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Reésumé

Cette étude a pour but I’étude de la composition chimique et les activités
biologiques in vitro (activité antimicrobienne et antidiabétique) des huiles essentielles
et des extraits bruts (aqueux, méthanolique, acétone et dichlorométhane) de Thymus
ciliatus subsp. eu-ciliatus Maire provenant de Djebel taraf (Oum el bouaghi).
L’analyse des huiles essentielles a été déterminée par la technique de
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).
L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion de disques en
milieu gélosé et la méthode des puits, les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et les concentrations minimales bactéricides (CMB) ont été également déterminées.
En outre, I’activité antidiabétique a été réalisée, en déterminant 1’effet inhibiteur vis-
a-vis de I’enzyme alpha-glucoside par la méthode colorimétrique sur microplaque.

L’analyse chimique des huiles essentielles a révélé la prédominance de 1’alpha-
Terpinenyl acetate (18,74%); Camphor (10.62%) ; Caryophyllene oxide (9.58%) ;
trans-nerolidyl acetate (6.63%) ; Eucalyptol (6.55%) ; Epiglobulol (5.59%), Bornyl
acetate (5.56%) et Borneol (5.15%).

L’huile essentielle de T. ciliatus a révélé une bonne activité antimicrobienne
vis-a-vis toutes les souches ciblées et essentiellement Staphylococcus aureus
(=12 ,00£1,00 & 19,5+0,57 mm), Bacillus cereus (8=12,00+0,00 ; 12,33 0,58
mm) et candida albicans (& =12 ,00+0,00 ; 14,5+0,70 mm), cependant, les extraits
bruts ont révélés une activité considérables contre toutes les souches testées excepté
la souche E.coli. Les valeurs de la CMI et de la CMB ont été enregistrées
essentiellement avec les huiles essentielles. L’activité inhibitrice la plus importante
vis-a-vis le champignon Fusarium oxysporum a été enregistré avec les huiles
essentielles avec un taux d’inhibition de 67,16%.

L’activité antidiabétique la plus intéressante de T. ciliatus vis-a-vis I’enzyme
alpha-glucosidase a ¢été enregistré avec 1’extrait aqueux (IC50=2,56+0,06 pg/ml),
suivi par les huiles essentielles (1C50=57,11+4,39 pg/ml).

Ces résultats montrent que Thymus ciliatus peut étre un candidat intéressant
pour des applications thérapeutiques dans le diabéte et quelques maladies infectieuses.
Mots clés : Huiles essentielles-Extrait bruts-Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus-Activité

antimicrobienne, Activité antidiabétique.



Abstract

This study aims to study the chemical composition and biological activities in
vitro (antimicrobial and antidiabetic activity) of essential oils and crude extracts
(aqueous, methanolic, acetone and dichloromethane) of Thymus ciliatus subsp. eu-
ciliatus Mayor from Djebel taraf (Oum el bouaghi). The analysis of essential oils was
determined by the technique of gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC / MS). Antimicrobial activity was assessed by the agar disk diffusion method and
the well method, minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentrations (MBC) were also determined. In addition, the antidiabetic
activity was performed, determining the inhibitory effect against the alpha-glucoside

enzyme by the colorimetric microplate method.

Chemical analysis of essential oils revealed the predominance of alpha-
Terpinenyl acetate (18.74%); Camphor (10.62%); Caryophyllene oxide (9.58%);
trans-nerolidyl acetate (6.63%); Eucalyptol (6.55%); Epiglobulol (5.59%), Bornyl
acetate (5.56%) and Borneol (5.15%).

The essential oil of T. ciliatus showed good antimicrobial activity against all
target strains and essentially Staphylococcus aureus (& = 12.00 + 1.00 to 19.5 £ 0.57
mm), Bacillus cereus (& = 12.00 + 0.00; 12.33 £ 0.58 mm) and candida albicans (&g =
12.00 + 0.00; 14.5 + 0.70 mm), however, the crude extracts have showed considerable
activity against all strains tested except the E.coli strain. The MIC and CMB values
were recorded mainly with essential oils. The strongest inhibitory activity against the
fungus Fusarium oxysporum was recorded with essential oils with an inhibition rate
of 67.16%.

The most interesting antidiabetic activity of T. ciliatus vis-a-vis the alpha-
glucosidase enzyme was recorded with the aqueous extract (IC50 = 2.56 + 0.06 pg /
ml), followed by essential oils. (IC50 = 57.11 £+ 4.39 ug / ml). These results show that
Thymus ciliatus may be an interesting candidate for therapeutic applications in
diabetes and some infectious diseases.

Keywords: Essential oils-Crude extract-Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus-

Activity antimicrobial, Antidiabetic activity.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans l'arsenal
thérapeutique de I’humanité. Elles constituent une source importante de molécules
bioactives qui font généralement partie des métabolites secondaires (Haddouchi et
al., 2016).

La résistance aux antibiotiques est devenue un probleme extrémement
déterminant dans la santé publique. Elle cause une crise dans beaucoup d’hdpitaux
autour du monde. La recherche de nouvelles molécules actives et a large spectre
d’action est devenue une nécessité (Bouyahya et al., 2017 ; Haddouchi et al., 2016).

Le diabéte est caractérisé par un taux de mortalité tres élevé. Ceci est du a ses
complications qui peuvent étre diminuées par 1’utilisation de I’insuline et/ou des
hypoglycémiants oraux, mais malheureusement des effets secondaires peuvent se
manifester aprés quelques mois de traitement rendant ces médicaments inefficaces et
insuffisants pour traiter cette maladie (Telli, 2017).

La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour un essor important du fait des
découvertes de plus en plus croissantes d’extraits de plantes efficaces dans le
traitement du diabéte (Ambodj, 2013).

L’utilisation d’extraits de plantes et des composés naturels d’origine végétale
sont des sources précieuses pour la médecine traditionnelle dans le traitement et la
prévention d’un large éventail de maladies impliquées dans le stress oxydatif ;
notamment le diabete sucré et les maladies infectieuses (Beddou, 2016).

Ainsi, ce travail a pour objectif I’étude de D’activité antimicrobienne et
antidiabétique des extraits végeétaux et des huiles essentielles d’une plante médicinale,
T.ciliatus(Desf). Provenant de I’Est algérien (Djbel Taref, wilaya d’Oum EI Bouaghi).

La premiere partie de ce travail est consacrée a la synthese bibliographique sur
la plante médicinale sélectionnée et a un apercu général sur les substances naturelles
d’origine végétale.

La deuxiéme partie est consacrée a la méthodologie qui traite les principes
généraux du matériel et méthodes utilisées, les résultats obtenus et la discussion, suivi

par une conclusion générale.
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Chapitre 1 : Etude de la plante sélectionnée

Chapitre 1 : Etude de la plante sélectionnée
1. La famille des Lamiaceae
1.1. Description et distribution

La famille des Lamiacées ou encore labiées est I’'une des familles les plus répandues
dans le régne végétal (Naghibi ., 2005). Elle comprend plus de 6900 espéces regroupées
dans environ 258 genres (Thymus, Origanum...), rependus dans tout le monde, mais
principalement dans le bassin méditerranéen (Fig.1) (Miller., 2006).

Figure 1 : Carte de répartition de la famille des Lamiaceae dans le monde (Tabti, 2017)
Les plantes de cette famille sont herbacées ou arbustives généralement aromatiques,
elles sont caractérisées généralement par des tiges en carrées, feuilles opposées souvent
simples, et fleurs irréguliéres (Zygomorphe) (Blamey et wilson, 1991).
1.2. Classification taxonomique
Les plantes de la famille des Lamiaceae sont classées comme suit (Tab.1).

Tableau 1: Classification taxonomique de la famille des Lamiaceae(Quézel et Santa, 1962-

1963).
Regne Plante
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
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1.3. Utilisations et intéréts économiques

Selon la bibliographie, les plantes de la famille des lamiacées sont connues pour leurs
plusieurs utilisations thérapeutiques et intéréts économiques. Le tableau suivant (Tab.2)
représente quelques usages des espéces de cette famille :

Tableau 2: Utilisations thérapeutiques de certaines espéces de la famille des Lamiaceae

Espéces Utilisations Références
-Utilisée dans les préparations culinaires
(commecondiment) et en  médicine
traditionnelle  pour un large éventail
Mentha rotundifolia. | d'actions: tonique, stimulante, stomachique, (Ladjel et
carminative, analgésique, antispasmodique, al,.2011)
anti-inflammatoire. ..
-Utilisé comme une tisane mais elle ne doit
pas étre utilisée au cours de la grossesse. ..
-Utilisés par voie orale dans le traitement
symptomatique de troubles digestifs, pour
faciliter les fonctions d'élimination urinaire
Rosmarinus officinalis | et digestive. (Bruneton,
L -Utilisé en cas de rhume et de nez bouche et 2009)
en bain de bouche pour I'hygiene buccale ...
-L’HE de lavande officinale est trés connu
pour son efficacité contre les poux.
Lavande officinale | -Activités antibactériennes, anti- | (HOHMANN
inflammatoires et antalgiques et al., 1999)
-Action cicatrisante et documentées sur le
systéme nerveux...
-Utilisée dans la cuisine
algérienne pour faire les différents plats (Haddouche,
-Recommandée contre tous les types de
faiblesse, et indiquée pour les crampes 2011)
Thymus numidicus | d es_tqrpac, les mflammatlo_ns pulmonaires. .. (Hans, 2007)
-Utilisée pour la confection de savons et
d’autres produits

-Utilisée pour ses propriétés oestrogénigues,
antigalactogenes, hypoglycémiantes et
Salvia officinalis inhibant le rancissement des corps gras, et (Beloued,
pour ses propriétes antiseptiques. 2009)

-Son huile essentielle est effectivement
bactéricide et aussi antifongique.

-Les feuilles fraiches ou la poudre des
feuilles séchées en friction préservent les
dents de la carie...

-
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2. Le genre Thymus
2.1. Origine du nom
Le nom « thym » vient probablement du latin et du grec a deux significations (Saez,
2002). 11 s’agit de
-Thymus: «parfumer» (latin)

-Thymus: «courage» (grec)
2.2. Répartition géographique

Le genre Thymus est 1’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille de Lamiacée
(Naghibi ., 2005). 11 existe prés de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, 1’Afrique,
I’Asie de I’ouest, mais ce genre est principalement répandu dans la Méditerranée (Dob,
2006). C’est un genre tres répandu dans le nord ouest Africain (Maroc, Algerie, Tunisie et
Libye). Elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en
passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki, 2010). On peut la trouver également
en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude menée par Nickavar et ses assistants,
environ 110 especes différentes du genre Thymus se concentrent dans la région
méditerranéenne on peut considérer que le bassin méditerranéen est le centre de thymus
(Nickavar et al.,2005)

Le genre Thymus a colonisé le territoire de 1’ Algérie avec 12 espéces qui ne se prétent
pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s’hybrider
facilement (Mebarki, 2010).

2.3. Richesse en Métabolites secondaires et usages médicinale

Le genre Thymus est connu dans la médecine traditionnelle pour un large éventail
d'actions : antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires et antibactérienne, antidiabétigque,
antioxydants, antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est
indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures. Les parties aériennes
sont utilisées en décoction ou en infusion dans le traitement de la dyspepsie et autres
troubles gastro-intestinaux, de la toux, des irritations de I’appareil respiratoire et des rhumes
mais aussi, des infections des voies urinaires, les infections de la gorge, | est employé aussi
en décoction contre la bronchite et le rhumatisme (Rassoli et al ., 2006).

Un grand nombre d’espéces de Thymus ont fait, & ce jour, I'objet d'études chimiques et
de tres nombreux métabolites secondaires ont été isolés, les travaux phytochimiques

effectués sur le genre Thymus ont permis I’isolement, de flavonoides et de terpénes...etc.

.
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En général, Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée de
métabolites secondaires, qui ont une application commerciale dans les domaines
pharmaceutiques et biomédicaux (Haddouchi et al ., 2016).

Les tableaux ci-dessous (Tab.3) rassemble quelques exemples de substances bioactives
isolées de quelques espéces de Thymus et (Tab.4) représente I'utilisation médicinale de
certaines especes du genre Thymus.

Tableau 3 : Quelques exemples de substances bioactives isolés de quelques espéces de

Thymus

Substances Bioactives Especes Références
T.serpyllum L., (Nikoli¢, 2014)
T.algeriensis Boiss. and (Pirbalouti, 2013)

Les huiles essentielles | Reut
T.vulgaris L.
T.daenensis Celak
Thymus serpyllum (Regnault-RogerC, 2004)
Thymus hirtus (Merghem R, 1995)

Les flavonoides Thymus herba barona (CorticchiatoM, 1995)
Thymus capitatus (Barberan F.A.T., 1986)
Thymus capitatus (Remaci, 2017)

Les Tanins Thymus cilliatus
Thymus mastichina (HENNI, 2015)
Thymus piperella
Thymus vulgaris L (Takeuchi H., 2004)
Thymus cilliaus spp

Les terpéenes coloratus (Bruneton, 2009)
Thymus cilliaus
Thymus numidicus (Quézel et Santa, 1962-
Thymus ciliatus sp | 1963)
.euciliatus
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Tableau 4 : Utilisation medicinale de certaines espéces du genre Thymus.

Espéces Utilisations Références
Thymus -Traiter les rhumatismes, le gonflement | (Hosseinzadeh, 2015)
. musculaire, les piqlres d'insectes, les
vulgaris
douleurs. ..
-Anti-inflammatoire, antioxydant,

antibactérienne
et antifongique.

-Recommandée contre tous les types de
faiblesse, et indiquée pour les crampes
d'estomac, les inflammations pulmonaires et
les palpitations, ainsi que les affections de la
bouche, les contusions (Iésion produite par un
choc sans déchirure de la peau), et les
numidicus | accidents articulaires.

- Traitement des affections respiratoires ;
rhume, grippes, et angine. 1l contribue
également dans le nettoyage et la cicatrisation
des plaies, et aussi I'expulsion des gaz

Thymus (Haddouche, 2011)

(Hans, 2007)

intestinaux
Thymus -Ces tisanes reveillent les fonctions
algeriensis digestives, su'rtout chez les affaiblis et‘évitent
les fermentations de 1’estomac et de I’intestin (Beloued, 2009)

-Utile contre toutes les maladies infectieuses,
comme la grippe, la pneumonie et les
affections de ’appareil respiratoire...

3. L’espéce Thymus cilatus Desf.
3.1. Description botanique
La Plante est caractérisée par un calice a dents de la lévre supérieure lancéolées,
2-3 fois plus longues que larges. Feuilles florales différentes des feuilles caulinaires
en geneéral fortement dilatées a leur portion inférieure, epis floriferes larges de 16-20
mm, fleurs plus grandes a corolle plus longuement ex serte. Plante des Pelouses et

broussailles. Elle est endémique Nord Africaine (Quézel et Santa, 1962-1963).

-
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Figure 2 : Photo de I’espéce Thymus cilatus Desf. (Djbel Taraf, 20.04.2020)
3.2. Classification taxonomique
Selon (Quézel et Santa, 1962-1963), la plante Thymus ciliatus est classée comme

suit :
Tableau 5 : Classification botanique de 1’espéce Thymus cilatus Desf.

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta

Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Genre Thymus

Espéce Thymus ciliatus Desf.

3.3. Habitat et répartition géographique

Thymus cilliatus (Desf.) est une espéce aromatique endémique de 1’ Algérie, localisée
au niveau du bassin méditerranéen et dans le Nord de I'Algérie.
3.4. Propriétés et Utilisations

Le Thymus cilliatus est utilisé fréquemment par les populations autochtones grace a
ses diverses propriétés importantes. C'est une plante aromatique trés odorante, utilisée dans
la cuisine algérienne pour faire les différents plats ; recommandée contre tous les types de

faiblesse, et indiquée pour les crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires
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(Haddouche, 2011), traitement des affections respiratoires ; rhume, grippes, et angine. Il
contribue également dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, et aussi I'expulsion des
gaz intestinaux et couramment utilisée pour la confection de savons et d’autres produits et
en parfumerie.

Actuellement, I’huile essentielle de Thym est utilisée pour ses vertus carminatives,
antimicrobiennes, antibactériennes et antifongiques. Connu depuis toujours comme un
antiseptique puissant (Hans, 2007).

3.5. Composition chimique

Des études phytochimiques antérieurs ont montré la richesse de T.cilatus en
substances bioactives bénéfiques tels que: les flavonoides, les tanins, les stérols, les huiles
essentielles... etc. le tableau suivant ressemble quelques exemples de ces composés identifies

Tableau 6 : Quelques exemples de composés identifiés dans I’espéce T.cilatus

Espece /Origine Les composés identifiés Références

Les flavonoides

Thymus ciliatus ssp coloratus Les tanins
Thymus ciliatus ssp euciliatus Les sterols Kholkhal, 2014
(provenant de Tlemcen, Algérie) Les stéroides

Les huiles essentielles

Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus. Les huiles essentielles Tefiani, 2014

(provenant de Tlemcen, Algérie)

Thymus ciliatus (Desf.) Benth Les huiles essentielles El Ajjouri 2010

(provenant d’Azrou, Maroc)

Thymus ciliatus (Desf.) Les huiles essentielles

(Provenant de M’sila, Algeérie) Achoub etal., 2019

Thymus ciliatus (spp non spécifiée) | Les huiles essentielles Kabouche et al., 2009

(Provennt de Batan, Algerie)

Thymus ciliatus(ssp non spécifiée) | Les huiles essentielles

(Provenat de Souk Ahras, Algerie) Heni et al., 2015

Thymus ciliatus (Desf.) Benth. Les huiles essentielles Bousmaha-Marroki et
ssp. eu-ciliatus Maire al. 2007

(Provenant de Tlemcen, Algérie)
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Chapitre 2 : Généralité sur les substances naturelles d’origine végétale
1. Introduction

Les substances naturelles issues des végétaux sont des molécules bioactives ayant des
plusieurs intéréts mis a profit dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires
....etc (Bahorun, 1997).

Ces molécules regroupent des dizaines de milliers de molécules différentes, elles sont
caractérises généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux ainsi que par
leur stockage souvent réalisé dans des cellules ou organes spécialisés. Aussi ces Composés
ne participent pas aux fonctions directes au niveau des activités, fondamentales de la plante
(Newman et Gragg, 2012; Guignard, 1996).

On distingue trois grandes catégories de ces molécules

v Les composés phénoliques
v" Les huiles essentielles
v' Les alcaloides

2. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques constituent I’'une des grandes familles de molécules
largement répandues dans le régne végétal (plus de 8000 structures connues) (Beta et al.,
2005). lls jouent un r6le important dans la protection des plantes contre les rayons
ultraviolets, les agents pathogenes et les herbivores (Alvarez-Jubete et al., 2010). lls sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou
la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

Les polyphénols comprennent une grande variété de molécules avec plusieurs
groupements hydroxyles sur leurs cycles aromatiques. Ils comportent également des
molécules avec un seul cycle phénolique, tels que les acides phénoliques et les alcools
phénoliques. lls sont divisés en plusieurs classes, en fonction du nombre de cycles
phénoliques qu'ils contiennent et les fonctions chimiques liées a ces cycles a savoir: les
acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les coumarines (Luthria et al., 2006).

2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont un groupe de métabolites secondaires largement distribués
dans les plantes essentiellement dans les tiges et les feuilles des légumes, les fruits, les
céréales et les plantes médicinales (Holle et al., 2012). lls sont nécessaires pour les

fonctions normales des plantes, ou ils jouent un réle important dans la résistance des plantes
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aux agents pathogenes et les herbivores, la croissance des plantes, la couleur et les
caractéristiques organoleptiques des plantes et la prévention du stress oxydatif (Kawsar et
al., 2008; Challacombe et al., 2012). lls sont en principe solubles dans les solvants
organiques polaires. Les acides phénoliques sont divises en trois classes: les acides
phénoliques simples, les acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique et les acides
phénoliques dérivés de 1’acide cinnamique (Bruneton, 1993).

2.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent une large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Bruneton, 1999). Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux surtout dérives de benzo-y-pyrone (Hendrich, 2006). Les
flavonoides sont des composés phénoliques, tres abondants dans la nature, trouvés partout
dans les plantes développées et ils ont été identifiés dans toutes les parties de la plante y
compris les feuilles, les racines, les tiges, les fleurs, le pollen, le nectar, les graines et
I’écorce (Cermak et al., 1998; Tim Cushnie et Lamb, 2005). lls different les uns des
autres par le degré d’insaturation, le mode d’hydroxylation ou de methylation et par le type
du sucre attaché, ils peuvent étre sous forme aglycone ou hétéroside (Markham, 1982).

Les flavonoides sont presents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du
rayonnement ultraviolet. Les formes hétérosides des flavonoides s’accumulent dans les
vacuoles et dans les cellules épidermiques (Bruneton, 1993). Les sources communes de
flavonoides sont : les oignons, les pommes, les tomates, le vin rouge (quercetine, rutine), le
pamplemousse, le thé noir (kaempferol), les graines de soja (genisteine, daidzeine), le persil,
le céleri (apigenin) et le thé (catechins) (Hendrich, 2006).

Figure 3: Squelette de base de flavonoides (Tim Cushnie et Lamb, 2005)

-
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2.3. Les tannins

Les tannins sont des molécules polyphénoliques, le plus souvent hydrosolubles, de
structures variées et de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. Ils sont présents
dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes (Watterson et Butler, 1983). Ils
possédent la capacité de précipiter les protéines, alcaloides et polysaccharides, a partir de
leur solution aqueuse. La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liées au pouvoir
qu’ils ont de former des complexes avec les macromolécules, en particulier avec les
protéines. Les liaisons non covalentes, hydrogenes et hydrophobes participent a la formation
du complexe tannins-protéine (Hagerman et Butler, 1978; McManus et al., 1981). lIs sont
du grand intérét pour la nutrition et la médecine a cause de leur capacité antioxydante
puissante et leur effet protecteur possible sur la santé humaine (Santos-Buelga et Scalbert,
2000; OszmianskKi et al., 2007).

Les tannins sont subdivisés en deux classes différentes, largement distribuées chez les

végetaux supérieurs, qui sont les tannins hydrolysables et les tannins condensés.

v" Les tannins hydrolysables : sont des hétéropolymeéres dont I’hydrolyse chimique ou
enzymatique libére un sucre, généralement le glucose, et un acide phénolique.
L’acide phénolique libéré peut étre 1’acide gallique dans le cas des tannins galliques,
I’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés comme I’acide €llagique dans le cas

des tannins éllagique (Mehansho et al., 1987).
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Figure 4 : Squelette de base de tanins hydrolysables (Sereme et al., 2010)

|
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v Les tannins condensées (pro anthocyanidines) : sont des oligoméres ou polymeres
de flavonoides, constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone-carbone, le plus souvent entre C4et C8ou C4et C6 (Mehansho et al., 1987;
Haslam et Lilley, 1988).La taille de molécule de PA peut étre décrite par leur degré

de polymérisation (DP)(Oszmianski et al., 2007).

Figure 5 : Squelette de base de tanins condensés (Muanda, 2010)

3. Propriétés biologiques

Les composés phénoliques sont des molécules naturelles trés intéressantes dans le
regne végétal. Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la
physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires
avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des
plantes avec leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les
champignons, les insectes, resistance aux UV), soit directement dans la nature , soit lors de
la conservation aprés récolte de certains végetaux, dans les criteres de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'hnomme dans sa
consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...), et des produits qui en
dérivent par la transformation, dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux
lors des traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons
fermentées...), pendant lesquels apparaissent fréguemment des brunissements enzymatiques
qui modifient la qualité du produit fini.

De plus en plus d’études indiquant que les polyphénols pourraient diminuer le risque
de survenue d’un certain nombre de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement

et aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénérative)
(Fleuriet et al., 2005).

-
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v" Les flavonoides : sont utilisés afin de traiter de nombreuses maladies en utilisant
leur capacité a inhiber spécifiquement certaines enzymes, pour stimuler certaines
hormones ou neurotransmetteurs , Leur principale propriété est d’étre « veino-actifs
» c’est-a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de
renforcer leurs résistances (Havsteen, 2002). On peut également noter que les
flavonoides, contribuent a la couleur des plantes et notamment a celle des fleurs,ils
peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant 1’enzyme
aldose réductase (Chaudhry, 1983).

v Les tanins

Les tanins étaient anciennement utilisés dans 1’industrie du cuir (tannage) car en se
liant aux protéines constitutives des peaux d’animaux, les tanins rendent le cuir solide,
imputrescible et résistant aux microorganismes. lIls sont généralement non cristallisables,
solubles dans 1’eau, 1’alcool, I’acétone et peu ou pas soluble dans 1’éther. Ils précipitent en
présence de protéines (gélatine et albumine), d’alcaloides et de certains colorants.

Les tanins forment avec les métaux lourds, et notamment les sels de fer, des précipités
de couleur tres foncée : noirs, bruns, bleus sombres, utilises pour cette raison dans la
fabrication de certaines encres. lls sont également utilisés comme coagulants dans le
caoutchouc.

Les propriétés biologiques des tanins sont principalement liées a leur capacité a former
des complexes avec les macromolécules, en particulier les protéines. C’est pourquoi ils sont
utilisés dans le traitement des aliments et la clarification des vins, des biéres et des jus de
fruits . lls font également partie des formulations des agents de conservation du bois. En
solutions alcooliques, ils donnent avec le chlorure ferrique, trés dilué, une coloration bleue
(tanins galliques) ou verte (tanins catéchiques). Certains tanins, comme ceux de la noix de
galle, sont hydrolysables par les acides ou par la tannase.

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme
les activités anti allergique, anti-artherogenique, antivirale, hépatoprotective,
antimicrobienne, anti-thrombotique, , antioxydant, antifongique, cardioprotective et
vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

4. Les huiles essentielles
4.1. Définition
I1 existe plusieurs expressions pour définir I’huile essentielle. Peut étre un ensemble de

molécules pour un chimiste, un arébme pour un parfumeur ou encore la quintessence ou
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I’esprit d’un végétal pour un ’alchimiste (MoroBuronzo, 2008). Les huiles essentielles
(HEs) sont des substances pures et naturelles, huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur
généralement fortes, donc de nature hydrophobe (Belaiche, 1979 ; Wichtel et Anton,
1999). Largement répandues dans le régne végétal, une huile essentielle est un <« produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere
végétale botaniquement de finie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
seche, soit par un procede mécanique approprie sans chauffage. L huile essentielle est le
plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procéde physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition » (Pharmacopée européenne, 2008).

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes ;
fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines (Hernandez Ochoa,
2005).

4.2. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne végétal, donc sont synthétisées
par les végétaux supérieurs, il y aurait environ 17 500 especes aromatiques réparties dans
une cinquantaine de familles des plantes telles que : les lamiacées, les coniferes, les
myrtacees, les rutacées et les ombelliféres les Poacées. La synthése et I'accumulation d'une
huile essentielle dans les végétaux sont généralement liées a I'existence de structures
histologiques spécialisées (Fig.1) : cellules sécrétrices, localisées dans certains points des
tissus, le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface de la plante (Bruneton, 1999).
Ces structures peuvent étre :

-Des cellules sécrétrices isolées (Lauraceae, Zingibeaceae); épidermiques ou internes.

-Des poils sécréteurs externes (Lamiaceae, Graniaceas) ou internes (Myrtateae).

-Des canaux sécréteurs (Ombelliferes, Coniféres). Cependant, on les trouve aussi bien

dans les organes végétatifs que dans les organes reproducteurs (Bhar et Balouk, 2011).

4.3. Composition chimique

Comme toute substance, Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de
constituants, se caractérisent par une composition chimique analysable et trés variable, qui
peuvent contenir environ (20 a 60) composants avec des concentrations différentes et sont
caractérisees, geénéralement, par deux ou trois composants majoritaires représentant
(20 /70%) de I’huile essentielle totale, alors que les autres composés se trouvent sous forme

de traces. Les constituants des huiles essentielles appartiennent de fagcon quasi exclusive a
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deux principaux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: les terpenes
et les composés aromatiques (Bakkali et al., 2008).
4.3.1 Les composées terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composés largement répondus dans le regne
végétal. lls sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires. Dans le cas des huiles
essentielles, seuls les terpenes les plus volatils, c'est a dire, ceux dont la masse moléculaire
n'est pas élevée sont observeés. Ils répondent dans la plupart de cas a la formule générale
(C5H8) n, Suivant les valeurs de (n) on a les hémiterpenes (n =1), les monoterpenes (n=2),
les sesquiterpénes (n=3), les triterpenes(n=6), les tétraterpénes (n=8) et les polyterpénes.
(Bruneton, 1999).

Figure 6 : Squelette de base des terpénes (Bakkali et al., 2008)

a. Les monoterpénes

Sont les plus simples constituants de terpenes, lls constituent parfois plus de 90 %
d’HE (Bakkali et al., 2008). Chez I'nomme, les monoterpénes sont principalement
métabolisés par le cytochrome P450, monooxygénases, les époxydes hydrolases et les
déshydrogénases en des composés mono et dihydroxylés, ces derniers sont plus oxydés et
sont conjuguées essenticllement avec 1’acide glucuronique (Schmidt et al., 2013). Selon
Bruneton (1999), la réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses
molécules caractérisees par différentes fonctions: alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers,
peroxydes, phénols.

b. Les sesquiterpénes

C’est la classe la plus diversifiée des terpenes puisqu’elle contient plus de 3000
molécules. Les variations structurales dans cette série sont de méme nature que dans les
monoterpenes, elles comprennent des carbures mono ou polycycliques, alcools, cétones,

aldéhydes, esters (Bruneton, 1999).

-
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4.3.2 Les composées aromatiques (phénylpropanoides)

Contrairement aux dérivés terpéniques, Les composés aromatiques sont des dérivés de
phénylpropane (C6- C3) et sont beaucoup moins fréquents que les terpénes. Ces composés
sont trés souvent, d’allyle et de propenylphenol, parfois des aldéhydes. Ces composés
aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des
caracteres organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en exemple I'eugénol
qui est responsable de I'odeur du clou du girofle (Chouiteh, 2012).

1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y™") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
HECR, ‘

Phencol

Alcohol acyclic
Carvacrol Thymol

Citronellol Geraniol

-Sesquerpitenes

Alcohol
Caryophyllene

Carbure
Farnesol

OH

Figure 7 : Structure chimique de quelques composés des HEs (Bakkali et al., 2008).
4.4. Méthodes d’extractions des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des huiles essentielles,

parmi elles on peut citer :
a. Méthode d’hydrodistillation

La méthode par hydrodistillation est traditionnellement la plus simple, et la plus
anciennement utilisée. Le principe de cette technique consiste a immerger le matériel végétal
a traiter dans un alambic rempli d’eau placé sur une source de chaleur qui est ensuite porté a
¢bullition a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement des cellules et la
libération des molécules odorantes, ensuite les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une

surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).
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Figure 8 : Montage d’extraction par 1’hydro distillation
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(http://parfums-lumiere.skyrock.com/3072086205-11 Hydrodistillation.htm)

b. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est une méthode affirmée pour 1’obtention des huiles
essentielles, Dans cette technique le matériel végétal ne maceére pas directement dans 1’eau.
Durant le passage de la vapeur d’eau a travers la plante, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action des vapeurs pour former un mélange eau et
huile en deux phase, une phase organique et une phase aqueuse. Cette méthode permet
d’éviter certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant affecter la qualité des

huiles essentielles (Bruneton, 1999).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatigues

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +

Chaleur—o‘/ / / // huile essentielle

AVAVAVAVAVAR

Essencier

Figure 9 : Montage d'extraction des HE par entrainement a la vapeur d'eau (Boutamani,
2013)

c. Extraction assistée par micro-ondes
L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la

matiére végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la
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pression est réduite de maniére séquentielle. Les composes volatils sont entrainés par la
vapeur d’eau formée a partir de I’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a 1’aide
des procédés classiques a savoir condensation, refroidissement, et décantation (Bruneton,
1999). Des études démontrent que cette technique possede plusieurs avantages tels que le
gain de temps d’extraction, I’utilisation de petites quantités de solvant et 1’obtention d’un

rendement d’extraction élevé (Hemwimon et al., 2007).

Réfrigéranta _____
Huile essentielle
Phase acqueuse s

Décoction =

Micro-Ondes

[ ——rvvvreey
A AAAALALA

Figure 10 : Montage d’extraction assistée par micro-onde (Boutamani, 2013)
4.5. Techniques d’analyse des huiles essentielles

Quelque soit le domaine d’utilisation des huiles essentielles (pharmaceutique, industrie
et parfumerie, cosmétique, agroalimentaire), une parfaite connaissance de leur composition
chimique est nécessaire pour en contrdler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en
vue de leur valorisation. Ainsi I’analyse des huiles essentielles, qui consiste en des méthodes
de séparation et d’identification des composants, reste une étape importante. Cependant, elle
demeure une opération délicate nécessitant la mise en ccuvre de diverses techniques, la plus
couramment employée est 1’utilisation du couplage d’une technique chromatographique
(Joulain , 1994).

La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les constituants
des huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances a analyser a
I'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. La séparation des
composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions et désorptions
successives sur la phase fixe, soit de leurs solubilités différentes dans chaque phase

(Schwedt, 1993). Plusieurs méthodes existent.
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a. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiére plastique ou d’aluminium. Lorsque la plaque sur laquelle on a
déposé 1’échantillon est placée dans la cuve, I’éluant migre a travers la phase stationnaire,
essentiellement par capillarité. En outre, chaque composant de 1’échantillon se déplace a sa
propre vitesse au-dessous de front du solvant. Cette vitesse dépend d’une part, des forces
¢lectrostatiques retenant le composant sur la plaque stationnaire et, d’autre part, de sa
solubilité dans la phase mobile. Généralement, en CCM les substances de faible polarité
migrent plus rapidement que les composants polaires (Benayad, 2013).

b. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

C’est la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. Elle s’applique a des
échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés sans décomposition dans 1’injecteur. La
phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogéne), appelé gaz vecteur. Le
principe de la chromatographie en phase gazeuse basé sur la séparation des différents solutés
gazeux par migration différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire
est un liquide non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés
a séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la
phase stationnaire est un solide absorbant (silice, alumine...), on parle de chromatographie

gaz-solide ou chromatographie d’adsorption (Audigie et al., 1995).

c. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GPC/SM)
Le but de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de
masse CPG-SM, aprés séparation chromatographique, est d’ajouter a la chromatographie
une deuxiéme dimension analytiqgue (Maack et Sablier, 1994). Le principe consiste a
transférer les composés sépares par chromatographie en phase gazeuse par la phase mobile
(le gaz vecteur) dans le spectromeétre de masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en
ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de leur masse (Desjobert et al.,
1997). L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et

des données spectrales (spectres de masse) des constituants individualisés avec les

g
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caractéristiques de produits de référence contenus dans des bibliotheques de spectres
(Paolini, 2005).
4.6. Propriétés biologiques

Les huiles essentielles constituent un groupe de substances bioactives trés importants
qui présentent un grand interét dans plusieurs secteurs. Elles ont des propriétés
antioxydantes, antifongiques, antibactériennes, antivirales, antiseptiques et comme des
insecticides, nématicides....ctc; les prédestinées a des divers usages industriels
thérapeutiques, cosmétiques, agroalimentaires...etc (Kim et al., 2013; Ekren et al., 2013).

v Intérét thérapeutique

Les huiles essentielles présentent différentes propriétés pharmacologiques sur
nombreuses cibles de I’organisme. Elles sont de plus en plus utilisées en pharmacie pures
ou au sein spécialités que ce soit a des fins d’aromatisation (excipient) ou comme principe
actif .

v"Intérét des HE en cosmétologie

Les huiles essentielles sont utilisées depuis longtemps en cosmétologie. En raison de
leurs propriétés diverses, elles prennent soin de la peau et de ses désordres (acné, rides..), les
cheveux (pellicules, cheveux cassants, ternes, sec..), la silhouette (vergetures, cellulite...)
(évidence box, 2018).

Les huiles essentielles a 1’état dilué, sont utilisées dans les parfums et les eaux de
toilettes. L’industrie de parfumerie consomme d’importants tonnages d’essences (60%) en
particulier celles de Rose, de Jasmin, de violettes, de verveine... (Kaloustian et Hadji-
Minaglo, 2012).

v Intérét agroalimentaire

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisantes, les HE sont employées
quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, thym, laurier..). Elles sont également
trés prisees en liquoristeries (boissons anises, kummel..) et en confiserie (bonbons,
chocolat..). Leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les

moisissures, conservation du smen par exemple par le thym et le romarin (Ouis, 2015).

.
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5. Les alcaloides
5.1. Définition

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin
et présentant une structure moléculaire hétérocycligue complexe (Badiaga, 2011).
Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles,
jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils
peuvent subir des modifications. Ainsi, la nicotine, produite dans les racines, migre
vers les feuilles ou elle est diméthylée.

Dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire
jouent un réle écologique de défense contre les herbivores et les pathogénes car ces
composés sont toxiques. lls trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez
I’homme comme Anti tumoraux ; Antalgiques ; Spasmolytiques et Antitussifs ( Macheix,
2006).

5.2. Structure

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, 1’asparate, ’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides
aminés sont décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés
(Cyril, 2001).

On divise les alcaloides en trois genres :

a- Les alcaloides vrais

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et

disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et

comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans
les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga,
2011).

b- Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011).

Dans la majorit¢ des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides
terpéniques) et du métabolisme de 1’acétate (Rakotonanahary, 2012).

c- Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

-
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hétérocycle, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils
sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans I’eau (Badiaga, 2011). En
pratique, il est admis que ne sont pas des alcaloides : les amines simples, les bétalaines, les
peptides, les acides aminés, les amino-sucres, les porphyrines, les alkylamines et

les arylakylamines (Rakotonanahar, 2012).

5.3. Classification

a. Selon I'origine biosynthétique on distingue :

v/ Alcaloides vrais: d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végétal. Ils
existent a ’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés a partir
d’un acide aminé (Bruneton, 1999).

v Pseudo-alcaloides: ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999).

v Proto-alcaloides: Ce sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides
aminés (Bruneton, 1999).
b.Selon leur composition chimique et structure moléculaire on rencontre :

v/ Phénylalanines: capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.

v Alcaloides isoquinoléiques: morphine, éthylmorphine, codéine et Papavérine
continues dans I'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine et
ergotoxine de I'ergot des céréales (Gonzalez et al., 1984).

v Alcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona (Donatien,

2008).

v Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.

v Alcaloides dérivés du tropane: comme scopolamine et atropine chez la belladone.

v Alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) par

exemple (Gonzalez et al., 1984).

5.4. Propriétés biologiques

Les alcaloides sont des molécules trés intéressantes au point de vue biologique car
certaine sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme

médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (Hess, 2002).

0
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Les alcaloides ne constituent pas un groupe homogene de corps comparables a celui
des protéines, glucides, lipides; ce sont des composés complexes, aux formules compliquées.

Tous les alcaloides renferment de I'azote N, de I'nydrogéne H2 et du Carbone C. La
plupart contiennent de 1'02, comme la morphine: C17H19NO3, la codéine C18H21NO3,
I'atropine C17H23NO3, la cocaine C17H21NO4, la quinine C20H24N202.

Ce sont généralement des solides cristallisables, insolubles ou fort peu solubles dans
I'eau; ils solubles dans le chloroforme, I'éther, 1'alcool, le toluéne, et I’éther de pétrole.

La présence d'azote les rapproche des amines, et leur réaction générale plus ou moins
accusée est une réaction alcaline, c'est justement ce qui rappelle leur nom “alcaloide"
(Cowan, 1999).

N
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes

1. Matériels

1.1. Matériel végétal

L’espéce T.cilliatus a été récoltée pendant la période de floraison, le 15 mars 2020,
dans la région de djebel taraf (wilaya d'Oum EI-Bouaghi). La partie aérienne a été séchée a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére, puis broyée en poudre fine et conservée

jusqu’a son utilisation dans la préparation des différents extraits.

S

Récolte et séchage Broyage

Figure 11: Matériel végétal utilisé

1.2. Appareillage et produits utilisés

Hydrodistillateur de type Clevenger
Rotavapeur de type BUCHI

Lyophilisateur de type CHRIST alpha 1-4 LD PLUS

Lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire)

Etuve
Balance de précision
Vortex
Méthanol
Dichlorométhane
Acétone
L’eau distillée
DMSO
Bouillon nutritif
L’eau physiologique stérile
Bouillon Mueller-Hinton
Gélose nutritive, Mueller-Hinton et PDA

Alpha-glucosidase

Conservation
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1.3. Les souches ciblées
Les souches microbiennes utilisées pour évaluer I’activité antimicrobienne ont été
fournies de laboratoire de microbiologie du Centre de Recherche en BioTechnologie (CRBT)
de Constantine.
Il s’agit de 6 souches :
Quatre espéces bactériennes :
v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923
v" Bacillus cereus ATCC 10876
v’ Escherichia coli ATCC 25922
v" Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Deux espéces fongiques :
v Candida albicans ATCC 10231
v' Fusarium oxysporum f.sp lycopersici
2. Méthodes
2.1. Préparation des extraits bruts
La préparation des extraits bruts a eté effectuée par maceration, 20 g de la matiere
vegétale seche de la partie aérienne sont mis en contact avec 200 ml du solvant sélectionné
(Méthanol (70%) ; Eau; Acetone et Dichlorométhane) pendant 3 jours a tempeérature
ambiante et a I’abri de la lumiére.
Apres filtration sous vide, les filtras sont concentrés a sec par évaporation pour

I’obtention, des extraits organiques et par lyophilisation pour ’obtention des extraits aqueux

<
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Macération (3 jours)
a T° ambiante, et a I'abride
la lumiére

Filtrat

Evaporation

Lyophilisation (T=40-50°C)

Filtration sous vide <

Extraits Extraits
aqueux organiques

Figure 12: Protocole de préparation de différents extraits bruts par macération.
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2.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisee par la technique d’hydro distillation en
utilisant un appareil de type Clevenger. Cette technique consiste a immerger 200 g de la
partie aérienne du matériel végétal dans I’eau distillée, le mélange ensuite est porté a
I’ébullition pendant 3 heurs. Le dispositif utilisé est constitué d’un ballon en verre, placé au
dessus d’un chauffe ballon, contenant de ’eau et le matériel végétal a traiter, et surmonté
d’une colonne a distiller en verre. Cette colonne est elle méme reliée a un réfrigérant qui
condense les vapeurs d’eau que 1’on recueille sous forme de distillat dans une ampoule a
décantée. L'huile essentielle obtenue a été recueillie et séchée en utilisant le sulfate de
magnésium (MgSO4) et maintenue ensuite a 4 ° C dans des flacons bruns jusqu'a I'analyse.

Figure 13: Dispositif de Clevenger

2.3. Préparation des concentrations des extraits

Une série de 7 dilutions des extraits ont été préparés a partir d’une solution mére de
4mg/ml en utilisant le Méthanol, I’eau distillée et le DMSO comme solvants.
2.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des poly phénols totaux est basé sur la formation d’un complexe bleu entre le
réactif de Folin-Ciocalteu et les composés phénoliques. La méthode utilisée est décrite par
(Mdller et al., 2010). Cette méthode consiste & ajouter un volume de 20 pul d’extrait de plante
(dissolution de 1mg d’extrait dans le 1ml de MeOH) a 100ul de réactif de Folin-Ciocalteu
(0.1N) et 75 ul d’une solution de Na2CO3 (7.5%) respectivement dans une microplaque a 96
puits. Le mélange est laissé au repos pendant 2h a I’obscurité. L’absorbance est ensuite
mesurée a une longueur d’ondes de 765 nm dans un lecteur des microplaques. Un blanc est

préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (Méthanol). Une
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courbe d’étalonnage a été réalisée avec I’acide gallique dans les mémes conditions que

les extraits a tester.

2.5. Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides totaux est basé sur la formation d’un complexe entre les
flavonoides et les ions d’Al™3. La méthode utilisée est décrite par (Topgu et al., 2007) avec
quelques modifications. Cette méthode consiste a déposer 50 ul d’extrait (préparé dans le
méthanol), 130 ul de Méthanol (MeOH), 10 ul d’acétate de potassium (CH3COOK), et 10 ul
de nitrate d’aluminium a 10 % (AI(NO3) 2, 9 H20) respectivement dans une microplaque a
96 puits, ’ensemble est incubé a température ambiante et a ’obscurité pendant 40 minutes.
L’absorbance est ensuite lue a 415 nm dans un lecteur microplaque. Un blanc a été préparé en
parallele en remplacant les reactifs par du methanol (50ul extrait + 150ul méthanol). Une
courbe standard a été tracée avec la quercétine et les résultats sont exprimés en pg de
querceétine équivalent par milligramme d’extrait (ugQE/mg).
2.6. Analyse des huiles essentielles par GC/MS
La caractérisation chimique de Ihuile essenticlle a été effectuée par la méthode
d’analyse (GC/MS) au niveau de laboratoire de recherche sur les plantes, (Département de
Chimie, Université Tokat Gaziosmanpasa, Turquie).
Les conditions d’analyse sont les suivants :
= Le Gaz vecteur utilisé est I’Hélium dont le débit est réglé a 1ml/mn
= Latempérature de I’injecteur est de 250 °C.
= Injection en mode split (1/100) de 10 uL d’huile essentielle.
= Latempeérature du détecteur est de 250°C et
= Latempérature du four est fixée a 50 ° C pendant 10 min, puis progressivement
augmentée a 260 ° C avec un gradient de 5 ° C / min
Les indices de rétention pour tous les composés ont été déterminés selon Van den Dool
(Van den Dool et andKratz, 1963), en utilisant des n-alcanes comme standards.
L'identification des composants a été basée sur une comparaison de leurs spectres de masse
avec ceux de bases de données Wiley et NBS (Massada, 1976) et ceux décrits par Adams
(2017), ainsi que par comparaison de leurs indices de rétention avec les données de la

littérature.

-
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Figure 14: Appareil de GC/MS

2.7. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Le pouvoir antimicrobien in vitro des différents extraits a été evalué en utilisant trois
méthodes a savoir : la méthode des disques, la méthode des puits et la méthode de contact
direct.

a. La méthode des disques

La méthode de diffusion sur disque a éte utilisée pour évaluer la sensibilité des souches
testées aux extraits étudiés selon la méthode décrite par (Berghe et Vlietinck, 1991) avec
quelques modifications. Dans les 15 minutes qui suivent I’ajustement de la densité de la
suspension bactérienne ou fongique (I’inoculum), on a trempé un écouvillon dans la
suspension et on a étalé toute la surface de la gélose (Mueller Hinton pour les bactéries ou
Sabouraud pour la levure) a trois répétitions en tournant la boite a chaque fois avec 60°, et
enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose. Dans des conditions
aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques de six millimétres de diamétre de papier
wattman numéro 4 stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) sont
déposés sur la gélose précédemment inoculée avec la souche choisie, puis les imbibés par
10ul des différents extraits a tester avec une concentration de 8mg/ml.

Des disques imprégnés par le DMSO sont utilisés comme témoins négatifs. La
gentamicine (GM=10mg) est utilisée comme témoin positif pour les souches bactériennes,
alors que la Nystatine est utilisée comme témoin positif pour la levure. Les boites de Pétri
sont ensuite incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 30°C pendant
48 heures pour la levure. L’activité antimicrobienne est déterminée en mesurant le diametre
de la zone d'inhibition autour de chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse (y compris le
diametre de disque, 6mm). Le test est effectué en triple pour minimiser les erreurs

expérimentales.
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Incubation a 37°C
Pendant 24h

) @) >

Boite de pétri coulée avec la gélose MH Dépot aseptique d’un disque
et inoculee par le MO imbibé d’un extrait a tester d’inhibition

Figure 15: Principe de la méthode des disques

b. La méthode des puits

Le principe et le mode opératoire de cette méthode sont les mémes que ceux de la
méthode précédente mais on substitue les disques par des puits. Tout d’abord, des boites de
Peétri coulées avec la gélose Muller Hinton ont été ensemencées par inondation en utilisant un
volume de 1000 pl de la suspension microbienne (10 UFC/mI). Puis, des puits de 6 mm de
diametre et 4mm de profondeur ont été réalisés dans la gélose en utilisant la pipette Pasteur
stérile. Ensuite, un volume de 50ul de I’extrait a tester (8mg/ml) diluée dans le DMSO est
déposé dans un puits (un extrait pour chaque puit). Un puit contient le DMSO a été utilisé
comme control négatif.

Enfin, Les boites de pétri sont laissées a une température ambiante pendant 15 min afin
que le volume soit diffuser dans la gelose, puis incubées dans une étuve dont la température et
la durée d’incubation varient selon le microorganisme cible.

L’activité antimicrobienne a ¢été évaluée en mesurant le diameétre d’inhibition en

millimetre. Le test a été effectué trois fois et les valeurs sont les moyennes de trois répétitions.

c. Détermination de la CMI et la CMB
Pour la détermination de la CMI, la méthode consiste a ajouter 50ul de la suspension
microbienne dans chaque puits de microplaque contenant 50ul de chaque dilution de chaque
extrait a tester. La microplaque est ensuite incubée dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.
La CMI est définie par la plus faible concentration de I’extrait dont le microorganisme ne

présente pas une croissance visible.

Pour la détermination de la CMB, La méthode consiste a déposer des spots a partir des

puits positives de la CMI dans des boites de pétri contenants la gélose de Muller Hinton. Les

Diamétre de la zone

-
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boites sont ensuite incubées dans & 37°C pendant 24 heures. La CMB est définie par la plus
faible concentration de 1’extrait qui entraine la mort du microorganisme considéré aprées 24

heurs d’incubation.

d. Méthode par contact direct

Cette méthode est utilisé pour évaluer le pouvoir antimicrobien de nos extraits vis-a-vis
le champignon phytopathogene Fusarium oxysporum. Tout d’abord des boites de pétri sont
coulées aseptiquement par le milieu de culture PDA et I’extrait a tester (Smg d’extrait dans
1ml de DMSQO). Ensuite, un disque de Smm de diamétre pris d’une culture jeune de
champignon est déposé aseptiquement au centre de la boite de pétri contenant le PDA et
I’extrait a tester. Enfin les boites de pétri sont incubées dans une étuve a 28° C pendant 7
jours. Aprés I’incubation, la croissance myceélienne du champignon est mesurée a I’échelle
millimétrique a ’aide d’une régle. Le témoin est préparé en remplagant 1’extrait par le
DMSO, et I’expérience est répétée 4 fois pour chaque extrait (Dennis et al., 1971).

L’activité inhibitrice est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule suivante:

I=(C-T/C) x 100
I= taux d’inhibition en %
C= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO (témoin)

T= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant I’extrait

2.8. Activité antidiabétique

L’activité antidiabétique de différentes concentrations de nos extraits a éte réalisé vis-a-
vis I’enzyme a-glucosidase selon la méthode de Kee et al., (2013) avec quelques
modifications. L’expérience consiste a déposer 50ul d'extrait de plante a différentes
concentrations et 50ul de solution de substrat de p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside dans
une microplaque. Le mélange obtenu est incubé dans une étuve a 37°C pendant 10 min. Puis
un volume de 100 pl de solution de I’enzyme alpha-glucosidase est ajouté. L'absorbance est
ensuite mesurée a 405 nm dans un lecteur de microplaques.

L activité inhibitrice de l'a-glucosidase a été exprimée en pourcentage d'inhibition, et

les valeurs IC50 ont été déterminées. L'acarbose a été utilisé comme témoin positif.

-
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Solution de substrat
( penitrophenyl-
-0 glucopyranoside
(5mM))
I"'absorbance
est mesurée
a 405nm

Solution tampon
de I’enzyme
alpha-
glucosidase

Incubation a
37°C 10min

Figure 16 : Protocole d’évaluation de I’activité anti-alpha glucosidase.
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Chapitre 2 : Résultats & Discussion

1-Composition chimique des huiles essentielles
Les résultats de la composition chimique de notre huile essentielle obtenue par
GC/MS sont consignés dans le tableau (Tab. 07) et figure (Fig. 17) ci-dessous.

Tableau 07 : Composition chimique de I’huile essentielle de ’espéce T.ciliatus

No | TR | Composés Formules | 2IR PIR %

1 |17.2 | Eucalyptol C10H180 1061 | 1059 6.55
2 | 28.52 | Linalool C10H180 1083 | 1082 2.64
3 | 28.82 | alpha-Fenchyl alcohol C10H180 1123 | 1121 2.15
4 | 30.31 | trans-Pinocarveol C10H160 1140 | 1138 2.09
5 | 30.89 | cis-Verbenol C10H160 1144 | 1142 2.97
6 | 32.46 | Camphor C10H160 1153 | 1151 10.62
7 | 32.59 | Borneol C10H180 1167 | 1165 5.15
8 | 33.17 | Terpinen-4-ol C10H180 1182 | 1179 2.45
9 | 33.66 | trans-Carveol C10H160 1219 | 1217 1.91
10 | 33.76 | Bornyl acetate C12H2002 1255 | 1252 5.56
11 | 33.9 | alpha-Terpinenyl acetate C12H2002 1349 | 1346 18.74
12 | 37.54 | Aromadendrene CisHa4 1441 | 1439 2.1

13 | 42.01 | Epiglobulol C15H260 1536 | 1532 5.59
14 | 42.97 | Caryophyllene oxide C15H240 1574 | 1573 9.58
15 | 44.24 | Spathulenol C15H240 1577 | 1575 2.45
16 | 45.12 | Viridiflorol C15H260 1592 | 1590 2.36
17 | 46.17 | alpha-Cadinol C15H260 1653 | 1652 3.26
18 | 46.78 | beta-Eudesmol C15H240 1655 | 1654 2.46
20 | 47.7 | trans-nerolidyl acetate C17H2802 1683 | 1680 6.63
Total 95.26

TR : Temp de retention
4R : Indice de retention

RT: 0.00 - 63.61
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Figure 17: Chromatogramme de 1’huile essentielle de Thymus

ciliatus subsp. Euciliatus Maire

Les huiles essentielles de la partie aérienne de Thymus ciliatus sont obtenues par

hydro distillation (rendement : 2,65 %), et caractérisees par la méthode de GC-MS.
L’analyse a révélée I’identification de 20 composés représentant 95,26% de la composition
chimique totale. Les composés majoritaires sont (alpha-Terpinenyl acetate (18,74%);
Camphor (10.62%) ; Caryophyllene oxide (9.58%) ; trans-nerolidyl acetate (6.63%) ;
Eucalyptol (6.55%) ; Epiglobulol (5.59%), Bornyl acetate (5.56%) et Borneol (5.15%) (Fig.
19)

o,
L — :':l, ¢ _OH
N7\ e
/ r \. \.. o
y;
Eucalyptol
Camphor Borneol Bornyl acetate
A‘H H
< » !
HO H, >
L “H / i 9 !
{ i o d | !
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Epiglobulol o .
Caryophyllene oxide alpha-Terpinenyl acetate trans-nerolidyl acetate

Figure 18: Les composés majoritaires de I’huile essentielle de T.ciliatus

Des études antérieures au present travail ont porté sur la variation de la composition
chimique des huiles essentielles de 1’espece T.ciliatus provenant de différentes régions de
I’Algérie. En effet, 28 composants ont été identifiés pour I’huile essentielle des fleurs de
T.ciliatus (sous espéce non spécifiée) provenant de la région d’Ain M’Lilan (Est d’Algérie),
dont les molécules majoritaires sont : Thymol (54.98%), y-terpinene (11.33%), p-cyméne
(6.66%) et carvacrol (4.96%) (Ghorab et al., 2013). La composition chimique de huit
échantillons de I’huile essentielle de la partie aérienne de T.ciliatus ssp. eu-ciliatus de
différentes régions de Tlemcen (Ouest d’Algérie) ont été décrites par Bousmaha et al.,
(2007).
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La quantité et la nature des constituants dominants varient considérablement d’un
échantillon a I’autre en fonction de la région de récolte de la plante : carvacrol (72.4-80.3%),
p-cymene (4.2-7.2%), y-terpinene (1.6-7.8%). B—caryophyllene (1.7-2.2%) accompagnés
par l’oxide (0.2-0.8%). Dihydroabietane (tr-0.3%). En revanche, I’huile essentielle de T.
ciliatus de Djebel Ansel (Est d’Algérie) est dominée par le thymol (60,52%) (Giordani et
al., 2008). La composition chimique des huiles essentielles de T.ciliatus provenant de
différentes régions de 1I’Algérie présente donc une grande diversité en ce qui concerne les
composés majoritaires de cette huile. C’est le cas aussi pour T. ciliatus provenant du Maroc,
pour lequel Amarti et al.(2010) ont montré que I’huile essenticlle de la partie aérienne de
T.ciliatus récoltée dans la région d’Azrou est caractérisée par la présence de thymol (44,2
%), [1-E-ocimene (25,8 %) et alpha-terpinéne (12,3 %) comme principaux constituants
chimiques.

Dans un autre cOté, une étude realisée par Benjilali et al. (1987) sur 14 échantillons
d’huiles essentielles de T. ciliatus récoltés dans différentes régions du Maroc ont montrés
une variation dans le pourcentage et la nature des composés majoritaires des échantillons
analysees en fonction de 1’origine géographique de cette plante: le thymol (0.3-29.3%), le
carvacrol (0.4- 21.7%), ’acétate d’a-terpenyl (0-42.9%), I’acétate de geranyl (0-21.7%), le
butyrate de geranyl (0-26.7%), le camphre (0.4- 28.4%) et le bornéol (0.1- 31.6%).

Plusieurs études montrent une grande diversité dans la composition chimique des
huiles essentielles des espéces appartenant au genre de Thymus, parmi ces dernieres un
travail réalise par Giordani et al. (2008) sur les huiles essentielles de T.numidicus et T.
algeriensis de la région de souk Ahras (Est d’Algérie), les composés dominants de I’huile
essentielle de T.numidicus étaient le Thymol (66.31-57.20%) suivi par le Linalool (8.62 —
9.26%), le y-terpinéne (6.12 — 9.19%) et le p-Cyméne (6.20 — 7.55%), alors que ceux de T.
algeriensis étaient le a-Pinene (27.14 — 25.52%) suivi par le Camphore (8.77 — 8.45%) le 1,8
Cinéole (7.69 — 7.68%) et le Shinene (5.25 —5.61%).

Le travail conduit par Imelouane et al. (2009) a révélé que les composés majoritaires
de I’huile essentielle de T.vulgaris provenant du Maroc étaient le Camphore (38.54%), le
Camphene (17.19%), le a-Pinene (9.35%), le 1, 8-Cineole (5.44%), le Borneol (4.91%) et le
B-Pinene (3.90%).

Selon la bibliographie, la différence de la composition en huiles essentielles peut étre
due a plusieurs facteurs tels que : les facteurs climatiques spécifiques des régions de la
récolte, les facteurs géographiques comme I’altitude et la nature du sol, la période de récolte,

les conditions de I’analyse chromatographique, la technique d’extraction utilisee, et méme le
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type de 1’espéce (Moussa Brada et al.2007, Amarti et al., 2010 ; Karousou et al., 2005 ;

Djermane et al., 2020).

2-Teneurs en Poly phénols totaux et Flavonoides totaux

Les résultats de teneurs en poly phénols et flavonoides totaux de nos extraits sont

présentés dans le tableau ci-dessous

Tableau 08: Teneurs en poly phénols et flavonoides totaux des extraits de T.ciliatus

Extraits Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(g EAG/mg extrait) (ug EQ/mg extrait)
EH20 286,5+0,62 29,11+1,69
EMeOH 326,27+2,80 54,68+3,97
EACT 163,11+0,41 24,14+1,14
DCM 25,69+3,84 6,25+0,00

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD

La teneur en poly phénols totaux et en flavonoides des extraits bruts (EH20, EMeOH,
EACT, DCM), des parties aériennes de T.cilliatus est déterminée en utilisant les méthodes
de Folin-Ciocalteu pour les polyphénols et de trichlorure d’aluminium pour les flavonoides.
Les resultats obtenus a partir du tableau (Tab 08), montrent que I’extrait
méthanolique et aqueux sont plus riches en polyphénols et flavonoides que les extraits

acetoniques et dichlorométhanolique.

3-Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de nos extrais a été eévaluée en utilisant la méthode de
diffusion sur milieu gélosé et la méthode des disques. Ces méthodes sont inspirées de la
méthode d’antibiogramme, 1’activité antimicrobienne est donc exprimée en mesurant les
diametres de la zone d’inhibition autour d’un disque ou d’un puit contenant les extraits a
tester. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure (Fig.19) et le tableau (Tab.09)

ci- dessous.
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Figure 19: Effet de différents extraits de Thymus ciliatus sur la croissance des souches

microbiennes testées
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Tableau 09 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par les

différents extraits de T.ciliatus

Souches Diamétre de la zone d’inhibition en mm
microbiennes Extrait aqueux Extrait méthanolique Extrait d’ Acétone Extrait de Extrait d’huile essentielle
dochlorométhane
Disque Puit Disque Puit Disque Puit Disque Puit Disque Puit
E.coli NA NA NA NA NA NA NA NA 10,0040,00 9,00+0,00
ATCC 25922
P.aeruginosa 10,00+£0,00 | NA | 10,00+1,00 NA 9,00+0 ,50 NA 8,00+1,00 NA 10,00+ 0,25 NA
ATCC 27853
B.cereus NA NA | 13,00+1,00 | 10,00+0,50 | 10,00+1,00 | 8,00 +0,50 9,00£1,00 10,00+0,00 12,33 +0,58 12,00+0,00
ATCC 10876
S.aureus NA NA | 7,00+0,00 10,00+0,00 NA NA NA NA 12 ,00+1,00 19 ,5+0,57
ATCC 25923
C.albicans 9,00+0,00 NA | 10,00+0,00 12,00+0,00 11,50+0,70 10,00+0,00 10,00+0.00 11,0040 ,25 14,5+0,70 12 ,0040,00
ATCC 10231
(NA) : Non actif, chaque valeur représente la moyenne de trois essaistécart-type(SD)
Tableau 10:CMI et CMB de ’activité antimicrobienne des extraits de T.ciliatus

Souches CMI (mg/ml CMB (mg/ml

microbiennes | EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs | EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs

E.coli NA NA NA NA C/4 NA NA NA NA Cl2

ATCC 25922

P.aeruginosa | C/2 C/16 Cl2 Cl2 |C/16| NA NA NA NA C

ATCC 27853

B.cereus NA Cl2 Cl2 C/2 C/8 NA NA NA NA NA

ATCC 10876

S.aureus NA C NA NA C/4 NA NA NA NA Cl2

ATCC 25923

C.albicans Cla Cla C/8 C/4 C/4 NA NA NA NA NA

ATCC 10231

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau (Tab. 10) on suggere que tous les

extraits bruts ont révélé une activité inhibitrice considérable vis-a-vis tous les souches

ciblées a I’exception de la souche E. coli. L’extrait méthanolique représente 1’extrait le plus

actif.

L’huile essentielle a montré une activité importante envers tous les microorganismes

testés soit par la méthode des puits soit par la méthode des puits, en particulier avec les

bactéries a gram positif enregistrant des zones d’inhibitions de 1’ordre de (& =12 ,00+1,00 et
19 ,5+0,57 mm), (&=12,00+0 ,00 ; 12,33 £0,58 mm) pour S.aureus et Bacillus cereus
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respectivement et (@ =12 ,00£0,00 ; 14,5+0,70mm) pour la levure Candida albicans. Ce qui
signifie que la sensibilité des bactéries est en effet dépendante du type du Gram de la
bactérie.

En général, l'activité antimicrobienne est principalement expliquée par la présence de
mono et sesquiterpenes avec des cycles aromatiques et des groupes hydroxyles phénoliques
capables de former des liaisons d’I'hydrogéne avec les sites actifs des enzymes cibles (Rojas
et al., 2007).

Les mécanismes par lesquels les huiles essentielles peuvent inhiber les micro-
organismes impliquent différents modes d'action et en partie peut-étre en raison de leur
caractere hydrophobe. En conséquence, elles sont imbriqués dans la bicouche lipidique de la
membrane cellulaire, les rendant plus perméable, ce qui conduit a la fuite du contenu des
cellules vitales, la dépréciation des systéemes enzymatiques bactériens peut aussi étre un
mécanisme d'action potentiel (Edris, 2007). De méme, pour les champignons un nombre
d'effets et d'hypothéses ont été rapportés: il s'agit notamment de linhibition de: la
sporulation, la germination, allongement des hyphes et la perturbation des parois et les
membranes cellulaires (Cavanagh et al., 2007).

L’¢valuation de Dactivit¢ antimicrobienne de 1’huile essentielle et des différents
extraits bruts a été déterminée également en estimant les valeurs de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricides (CMB) pour
déterminer les niveaux d’efficacité de ces extraits contre les différentes souches ciblées.

D’apres les résultats obtenus (Tab. 10), les valeurs de la CMI ont été enregistrées avec
tous les extraits testés et essentiellement avec les huiles essentielles avec des dilutions
différentes, dont la bactérie P.aeruginosa représente le germe le plus sensible avec une
valeur de CMI de C/16 mg/ml. Par contre les valeurs de la CMB ont été enregistrées

seulement avec les huiles essentielles.
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Les résultats de I’activité inhibitrice des extraits (eau, méthanol, acétone et dichlorométhane)
et des huiles essentielles de T.cilliatus vis-a-vis le champignon Fusarium oxysporum sont

résume dans la figure et le tableau suivant :

Controle Effet de ’extrait méthanolique
Figure 21 : Effet de différents extraits de T.ciliatus sur la croissance du champignon

Fusarium oxysporum
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Tableau 11: Résultats de I’activité inhibitrice des extraits de T.cilliatus vis-a-vis le

champignon Fusarium oxysporum

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait de Extrait
aqueux | méthanolique | d’acétone | dichlorométhne d’huile

Essentielle

%d’inhibition | 46,26 % 49,25% 38,80% 23,88% 67,16%

Les résultats du tableau dessus révelent que I’activité inhibitrice Vvis-a-vis le
champignon Fusarium oxysporum est plus intéressante avec les huiles essentielles que les
extraits bruts avec un taux d’inhibition de 67,16%. Pour les extraits bruts, ’extrait
méthanolique est I’extrait le plus efficace avec un taux d’inhibition de 49,25%, suivi par
’extrait aqueux avec un pourcentage de 46,26 % et en dernier I’extrait d’acétone et ’extrait
de dichlorométhane avec un pourcentage de 38,80% et 23,88% respectivement.

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, aucune étude n’a été
réalisée sur I’activité antifongique contre le champignon de pourriture de tomate Fusarium
oxysporum par des extraits de la plante T.cilliatus, par contre une étude précedente qui a été
effectuée par (El Ajjouri et al., 2010) , a montrée que I’huile essentielle de T. ciliatus
présente une forte activité inhibitrice vis-a-vis de quatre champignons de pouriture du bois
(Gloeophyllum trabeum, Poria placenta, Coniophora puteana et Coriolus versicolor). De
plus, il est a noter dans une autre étude que les huiles essentielles de T.vulgaris ont un
pouvoir antifongique particulierement contre le champignon Fusarium oxysporum (Lee et
al., 2007)..

4-Activité antidiabétique

Les différents extraits ont été également examinés in vitro pour leur activité inhibitrice
vis-a-vis I’enzyme a-Glucosidase, en utilisant la méthode colorimétrique sur microplaques a
96 puits. Les résultats obtenus sont exprimés en termes d’ICso comme il illustre le tableau

suivant.
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Tableaul? : Effet de I’huile essentielle et des extraits bruts de T.cilliatus vis-a-vis ’enzyme

a-glucosidase.

% d’inhibition

Extraits | 15,625ug/ml | 31,25ug/ml 62,5ug/ml 125ug/ml 250ug/ml 500ug/mi 1000ug/ml_ | 1Cso (Hg/ml)
EH20 50,00+0,00 83,28+3,04 86,47+1,89 89,25+0,63 | 90,71+0,83 | 91,82+1,90 | 93,06+2,28 2,56+0,06
EMeOH 12,03+2,72 18,64+0,86 21,31+1,94 27,95+1,43 28,67+1,68 | 37,25+3,05 54,18+2,72 718,62+4,13
EACT 6,69+1,40 9,46+0,45 16,37+4,95 20,06+0,43 | 36,41+0,39 | 47,92+1,92 | 66,15+3,64 | 452,19+0,40
EDCM 6,69+1,40 11,21+1,41 18,94+5,06 20,04+4,51 37,12+1,65 | 48,09+0,00 62,94+0,08 493,54+0,81
HEs 38,77+6,08 47,52+0,64 50,38+2,91 54,69+1,26 | 58,01+2,49 | 74,07+1,36 | 86,24+0,81 57,11+4,39
Acarbose | 27,43+2,18 | 38,91+3,20 54,86+1,79 67,29+2,63 | 80,19+1,66 | 85,54+0,45 | 91,05+0,72 | 275,43+1,59

Le diabete sucré est un groupe de troubles métaboliques caractérisé par une maladie
hypoglycémique chronique résultant de défauts dans la sécrétion d'insuline, l'action de
I'insuline ou les deux (Ozougwu et al., 2014). 11 est défini par 1’¢1évation chronique de la
concentration de glucose dans le sang (hyperglycémie) (Rodier, 2001). L’hyperglycémie
chronique est associée avec des complications organiques spécifiques touchant
particulierement les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux (Drouin et al., 1999).

Les plantes possedent plusieurs principes actifs qui leurs permettent d’avoir une action
sur I’organisme. Dans le cas du diabéte, elles ont une action hypoglycémiante, dont le
mécanisme differe ainsi que le principe actif responsable. Parmi les constituants des plantes
ayant une activité hypoglycémiante, on trouve les polysaccharides, les peptides, les
alcaloides, les glycopeptides, les triterpenoides, les acides amineés, les stéroides, les
flavonoides, les phénols, les coumarines, les ions inorganiques et les guanidines (Jarald et
al., 2008).

Dans ce contexte, ’activité antidiabétique de différentes extraits de plusieurs plantes a
été largement étudiée (Selles, 2012 ; Bouchkara, et al., 2013, Eddouks et al.,2017 ;
Karima, 2020 ; Djermane et al., 2020...). Des huiles essentielles et des extraits bruts de
Thymus ciliatus s’inscrivent dans cet objectif.

Les résultats obtenus ont montré que la forte capacité d’inhibition de I’alpha
glucosidase a eté remarquée avec I’extrait aqueux, et en enregistrant une IC50 de I’ordre de
2,56£0,06 pg/ml, suivie par les huiles essentielles avec une valeur d’IC50 de 57,11+4,39
Hg/ml. Les extraits de méthanol, de ’acétone et de diclorométhane ont montré une faible
capacité¢ d’inhibition de ’enzyme alpha-glucosidase par rapport au standard 1’Acarbose,
dont I’effet inhibiteur le plus faible est enregistré avec 1’extrait méthanolique avec une IC50

de I’ordre de 718,62+4,13 pg/ml.




Chapitre 2 : Résultats & Discussion

Dans une étude réalisée par Tefiani (2015) a constaté que I’huile essentielle extraite
de T.ciliatus ssp. eucilatus provenant de Tlemcen a exercée une bonne activité
antidiabétique (anti alpha-amylase) (5.198ug EA.g-1 HE). De plus, des travaux antérieurs ont
décrit activité antidiabétique par d’autres extraits d’especes du genre Thymus, notamment une
étude réalisée par Hyun et al. (2014) a montré que I’extrait méthanolique de 1’espéce
Thymus quinquecostatus a exercé une activité antidiabetique importante en enregistrant une
valeur d’1Csode 4.39ug/mL. .
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Conclusion

Ces dernic¢res années, 'utilisation des substances naturelles d’’origine végétale
comme alternatives aux medicaments reste une solution de premier choix dans le
traitement de diverses maladies. Dans ce contexte, nous nous somme intéresse dans

notre étude de valoriser une plante médicinale provenant du nord-est de 1’ Algérie.

Dans un premier volet, nous avons déterminé la composition chimique des
huiles essentielles par le couplage CPG/spectrométrie de masse (SM). La composition
chimique en polyphénols totaux, et flavonoides totaux a été également déterminé. Nos
résultats ont montré que I’huile essentielle extraite de T.cilatus présente 20 composés
dont les composés majoritaires sont (alpha-Terpinenyl acetate (18,74%); Camphor
(10.62%) ; Caryophyllene oxide (9.58%); trans-nerolidyl acetate (6.63%);
Eucalyptol (6.55%) ; Epiglobulol (5.59%), Bornyl acetate (5.56%) et Borneol
(5.15%)). Des teneurs importantes en poly phénols totaux et en flavonoides totaux ont
été enregistrées avec nos extraits, en particulier les extraits (EMeOH, EH20 et
EACT).

Dans un deuxieme volet, nous avons évalué in vitro des activités biologiques
des extraits bruts et des huiles essentielles (Activité antimicrobienne et activité
antidiabétique).L activite antimicrobienne de nos extraits a été determinée contre
quatre bactéries, et deux champignons. Nos résultats ont montré un effet inhibiteur
remarquable sur toutes les souches testées excepté la souche Escherichia coli.
L’activité inhibitrice vis-a-vis de I’enzyme a-glucosidase a été également mesurée.
Nos résultats ont montré une forte activité inhibitrice par I’extrait aqueux, suivi par les
huiles essentielles.

D’apres ces résultats, il serait intéressant de compléter cette étude in vitro par
une étude in vivo, et également d’évaluer d’autres propriétés biologiques de cette

plante.
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