %(m/m )
EES 12,86%
EMS 09,74%
EAS 10,50%

Tableau N°03. Teneur en composés phénoliques et de flavonoides de Thymus ciliatus

Extraits Teneur en polyphénols totaux (ug Teneur en flavonoides (ug
EAG /mg d’extrait) EQ /mg d’extrait)
EET 394,155 + 0,869 99 + 1,414
EMT 350,17 £ 6,052 50,335+ 0,091
EAT 128,315 + 3,457 17,475 £ 0,275

Chaque valeur représente la moyenne * écart-type de trois essais indépendants.

Tableau N°04. Teneur en composés phénoliques et de flavonoides de Salvia officinalis L

Extraits Teneur en polyphénols totaux (ug Teneur en flavonoides (ug
EAG /mg d’extrait) EQ /mg d’extrait)
EES 150,63 + 6,5053 51,765 + 4,122
EMS 119,625+ 0,629 20,820 + 0,877
EAS 64,603 + 0,561 15,103 + 1,423

Chaque valeur représente la moyenne * écart-type de trois essais indépendants.
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Tableau N°05. Activité antioxydante des extraits de Thymus ciliatus par le test de

réduction de fer FRAP et le test de piégeage du radical libre DPPH® exprimée en ug/ ml

Extraits CES50 (ug / ml) CI50 (ug / ml)
EET 242,25 £ 0,3535 62,2622 + 0,0011
EMT 479 £ 5,656 72,7254 £ 0,0008
EAT 907,151 + 2,614 174,456 + 0,005

Chagque valeur représente la moyenne + écart-type de trois essais indépendants.

Tableau N°06. Activité antioxydante des extraits de Salvia officinalis L par le test de

réduction du fer FRAP et le test de piégeage du radical libreDPPH" exprimée en ug / ml

Extraits CES50 (ug / ml) CI 50 (ug / ml)
EES 775,65 + 0,002 149,15 + 0,003
EMS 830, 15 + 0,004 367,6 +0,0012
EAS 1704,8 £+ 0,00445 4252+ 0,025

Chaque valeur représente la moyenne £ écart-type de trois essais indépendants.

Tableau N° 07. Activité antioxydante des standards (acide gallique et I’acide ascorbique)

exprimée en ug / ml

Standard CES50 (ug/ ml) CI50 (ug/ml)
Acide Gallique 28,77 £ 1,005 1,34 +£0,27
Vit C 50+ 0,006 4,33+ 0,48

Chaque valeur représente la moyenne * de trois essais pour (FRAP) et deux essais pour

(DPPH" ) indépendants.
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RESI'ME

Cette présente ¢tude s’intéresse a I’évaluation de D’activité antioxydante des composés
phénoliques issus de deux plantes médicinales (Thymus ciliatus, Salvia officinalis L)
caractéristiques de la région de Tiaret. Ces dernicres appartiennent a famille de Lamiacea et sont
reconnues pour leurs vertus thérapeutiques en médecine traditionnelle et surtout pour leurs
bienfaits sur la santé de la femme. L’objectif de cette présente ¢tude est d’extraire les composés
phénoliques par la méthode de macération en utilisant trois solvants différents et ce dans le but
d’évaluer leur pouvoir antioxydant. Le rendement des extraits bruts (extrait éthanolique, extrait
méthanolique et aqueux) pour le Thymus ciliatus est dans 1’ordre : 12 ,23%, 11,53%, et 10,24%,
on note 12,86%, 9,74%, et 10,50% pour la Salvia officinalis L. L’analyse spectrophotometrique
de ces extraits révele une forte teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, les résultats
indiquent que I’extrait éthanolique est caractérisé par la teneur significativement la plus élevée
en polyphénols et en flavonoides avec un taux de polyphénols évalué¢ a 394,155 ng EAG/ mg
d’extrait et de flavonoides évalu¢ a 99ug EQ/mg d’extrait de pour le Thymus ciliatus,
cependant pour Salvia officinalis L, on distingue une quantité de polyphénol évaluée a
150,63+6,5 ung EAG/mg d’extrait et de flavonoides a 51,76 £4,1ug EQ/mg d’extrait. L’activité
antioxydante a ¢té étudiée avec deux méthodes différentes a savoir le test de réduction du fer
« FRAP » et le test de piégeage du radical libre DPPH". Les résultats obtenus indiquent que
I’extrait éthanolique posséde une bonne activité antioxydante pour le Thymus ciliatus
contrairement a la Salvia officinalis L avec une CE50 de 242,254+0,35ug/ml et une CI50 de
62,26+0,01png/ml versus une CE50de 775,65+0,002ug/ml et une CI50 de 149+0,003 pg/ml de
maniere respective.

Mots clés : Thymus ciliatus, Salvia officinalis L, composés phénoliques, flavonoides,
activité antioxydante, plantes médicinales.
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