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Résumé

La valorisation du patrimoine floristique algérien, riche d'environ 3000 especes, constitue un
enjeu majeur pour la découverte de biomolécules actives. Cette étude explore la variabilité
chimique et biologique de Teucrium polium L. récoltée dans cing régions du Nord-Est algérien.
La méthodologie combine une extraction séquentielle (HE et solvants de polarité croissante),
une caractérisation par UV-VIS-NIR, GC-MS/MS et LC-ESI-MS/MS, ainsi qu'une évaluation
biologique in vitro (antioxydante, enzymatique, anti-inflammatoire, SPF) et in silico (ADMET-
Docking).

Les résultats démontrent que la nature du sol influence significativement la composition
chimique et la répartition des métabolites secondaires de la plante, la caractérisation chimique
a identifié entre 59 et 68 composés volatils dans 1’huile essentielle et a révélé la prédominance
de l'acide coumarique, du thymol et du béta-caroténe dans 1’extrait méthanolique. Les tests
biologiques et le docking ont confirmeé que I'extrait méthanolique possede les meilleures
propriétés antioxydantes avec des valeurs d'ICso variant de 7,79 a 111,94 pg/mL selon les
régions. A l'inverse, I'étude a révélé une absence d'activité anti-inflammatoire in vitro (test de
la BSA) ainsi qu'une faible inhibition des cholinestérases variant de 539+1,85 a 638,7+1,23
pg/mL. L'approche in silico a mis en évidence une bonne biodisponibilité orale potentielle et a
confirmé la sécurité d'emploi des composés, avec 94 % des molécules présentant une faible
toxicité aigué (DLso >2000 mg/kg), tout en révélant des affinités de liaison remarquables avec
la cible COX-2.

En conclusion, ce travail démontre que la variabilité bioclimatique impacte directement la
plasticité métabolique de Teucrium polium. L'extrait méthanolique s'impose comme le candidat
le plus prometteur pour des applications antioxydantes et cosmetiques, justifiant la nécessité de
futures études précliniques in vivo.

Mots-clés : Teucrium polium L., in silico, GC-MS/MS, LC-MS/MS, activités biologiques



Abstract

The valorization of the Algerian flora, which includes approximately 3000 species, is a major
challenge for the discovery of active biomolecules. This study explores the chemical and
biological variability of Teucrium polium L. harvested from five regions in North-Eastern
Algeria. The methodology combines a sequential extraction (Essential Oils and solvents of
increasing polarity), structural characterization by UV-VIS-NIR, GC-MS/MS, and LC-ESI-
MS/MS, as well as an evaluation of biological activities in vitro (antioxidant, enzymatic, anti-
inflammatory, and SPF) and in silico (ADMET-Docking).

The results demonstrate that soil nature significantly influences the chemical composition and
the distribution of the plant's secondary metabolites. Chemical characterization identified
between 59 and 68 volatile compounds in the essential oil and revealed the predominance of
coumaric acid, thymol, and beta-carotene in the methanolic extract. Biological tests and
molecular docking confirmed that the methanolic extract possesses the best antioxidant
properties, with ICsp values ranging from 7.79 to 111.94 pg/mL depending on the region, as
well as a strong photoprotective potential. Conversely, the study revealed an absence of in
vitro anti-inflammatory activity (BSA assay) and low cholinesterase inhibition, with values
ranging from 539 = 1.85 to 638.7 + 1.23 pg/mL. The in silico approach highlighted good
potential oral bioavailability and confirmed the safety profile of the compounds, with 94% of
the molecules exhibiting low acute toxicity (LDso > 2000 mg/kg), while revealing remarkable
binding affinities with the COX-; target.

In conclusion, this work demonstrates that bioclimatic variability directly impacts the metabolic
plasticity of Teucrium polium. The methanolic extract stands out as the most promising
candidate for antioxidant and cosmetic applications, justifying the need for future in
vivo preclinical studies.

Keywords : Teucrium polium L., in silico, GC-MS/MS, LC-MS/MS, biological activities
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Introduction

L’Algérie, en raison de sa position géographique au nord du continent africain et bordant la
Méditerranée d’ouest en est, se compose de quatre principaux ensembles topographiques : le
Tell, les Hauts Plateaux, I’ Atlas saharien et le Sahara qui s’étendent successivement du nord au
sud (Malti et al., 2019) Cette diversité topographique ainsi que les conditions climatiques
variées favorisent la croissance d’environ 3 000 espéces végétales distinctes, dont 168 especes
endémiques (Cheriti et al., 2006), conférant a ce pays 1'une des flores les plus riches et
diversifiées au monde. En effet, 1’ Algérie est réputée pour la diversité variétale de ses plantes
médicinales et aromatiques, ainsi que pour les multiples usages traditionnels qui en sont faits a
travers I’ensemble des terroirs du pays.

Ces plantes sont exposées a des variations environnementales qui affectent leur croissance, leur
développement et leur composition chimique. Les conditions climatiques telles que la
température, les précipitations, l'ensoleillement et I'humidité ont un impact direct sur la
physiologie des plantes et par conséquent sur la production de métabolites secondaires. Ces
composes, produits par les plantes a des fins physiologiques telles que la défense contre les
herbivores, la protection contre les agents pathogénes ou la pollinisation, présentent une grande
diversité chimique et sont connus pour leurs propriétés thérapeutiques, aromatiques et
industrielles (Aguirre et al., 2023) . Des études ont montré que les plantes cultivées dans des
conditions de stress hydrique produisent des huiles essentielles avec des concentrations plus
élevées en composés volatils, ce qui suggere une réponse adaptative des plantes aux conditions
défavorables ( Bicani¢ et al., 2020; Hancioglu et al., 2021) . L'altitude est I'un des principaux
déterminants environnementaux de la composition chimique des huiles essentielles (Sabbahi et
al., 2019 ; Ling et al., 2022) . Les plantes qui poussent a des altitudes plus élevées sont exposées
a des températures plus basses, a des niveaux d'UV plus élevés et a des précipitations plus
importantes, ce qui peut affecter leur physiologie et leur métabolisme secondaire. Le sol est I'un
des principaux facteurs environnementaux influencant la composition chimique des métabolites
secondaires.

En effet, les molécules bioactives naturelles font l'objet de recherches approfondies et d'un
intérét élevé pour explorer les métabolites secondaires en général, que ce soit dans le domaine
de la santé et des maladies graves (cancer) ou dans l'industrie agroalimentaire (Vaou et al.,
2021). Ces composés sont tres recherchés pour leurs propriétés biologiques : antioxydantes,
antibactériennes et anti-inflammatoires. Compte tenu de l'intérét croissant pour ces substances
bioactives, la modélisation in silico est apparue comme une approche prometteuse pour leur
identification et leur prédiction, offrant des avantages significatifs par rapport aux méthodes

expérimentales traditionnelles. Grace aux techniques de simulation informatique, la
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modélisation in silico peut étre utilisée pour étudier les interactions moléculaires complexes
entre les composés et leurs cibles biologiques, notamment les protéines, les enzymes et les
récepteurs (Srihari, 2017) .Cette approche permet de prédire les propriétés pharmacologiques
des molécules, telles que l'affinité pour la cible, l'activité biologique et la toxicité, et de
concevoir de nouvelles substances chimiques potentiellement plus puissantes et plus sélectives
(Ugolini et al., 2021). En outre, la modélisation in silico permet de cribler rapidement et a
moindre colt un grand nombre de molécules potentielles, ce qui accélere le processus de
découverte de médicaments par rapport aux méthodes traditionnelles (Roesler et al., 2024) .
Teucrium polium L. est une plante aromatique connue pour ses propriétés médicinales et ses
applications dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques ( Baali et al., 2016; Benchikha
et al., 2022 ). Son huile essentielle, riche en composés aromatiques tels que les monoterpenes
et les sesquiterpénes, possede un large spectre d'activitées biologiques (Simonyan &
Chavushyan, 2016). Cependant, la composition chimique de cette plante peut varier en fonction
des conditions environnementales.

C’est la raison pour laquelle, nous avons mené durant cette these une étude phytochimique et
des activités biologiques d’une Lamiacée « T. polium », dans différentes régions du nord-est
algérien appartenant a différents étages bioclimatiques, en procédant a la caractérisation et a la
variabilité chimique et a 1’étude du pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire, anti-Alzheimer
des huiles essentielles et des extraits obtenus a partir de cette plante.

Dans ce contexte, nous avons structuré ce présent travail en trois grandes parties.

e La premiére partie regroupe une synthése bibliographique, elle-méme subdivisée en
trois chapitres. Un premier chapitre comportant une présentation sur 1’exploration des
métabolites secondaires de la caractérisation aux applications. Dans le deuxiéme
chapitre nous présentons I’étude in silico et les logiciels utilisés. Enfin un dernier
chapitre comportant la présentation botanique de la plante.

e La deuxiéme partie regroupe les données expérimentales. Nous détaillons dans un
premier temps, I’échantillonnage de la plante étudiée et récoltée dans les différentes
régions en Algérie, I’extraction des huiles essenticlles et des différents extraits, ainsi
que leur caractérisation en combinant plusieurs techniques d’analyse
chromatographiques et  spectroscopiques (la  spectroscopie  UV-VIS-NIR,
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse). Ensuite, nous
abordons dans un second temps ; I’étude des activités biologiques in silico basées sur

une étude d'amarrage moléculaire. Cette derniere permettra de prédire le mode de
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liaison des composés etudiés avec les enzymes (L’ a-glucosidase, I'acétylcholinestérase
et la butyrylcholinestérase), en tant que cibles antidiabétiques et anti-Alzheimer
respectivement. Cela permet d'expliquer les interactions et d'identifier les interactions
clés entre les composes actifs et les cavités des enzymes correspondantes, lesquelles
sont par la suite confirmées par des tests biologiques in vitro.

e La troisieme partie est consacrée a la présentation, la discussion et I’interprétation des

résultats obtenus.

Enfin, le manuscrit se terminera par une conclusion générale qui permettra de tirer quelques

perspectives de prolongement a ce travail.
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1.1.Généralités

Pendant des siecles, I'étre humain a bénéficié des vertus curatives des plantes qu’il a utilisées
comme médicaments, Ces médicaments ont d'abord pris la forme de drogues brutes telles que
teintures, thés, cataplasmes, poudres et autres formulations a base de plantes (Janick, 2003). De
la médecine traditionnelle aux produits pharmaceutiques modernes, le monde naturel renferme
une multitude de composés bioactifs aux vertus thérapeutiques potentielles. Ces produits
naturels, interagissent avec notre corps de maniére complexe, démontrant une gamme
surprenante d'activités biologiques, Au sens large, les « produits naturels » désignent toutes les
molécules d'origine biologique, toutefois, ce terme est généralement utilisé pour désigner les
métabolites secondaires produits par les plantes. Les métabolites secondaires des plantes
désignent les composés qui ne sont pas directement impliqués dans les processus
photosynthétiques ou respiratoires, mais qui sont necessaires a la survie des plantes dans
I'environnement. Au cours du siécle dernier, le terme métabolites secondaires (MS) a été
suggeré pour la premiere fois par Albrecht Kossel en 1910, puis par le botaniste polonais
Friedrich Czapek, qui a décrit, 30 ans plus tard, les MS comme les produits finaux du
métabolisme de l'azote (Jones, 1953; Bourgaud et al., 2001). En revanche, les composés du
métabolisme primaire ou les metabolites primaires tels que les protéines, les acides nucléiques
et les sucres jouent des réles fondamentaux, bien définis et essentiels dans les processus de
croissance et de reproduction des organismes (Venkatasai et al., 2025). Les plantes synthétisent
une variété de métabolites secondaires aux structures tres diverses, le développement de
techniques analytiques sophistiqueées, telles que la chromatographie, au milieu du 20e siécle, a
permis d'en savoir plus sur les MS et leurs structures chimiques. La chromatographie sur papier,
en particulier, a clairement montré que certains de ces composés étaient des pigments colores
(Bourgaud et al., 2001). La biologie moléculaire et les progrés significatifs des outils
biochimiques de ces dernieres années ont montré que les MS des plantes sont cruciaux pour
I'adaptation des plantes a leur environnement (Kim et al., 2010; Zha et al., 2010).

Ces métabolites secondaires ne sont pas seulement importants pour les plantes qui les
produisent, mais aussi pour I'numanité qui les exploite comme source de médicaments. Leurs
effets, continuent d'inspirer les scientifiques qui cherchent a comprendre la relation complexe
entre le régne végétal et la santé humaine (Reshi et al., 2023) . L'exploration de ces activités ne
dévoile pas seulement des applications thérapeutiques potentielles, mais offre également des
informations précieuses sur les processus biologiques fondamentaux. L'étude de ces composés
bioactifs et de leurs mécanismes d'action est essentielle pour une meilleure compréhension et

une exploitation optimale du potentiel thérapeutique des plantes médicinales (Li et al., 2020).
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1.2. Classification des métabolites secondaires

Du point de vue de la classification, les cellules végétales produisent deux types de métabolites,
les métabolites primaires (MP) sont directement impliqués dans la croissance et le métabolisme
des plantes, tels que les glucides, les lipides et les protéines, les métabolites secondaires (MS)
sont considérés comme les produits finaux des métabolites primaires, mais ne sont pas
impliqués dans l'activité métabolique, tels que (les alcaloides, les phénols, les stéroides, les
huiles essentielles. . .etc.), ces derniers agissent comme des produits chimiques spécialisés dans
la défense, essentiels a la santé des plantes, a la croissance et a la santé des cellules.

La classification des métabolites secondaires repose sur plusieurs critéres tels que la structure
chimique, la composition, la solubilité dans différents solvants et la voie de synthése.

Les groupes les plus importants et les plus courants comprennent les alcaloides, les terpenes et
les composes phénoliques. Chaque classe contient des sous-classes présentant une complexité
structurelle variable (Bruneton, 1999).

Il est primordial de prendre en compte ces classifications afin d'explorer leurs implications dans

différents secteurs, tels que l'agriculture et la pharmacologie.

1.2.1. Alcaloides
Un alcaloide est un composé organique naturel, hétérocyclique, contenant une base azotée,
généralement basique, possédant une structure moléculaire complexe et présentant des
propriétés pharmacologiques marquées méme a des concentrations faibles (Roy, 2017). La
majorité des alcaloides sont hautement toxiques a des doses élevées. Selon Ziegler et Facchini.
(2008), il est estimé que les plantes synthétisent environ 12 000 alcaloides distincts, pouvant
étre classés en différents groupes. En régle génerale, on identifie trois types :
e Les proto-alcaloides : sont des composés dans lesquels I'azote n'est pas intégré dans un
noyau hétérocyclique. lls sont formulés a partir d'acides aminés (exemple : colchicine).
e Les pseudo-alcaloides: présentent généralement toutes les caractéristiques des
alcaloides authentiques, bien qu'ils ne soient pas issus des acides aminés (exemple : la
caféine).
e Les alcaloides vrais : lls contiennent un atome d'azote au sein d'un cycle
hétérocyclique et sont synthétisés biosynthétiguement a partir d'un acide aming,

présentant ainsi une activité pharmacologique significative (Beddou, 2015).
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1.2.2. Terpénes

L'appellation "terpéne" (ou terpénoide ou isoprénoide) est deérivée du nom de l'arbuste
méditerranéen appelé térébinthe, que les molécules terpéniques soient cycliques ou non. Leur
diversité de formation et de propriétés découle toutes de l'isoprene C5H8. La synthése passe
par l'isopentényl diphosphate (IPP) dérivé de la voie mévalonique (Hopkins, 2003). Leur
structure squelettique carbonée contient un atome de carbone dérivé de multiples unités de 5
carbones de type isopréne.

Les terpénes sont classés en fonction du nombre d'unités isopréniques qu'ils contiennent. Les
monoterpénes (C10) sont des molécules composées de 10 atomes de carbone, formées par la
combinaison de deux unités d'isopréne. Les sesquiterpenes ont une structure composée de 15
atomes de carbone, tandis que les diterpénes en ont 20. Les triterpenes sont des composés
organiques de la classe des C30. Les terpénes ou les caroténoides.

Selon Bruneton (1999), chaque classe de terpenes découle de la condensation d'un certain
nombre d'unités isopréniques, a partir desquelles se forment, par polymérisation et
isomérisation, tous les autres déerivés (Guignard, 2000). Les terpénes peuvent se présenter sous
forme d'hydrocarbures ou étre oxygénés (Bruneton, 1999), leur complexité peut étre augmentée
par la conjugaison avec des sucres ou d'autres molécules.

3.2.2.1 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés organiques complexes d'origine naturelle, caractérisés
par leur structure variée, leur état liquide, leur volatilité, leur transparence et leur parfum,
produits par des plantes aromatiques et médicinales en tant que métabolites secondaires. Ces
substances présentent une faible solubilité dans I'eau, mais une bonne solubilité dans I'alcool et
les solvants organiques. Ces substances ne renferment aucune matiére grasse, leur désignation
en tant que « huile » découle de leur propriété hydrophobe, tandis que I'appellation « essentielle
» est liée a leur caractéristique odorante (Bruneton, 1999). Les huiles essentielles peuvent étre
produites par I'ensemble des organes ou structures de la plante. Les sécrétions des plantes, telles
que les fleurs, les feuilles, les tiges, les graines, les fruits, les racines, le bois ou I'écorce, sont
produites par des cellules sécrétoires, des cavités sécrétrices, des canaux sécréteurs ou des
trichomes glandulaires. Ces sécrétions sont fréquemment localisées a la surface ou a proximité

de la surface de la plante (Matos et al., 2019) .




Métabolites Secondaires : Caractérisation, Classification et Applications

D'un point de vue chimique, les huiles essentielles se composent de mélanges de structures tres
complexes, pouvant renfermer plus de 300 composés distincts. Ces substances sont des
molécules hautement volatiles appartenant principalement a deux catégories distinctes de
composés odorants, en fonction de leur voie de biosynthese. Il convient de distinguer le groupe
des terpenes et des terpénoides, largement répandu, du groupe des composes aromatiques
dérivés du phénylpropane.

1.2.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols constituent I'un des groupes les plus
importants des métabolites secondaires. La caractéristique commune des polyphénols est la
présence d'un ou plusieurs groupes phénoliques. lls sont tres répandus dans les plantes ou ils
contribuent de maniére significative a la couleur, au godt et a la saveur.

Ces produits, caractérises par une structure chimique souvent complexe, présentent une grande
diversité et des variations significatives entre les espéces (Cuendet et al., 1999). Ils contribuent
a la protection des végeétaux contre les agressions environnementales ou les aident a se défendre
contre les diverses attaques des organismes pathogénes. Leur contribution est tres efficace pour
améliorer la tolérance des plantes a divers stress. Ainsi, ces composés sont cruciaux pour
maintenir I'équilibre et favoriser l'adaptation de la plante a son environnement naturel. D'un
point de vue thérapeutique, ces composés chimiques forment le fondement des agents
pharmacologiquement actifs présents dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005). Ils
constituent un élément essentiel de I'alimentation humaine et animale.

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues. Ces
COmMpOoses peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se différencient d’abord par la
complexité du squelette de base, ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de bases
avec d’autres molécules (glucides généralement). On distingue les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins, les coumarines, les silénes et les quinones.




1.3 Classification des facteurs biotiques et abiotiques

Les métabolites secondaires sont essentiels aux interactions écologiques et a la biodiversité au
sein des écosystémes. Ces substances, produites par les plantes, les champignons et les micro-
organismes, ont un impact sur une variété de processus écologiques, tels que l'invasion des
plantes, les relations symbiotiques et la diversité des espéces. Les metabolites secondaires
contribuent de maniére significative a la dynamique écologique et a la biodiversité des
écosystemes en influencant la compétition intra- et interspécifique entre les plantes telles que
I’allélopathie, inversement, ils peuvent également agir comme des signaux de communication
mutuellement bénéfiques entre les plantes, par exemple en alertant les plantes voisines de la
présence d’herbivores. De méme, les métabolites secondaires peuvent jouer un role central dans
la défense des plantes contre les herbivores et les agents pathogenes, mais aussi attirer les
pollinisateurs, aidant ainsi les plantes a compléter leur cycle biologique. Toutes ces interactions
entre les plantes et les autres organismes peuvent étre des eléments clés du fonctionnement
global d'un écosystéme.

Ces facteurs biotiques peuvent déclencher la production de métabolites secondaires comme
mécanisme de défense, augmentant ainsi leur concentration. Les pathogéenes stimulent
également leur production, donnant souvent naissance a des COMpPOSES aux proprietés
antimicrobiennes. En revanche, les facteurs abiotiques, tels que la température, la lumiére, les
nutriments du sol et la disponibilité en eau, peuvent avoir un impact significatif sur la
biosynthése des métabolites secondaires. Comprendre ces facteurs est crucial pour exploiter
tout le potentiel des métabolites secondaires des plantes (Alami et al., 2024) .

1.3.1 La température

La température est un facteur environnemental essentiel qui affecte l'activité enzymatique et
les voies métaboliques, influencant la synthese des métabolites secondaires (Jamloki et al.,
2021; Qaderi et al., 2023) . La recherche a démontré que les variations de température peuvent
avoir un impact sur la diversité, la concentration et la composition des métabolites secondaires
produits par les espéces marines, les micro-organismes et les plantes (Salam et al., 2023;
Holopainen et al., 2018) . Une augmentation de la température accélere le processus de
vieillissement des feuilles et I'accumulation de métabolites secondaires dans les racines. 1l
convient de souligner que le stress thermique ralentit considérablement le développement des
plantes et provogue la sénescence, méme s'il a également été démontré qu'il favorise ou diminue
la synthése de métabolites secondaires dans les plantes. Les plantes tempérées produisent

certaines molécules cryoprotectrices pendant la saison d'hivernage. Ces molécules comprennent




des sucres solubles (tréhalose, stachyose, saccharose et raffinose), des alcools de sucre (sorbitol,
ribitol et inositol), des substances azotées de faible poids moléculaire (proline et glycine
bétaine, protéines antigel protectrices et autres). Les plantes présentent une résistance accrue
aux basses températures en raison de la lignification et du dép6t de subérine dans leurs parois
cellulaires (Said-Al Ahl, 2021).
1.3.2 La lumiere
L'aspect physique de la lumiere influence la synthése des metabolites de nombreuses espéces
végetales différentes. La production de métabolites secondaires est également améliorée par le
rayonnement ultraviolet (UV). Une augmentation de I'exposition aux UV-B amene les plantes
au champ a produire plus d'huiles essentielles et de contenu phénolique (Chan et al., 2010) . En
plus d'étre essentielle a la photosynthése et a la croissance des plantes, la lumiére contrdle la
quantité et le calibre des métabolites secondaires (MS) que les plantes produisent. Les plantes
ayant des peériodes d'éclairage plus longues ont des niveaux de coumarine beaucoup plus élevés
dans leurs feuilles et leurs tiges, tandis que des périodes d'éclairage plus courtes entrainent des
niveaux de coumarine beaucoup plus faibles (Zhou et al., 2020) . La durée de la photopériode
a un impact considérable sur la quantité de coumarine trouvée dans les tiges et les feuilles. Par
conséquent, la quantité de MS accumulés est significativement influencée a la fois par l'intensité
lumineuse et la photopériode.
1.3.3 Le sol
L’accumulation des métabolites secondaires dépend fortement de I'eau du sol (stress hydrique),
de la salinité du sol et de la fertilisation du sol.

e La fertilisation du sol
Les éléments minéraux, en particulier I'azote mineéral, affectent le métabolisme primaire et la
production de métabolites secondaires. Cela a un impact majeur sur la qualité des matiéres
premiéres que les plantes générent, sur leur croissance et leur développement (Zoratti et al.,
2014) . La capacité des plantes a produire des composés phénoliques et des flavonoides totaux
est sensiblement influencée par les niveaux d'azote présents dans I'environnement. De plus,
l'augmentation de la fertilisation est associée a une augmentation modeste des activités
antioxydantes (Arena et al., 2017).

e Lasécheresse
La sécheresse est I'un des stress environnementaux les plus importants qui peuvent altérer les
caractéristiques physiologiques et biochimiques des plantes et augmenter la concentration de
métabolites secondaires dans les tissus végétaux. La sécheresse est classée comme un éliciteur

physique abiotique (Rahman et al., 2023 ; Pant et al., 2021). Il existe une grande variabilité dans




la capacité des espéces végétales a résister a la sécheresse. Les circonstances qui conduisent a
la sécheresse sont caractérisées par de faibles niveaux d'eau disponibles et sont associées a des
températures élevées et a des niveaux intenses de rayonnement solaire (Zobayed et al., 2007;
Zhang et al., 2021).

La croissance des plantes et la photosynthese sont altérées en raison de la sécheresse, ce qui
modifie également les caractéristiques biochimiques de la plante (Zobayed et al., 2007).
Lorsqu'elles sont exposées au stress hydrique, des herbes comme le basilic doux (Ocimum
basilicum) et le basilic américain (Ocimum americanum) perdent leur croissance végétative,
leurs glucides totaux, leur huile essentielle, leur proline, leur azote, leur phosphore, leur
potassium et leur teneur en protéines. Le stress hydrique entraine une augmentation du
pourcentage d'huiles essentielles et une diminution de l'azote, du phosphate, du potassium et
des protéines. Pour la production d'herbes et d'huiles essentielles, la capacité hydrique du champ
doit étre d'au moins 75 % pour maximiser le potentiel des deux especes (Mulugeta & Radacsi,
2022). Ces résultats démontrent que le stress hydrique pourrait faire fluctuer la biosynthése des
MS.

e Lasalinité

Le sel dans I'environnement favorise le développement de nombreux métabolites secondaires
dans les plantes, tels que les phénols, les terpénes et les alcaloides. Certaines especes de plantes
ont une concentration d'anthocyanes plus élevée en réponse au stress salin, tandis que les
especes sensibles au sel ont une teneur en anthocyanes plus faible. Il existe une corrélation entre
une augmentation de la salinité et une augmentation de la teneur en polyphénols de certains
tissus vegétaux. Chez la camomille (Matricaria chamomilla ), la teneur en huile essentielle, le
nombre de branches par plante, le nombre de fleurs par plante, la longueur du pédoncule et
d'autres caractéristiques sont tous affectés négativement par la salinité et la sécheresse (Zhang
et al., 2021) . Le stress salin provoque une augmentation de la teneur en alcaloides réserpine et
vincristine, qui sont tous deux classés comme métabolites du stress des plantes chez Rauvolfia
tetraphylla et C. roseus, respectivement. L'augmentation des phénols dans Mentha pulegium
(Ouslati et al., 2010) et Nigella sativa (Bourgou et al., 2010) a été observée sous stress salin.
Isabgol (Plantago ovata ) a été soumis a un stress salin, ce qui a entrainé une augmentation de
la teneur en proline, flavonoides et saponines de la plante (Haghighi et al., 2012) . La salinité

est un facteur qui influence positivement I'accumulation de MS.
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1.4 Caractérisation des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires extraits par diverses méthodes doivent étre caractérises
correctement afin d'identifier les composés connus et d'en découvrir de nouveaux. La
composition chimique exacte du mélange peut étre déterminée a l'aide de diverses techniques
analytiques. La combinaison de différentes techniques analytiques ou de plusieurs composés
permet d'établir le profil de tous les constituants chimiques présents dans le mélange, Cette
caractérisation est cruciale, non seulement pour valider les utilisations traditionnelles des
plantes, mais aussi pour développer de nouveaux médicaments candidats potentiellement plus
sars.

1.4.1 Chromatographie Liquide couplée a une Spectrométrie de Masse (LC-MS)
L'intégration de la chromatographie liquide (LC) avec la spectrométrie de masse haute
résolution (HRMS) et la spectrométrie de masse (MS/MS) est un outil puissant pour analyser
ou identifier un large éventail de composés dans divers mélanges complexes (Pandey et al.,
2016; Lei et al., 2023). La méthode chromatographique doit étre optimisée pour une séparation
satisfaisante des composés, ce qui permet d'obtenir des données LC-MS de meilleure qualité.
1.4.2 Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie RMN est une technique largement utilisee pour I'élucidation de la structure
des composes dans des mélanges isolés ou complexes (plantes et animaux) (Pandey et al.,
2016 ; Mahar et al., 2016 ; Mahar et al., 2022). La caractérisation de divers métabolites
secondaires peut étre réalisée a l'aide d'expériences RMN 1D et 2D. Les informations de
multiplicité ne peuvent pas étre collectées efficacement dans les mélanges complexes ou les
extraits de produits naturels, en raison du chevauchement des signaux. Alternativement, la 2D-
JRES peut étre utilisée pour obtenir des spectres découplés homonucléaires (Huang et al.,
2024). L'élucidation de structure assistée par ordinateur (CASE) a été développée pour
I'élucidation de la structure chimique a l'aide de données RMN 1D et 2D (Elyashberg &
Argyropoulos, 2021). Diverses expériences de RMN 2D, telles que la spectroscopie de
corrélation (COSY), la spectroscopie de corrélation totale (TOCSY), la spectroscopie de
corrélation filtrée doublement quantiqgue (DQF-COSY), la corrélation quantique simple
hétéronucléaire * H- ¥ C (HSQC) et, pour la connectivité des groupes ou des cycles, les
expériences de corrélation de liaisons multiples hétéronucléaires ! H- 3 C (HMBC), peuvent
étre utilisées. Une variante avancée de HSQC, a savoir HSQC éditée par multiplicité, pourrait
étre utilisée pour la caractérisation de la structure dans un mélange (Mahar et al., 2022). La
spectroscopie de diffusion ordonnée (DOSY) RMN est un outil utile pour l'analyse de mélanges

complexes (Balayssac et al., 2009). La RMN DOSY et la chimiométrie ont été développées
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pour déterminer les poids moléculaires des polymeres naturels, de plus, des stratégies LC-MS-
RMN ont été développées pour la séparation et la caractérisation des métabolites dans des
mélanges biologiques complexes (Monakhova et al., 2018).

1.4.3 Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS)

La GC-MS est I'une des techniques chromatographiques les plus utilisées pour le criblage a
haut débit de mélanges complexes ( Mdller et al., 2002; Lytovchenko et al., 2009; Chang et
al., 2022). La GC-MS peut détecter et quantifier les métabolites lipophiles, notamment les
acides gras, les alcanes, les stérols, les phytohormones et les tocophérols ( Mdller et al., 2002).
Les composes dérivés, volatils et thermiquement stables peuvent étre analysés par GC-MS. La
technologie hybride utilisant un chromatographe en phase gazeuse et un spectrometre de masse
peut étre particulierement adaptée a I'analyse des mélanges. L'hélium est le gaz vecteur le plus
préférable et la source d'ionisation est un dispositif d'ionisation par impact électronique de 70
eV, ce qui en fait un outil universellement acceptable avec des résultats cohérents pour une
large gamme d'échantillons biologiques.

1.5. Application des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ont inspiré 1’intérét de nombreux scientifiques issus de différents
domaines de recherche en biologie végetale et en biotechnologie. Ils ont étudié, in vitro et in
vivo, les molécules bioactives extraites de plusieurs plantes dans le but d'isoler, d'analyser et de
caractériser biochimiquement de nouveaux composés phytochimiques et d'évaluer leur activité
biologique et leur toxicité éventuelle. Leurs applications en médecine sont vastes, allant de
puissants agents antimicrobiens et antiviraux a des traitements anticancéreux efficaces.

Dans le domaine de la thérapie anticancéreuse, ils ont la capacité d'inhiber la croissance des
cellules cancéreuses et d'induire leur mort, les flavonoides et les acides polyphénoliques étant
particulierement prometteurs. En plus, les métabolites secondaires comme les terpénoides et les
alcaloides ont des effets neuroprotecteurs qui pourraient aider a réduire les maladies
neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, tout en ayant des effets anti-inflammatoires
pour diverses conditions inflammatoires.

1.5.1 Propriétés antioxydantes

Les antioxydants naturels sont produits dans les cellules vivantes afin de maintenir un équilibre
délicat entre oxydation et réduction dans le processus du métabolisme des nutriments et de la
fonction immunitaire. En cas de stress oxydatif, les antioxydants réagissent avec les espéces
radicalaires et non radicalaires afin de déclencher des mécanismes de défense pour la protection
des composants intracellulaires et extracellulaires (Jiang & Xiong, 2016).

Les MS végétaux ayant une activité antioxydante potentielle peuvent étre considérés comme
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des alternatives naturelles a de nombreuses substances chimiosynthétiques pour améliorer la
qualité des aliments et augmenter la durée de vie (Dimitrios, 2006 ; Jiang & Xiong, 2016).
Plusieurs familles de plantes, telles que les Astéracées, les Rosacées et les Punicacées,
produisent des MS bioactifs, notamment des flavonoides, des lignanes, des vitamines, des
caroténoides et des terpénoides, qui se caractérisent par une forte activité antioxydante
(Halvorsen et al., 2002). Les antioxydants naturels des matiéres végétales sont principalement
des polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, anthocyanes, lignanes et catéchines), des
caroténoides (xanthophylles, lycopéne et caroténes) et des vitamines (vitamines E et C).

1.5.2 Propriétés anti-inflammatoire

L'inflammation est une réaction biologique complexe de protection des tissus corporels contre
les infections microbiennes, les lésions tissulaires ou les irritants, qui fait intervenir les cellules
immunitaires, les vaisseaux sanguins et les médiateurs moléculaires ( Kumar & Pandey, 2013).
Les produits naturels récemment développés en tant que médicaments anti-inflammatoires
constituent une ressource complete allant d'explications détaillées a des stratégies d'amarrage
moléculaire pour les composés naturels ayant une activité anti-inflammatoire (Sammar et al.,
2019 ; Beg et al., 2011). Récemment, la création de substances anti-inflammatoires basées sur
les MS végétaux, tels que les polyphénols, les terpénes, les acides gras et de nombreux autres
composants bioactifs, a démontré une efficacité remarquable (Aswad et al., 2018).

Plusieurs MS végetaux ont été signalés comme possédant une activité anticancéreuse
potentielle en raison de leur capacité a prévenir le stress oxydatif et I'inflammation qui causent
des dommages a I'ADN, ce qui conduit a son tour a la carcinogenese (Block et al., 2015).
1.5.3. Propriétés antidiabétique

Jusqu'a présent, il n'existe pas de traitement définitif capable de moduler efficacement la
dysfonction métabolique associée au diabéte. Dans ce sens, plusieurs approches
pharmacologiques ont été utilisées pour contréler I'hyperglycémie, qui est la principale cause
des complications du diabete. Les plantes medicinales traditionnelles ayant des propriéetes
antidiabétiques peuvent constituer une source utile pour le développement d'agents
hypoglycémiants oraux plus sirs et plus efficaces (Surya et al., 2014 ; Zanzabil et al., 2023).
Elles produisent des métabolites secondaires, tels que des alcaloides, des flavonoides, des
tanins, des terpénoides, de lacide férulique, etc., qui ont démontré une activité
hypoglycémiante. Les alcaloides inhibent I'a-glucosidase et réduisent le transport du glucose a
travers I'épithélium intestinal, ce qui diminue la glycémie. Les flavonoides suppriment les
niveaux de glucose et augmentent l'activité hépatique du glucose, trés probablement en

améliorant la libération d'insuline par les Tlots pancréatiques. Les saponines, les triterpénoides
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et les glycosides stéroidiens stimulent la libération d'insuline et bloquent la formation de
glucose dans le sang. Les polysaccharides augmentent les niveaux d'insuline sérique, améliorent
la tolérance au glucose et réduisent les niveaux de glucose dans le sang. Des composés tels que
I'acide férulique stimulent la secrétion d'insuline (Mishra, 2022 ; Malode et al., 2021).

1.5.4. Effets des métabolites secondaires des plantes sur les réponses immunitaires a
I'irradiation solaire.

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses publications ont été consacrées aux
effets photoprotecteurs des substances d'origine végétale, principalement les MS, en raison de
l'inquiétude croissante du public et de la communauté médicale concernant les dommages
graves associés a l'irradiation solaire et aux rayons UV artificiels (Scharffetter-Kochanek et al.,
1997; Pallela et al., 2010; Kaur & Saraf, 2009). Les données expérimentales suggerent que
diverses MS, principalement des polyphéenols extraits du thé vert, des pépins de raisin, des
graines de soja ou de la racine de Curcuma longa, lorsqu'elles sont prises par voie orale ou
appliquées par voie topique, exercent une action chimiopréventive sur l'inflammation cutanée
(érytheme et lésions dues aux coups de soleil), suivie d'une diminution significative des tumeurs
cutanées non malignes et malignes resultant d'une exposition a des doses cancerigenes d'UV
(Wright et al., 2006 ; L. Korkina et al., 2018). Dans une étude clinique, la génistéine, un
isoflavone de soja, a efficacement inhibé I'érythéme induit par les UVB lorsqu'elle a été
appliquée sur la peau avant l'irradiation UVB (Wei et al., 2003; Korkina et al., 2017).

De nombreuses études récentes confirment les avantages des stratégies de formulation visant a
obtenir un effet photoprotecteur synergique a partir de sources végétales naturelles, capables
d'exercer des activités anti-vieillissement, anti-inflammatoires et antioxydantes synergiques
(Radice et al., 2016) . Plusieurs huiles végétales ont été proposées comme agents améliorant la
photostabilité (Alloret et al., 2012) et comme excipients respectueux de la peau, car elles
augmentent la pénétration des filtres UV synthétiques et naturels. Les huiles végétales hydratent
la peau exposée au soleil et peuvent en outre avoir elles-mémes un indice de protection solaire
(SPF) (Kaur & Saraf, 2010). Les huiles végétales issues de ressources végétales renouvelables
se sont révélées étre des agents améliorants efficaces pour les écrans solaires chimiques.

1.5.5. Propriétés anti-alzheimer

Les plantes médicinales peuvent jouer un réle dans le maintien de la santé des systemes de
neurotransmetteurs neuronaux dans le cerveau. Les neurotransmetteurs sont des messagers
chimiques qui transmettent des signaux entre les cellules nerveuses, et un déséquilibre de ces
neurotransmetteurs peut contribuer a divers troubles neurologiques et mentaux. Plusieurs

plantes médicinales ont été étudiées pour leur potentiel a influencer les niveaux et le
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fonctionnement des neurotransmetteurs (Ayeni et al., 2022) . Les extraits de plantes peuvent
étre supérieurs aux médicaments individuels, car ils peuvent agir sur plusieurs cibles a la fois,
ce qui en fait une alternative thérapeutique plus puissante et novatrice pour la Maladie
d'Alzheimer (MA). Les alcaloides, les flavonoides et les acides phénoliques font partie des
métabolites secondaires essentiels des plantes qui jouent un rdle important dans la prévention
de la neurodégénérescence dans la MA (Fernandes et al., 2022 ; Klose et al., 2022 ; Ding et al.,
2022).

Les plantes riches en antioxydants peuvent contribuer a réduire la pathogenése des symptémes
neurologiques en prévenant le stress oxydatif, connu pour étre I'un des facteurs accélérant la
progression de la MA. En effet, en raison de I'effet significatif des plantes médicinales, sans
effets secondaires notables et grace a leur grande diversité chimique, les chercheurs s'intéressent
de plus en plus a leur utilisation pour le traitement et la prévention de la MA (Gregory et al.,
2021 ; Maccioni et al., 2022). Cependant, seuls quelques remedes a base de plantes ont fait
I'objet d'essais cliniques, bien que beaucoup d'entre eux aient donné des résultats prometteurs

lors d'essais expérimentaux.
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Etude in Silico

2.1. Généralités

La bio-informatique est un domaine de la biologie qui se concentre sur l'utilisation de méthodes
informatiques pour étudier les systemes biologiques, ce qui pourrait fournir des prédictions
précises susceptibles de se réaliser dans le cadre d'études en laboratoire et d'essais cliniques
(Mehmood, 2014) . L'émergence des méthodes biologiques informatisées a révolutionné les
études en sciences de la vie, et grace aux méthodes bio-informatiques, une grande partie de la
pression liée aux codts des travaux en laboratoire et aux sacrifices d'animaux a été réduite dans
les centres médicaux. Les techniques in silico sont utiles pour classer les protéines en fonction
de leur structure et de leur fonction, et peuvent étre utiles lorsque nous devons développer des
serveurs pour trier ces molécules a l'aide de méthodes d'apprentissage automatique (Vellido,
2020). De plus, les méthodes in silico d'étude des interactions moléculaires, telles que I'ancrage
moléculaire, pourraient étre utilisees pour analyser les ligands therapeutiques naturels potentiels
et les complexes récepteurs (Nabati et al., 2020 ; M. Sadeghi et al., 2021).

Ces méthodes pourraient également fournir des informations sur les structures moléculaires
inconnues, notamment les enzymes et leurs ligands potentiels (O. Haghighi & Moradi, 2020)
(O. Haghighi, 2021), qui pourraient s'avérer importantes dans les futures études de génie
génétique dans différents domaines de la biotechnologie. Ces méthodes in silico pourraient
également étre utilisées pour optimiser la structure d'agents biothérapeutiques, tels que les ODN
leurres, dont I'efficacité a été rapportée pour supprimer les cellules cancéreuses dans diverses
maladies malignes, telles que le cancer du sein et le cancer colorectal (Bigdelou et al., 2019)
(Rahmati et al., 2020). Ces avancées sont trés utiles pour le développement de thérapies
modernes, par exemple la conception de vaccins multi-épitopes, qui constituent un nouveau
type de vaccins, présentant plus d'avantages que les précédents (Behbahani et al., 2021) .

2.2. Définition

L'amarrage moléculaire, également appelé docking, est une méthode permettant de prédire la
meilleure position d'une molécule par rapport a une autre pour créer le complexe le plus stable
possible. 1l est couramment employé dans l'analyse de la cible moléculaire des médicaments
afin de réduire le nombre d'essais expérimentaux.
Le docking est largement employé afin de créer des modeles permettant de prédire le
mécanisme d'interaction entre deux molécules en se basant sur leurs coordonnées atomiques
(Kitchen et al., 2004a).
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Le concept du docking est basé sur un processus en trois étapes (Das et al., 2020) :
e Lareprésentation des systemes moléculaires.
e Mise en place d'un algorithme pour rechercher les interactions.
e Développement d'une fonction d'évaluation des interactions entre les partenaires.

2.2.1 Le récepteur

Un récepteur est une protéine présente sur la membrane de la cellule, dans le cytoplasme ou
dans le noyau qui se fixe a une molécule particuliére, comme un neurotransmetteur, une
hormone, un médicament, une toxine, un ion calcium ou une protéine.
provoquant une réaction des cellules a ce ligand.
Les changements dans le comportement du récepteur de la protéine, causés par le ligand,
entrainent des changements dans le corps qui sont les « effets biologiques » du ligand.

Les coordonnées atomiques des structures sont généralement stockées dans un format
standardisé connu sous le nom de fichier PDB, qui peut étre interprété par divers logiciels
utilisés pour la visualisation, la modélisation, le criblage virtuel, etc.

Le fichier PDB renferme une variété d'informations concernant la macromolécule, telles que le
nom du récepteur, des détails sur la structure primaire, les hétéroatomes (ligands, métaux,
résidus modifiés), la structure secondaire, ainsi que les coordonnées atomiques X, Y et Z qui
précisent la position de chaque atome dans une conformation spécifique.

3.2.2 Ligand

Un ligand est une molécule qui se lie de facon réversible a une macromolécule ciblée, telle
gu'une protéine ou un acide nucléique. Le terme "ligand", largement employé dans I'étude des
proteines, fait référence aux molécules qui interagissent de maniére spécifique et non-covalente
avec la protéine, et qui remplissent une fonction particuliére (A. Kumar & Zhang, 2018).

Dans le domaine du docking moléculaire, la sélection du ligand représente une étape cruciale.
Ce choix doit étre soigneusement refléchi, relevant en raison de la spécificité du site actif de la
cible, ce qui permet d'éviter des tests inutiles de molécules.

3.2.3 Approche

La méthode de docking moléculaire peut servir a simuler I'interaction entre une petite molécule
et une protéine au niveau atomique, ce qui facilite la caractérisation du comportement des
petites molécules dans le site de liaison des protéines cibles, ainsi que la compréhension des
processus biochimiques essentiels (Salmaso & Moro, 2018; Alonso et al., 2006).

L'approche est employée comme une solution potentielle pour résoudre les problemes
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d'amarrage des récepteurs flexibles, elle s'avere utile lorsque I'interaction significative est déja
connue avant I'amarrage.

3.2.4 Algorithmes
Diverses approches sont disponibles pour tenir compte de la flexibilité du ligand, notamment

des méthodes systématiques et des méthodes aléatoires ou  stochastiques.
Les algorithmes de méthode systématique examinent tous les paramétres de variation d'un
ligand. Certaines méthodologies systématiques sont qualifiées d'exhaustives car elles ont pour
objectif d'explorer toutes les conformations potentielles d'un ligand. Ainsi, chaque angle diedre
du ligand est augmenté de maniere discréte, et toutes les combinaisons d'angles permises sont
examinées. Cette méthode présente l'avantage d'explorer toutes les conformations possibles,
cependant, le nombre de ces conformations augmente rapidement avec l'augmentation du
nombre de degrés de liberté d'un ligand.
Les algorithmes de recherche stochastique ont pour objectif de diminuer la complexité
combinatoire en explorant de facon aléatoire I'espace conformationnel (Guedes et al., 2014) .
Ceci suggeére que, a la différence des algorithmes de recherche systématique, deux simulations
indépendantes peuvent produire des résultats divergents. De plus, étant donné que la recherche
n'est pas exhaustive, le risque de ne pas parvenir a produire des solutions optimales devient
d'autant plus crucial lorsque la complexité du systéeme étudié s'accroit.

3.2.5 Fonction Score

Le score représente une valeur numérique essentielle permettant de mesurer le niveau de
complexation d'un ligand avec un récepteur et d'estimer l'affinité entre une macromolécule et
une petite molécule organique. La fonction de score utilisée est associée aux diverses catégories
de scoring employeées dans les méthodes de docking. Ces fonctions de score sont élaborées en
se basant sur des regles établies a partir d'une analyse statistique des complexes protéine-ligand
résolus expérimentalement (Guedes et al., 2014).

Cette fonction de score integre I'énergie des liaisons hydrogéne, I'énergie électrostatique, les
interactions de Van der Waals, les éventuelles interactions avec des métaux, ainsi qu'une
pénalité basée sur la torsion du ligand.

La fonction de score possede une importance capitale dans I'ensemble des logiciels de docking,
car c'est ce parametre qui est soumis a une minimisation par l'algorithme de recherche.

Les fonctions de score employées dans le cadre du docking fournissent une évaluation de
I'affinité de liaison entre un ligand (L) et son récepteur (R).

En conclusion, il est possible de combiner plusieurs fonctions de score de natures différentes

afin de créer des fonctions de score appelées fonctions de consensus.
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3.3 Applications des méthodes In silico dans la découverte des médicaments

3.3.1 Identification de nouveaux ligands

L’identification de nouveaux ligands est une étape cruciale dans la découverte de médicaments.
Les méthodes in silico permettent de cribler des bibliothéques de composés afin de sélectionner
ceux qui ont le plus de chances de se lier & une cible biologique spécifique.

Cette approche est particulierement utile pour les cibles thérapeutiques complexes, telles que
les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs), ou le criblage expérimental peut étre difficile
et codteux. (Lionta et al., 2014).

Des exemples significatifs comprennent l'identification d'inhibiteurs de protéines kinases,
lesquelles constituent des cibles essentielles dans la thérapie anticancéreuse. Le criblage virtuel
a permis l'identification de plusieurs inhibiteurs de kinases, dont certains sont actuellement
utilisés en pratique clinique (Lionta et al., 2014).

3.3.2 Optimisation des composes

Apres I’identification d’un ligand prometteur, ses propriétés pharmacologiques doivent souvent
étre optimisées pour améliorer son efficacité, sa sélectivité et sa pharmacocinétique.

Les méthodes in silico contribuent de maniere essentielle a cette optimisation en permettant de
prévoir I’incidence des modifications structurelles sur I’activité biologique.

Les simulations de dynamique moléculaire et les modeles QSAR sont couramment employés
afin d'étudier les relations structure-activité (Structure-Activity Relationship, SAR) et guider la
modification des structures chimiques. Par exemple, 1’ajout ou la modification de chaines
latérales d’un ligand peut améliorer son profil pharmacocinétique ou réduire son potentiel

de toxicité.(Gueroui & Benemebarek, 2025)

3.3.3 Prédiction de la toxicité

La toxicité est I’'une des principales causes d’échec des nouveaux médicaments lors des essais
cliniques. Les méthodes in silico sont de plus en plus utilisées pour évaluer la toxicité potentielle
des nouveaux composés deés les premieres étapes du développement. Ces approches incluent
des modeles prédictifs basés sur la structure chimique ainsi que 1’identification de cibles hors
cible (off-target effects), qui pourraient entrainer des effets secondaires indésirables.(Kitchen
et al., 2004b).
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Teucrium polium L



3.1. Généralités sur la famille des lamiacées

Les Lamiacées constituent la sixieme plus grande famille d'angiospermes. Environ 236 genres
et 7 200 espéces ont été identifiés (B. Li et al., 2016) Salvia est le sixieme plus grand genre et
la plus grande famille de I'ordre des Lamiales (Kuete, 2017). Les espéces de Lamiaceae ont
une grande importance pharmacologique et commerciale (Zhao et al., 2021), et elles sont
principalement réparties dans les régions a pluies estivales et se trouvent généralement dans des
habitats secs, des zones boisées ou des prairies. La diversité des especes de la famille des
Lamiaceae est répartie dans les régions méditerranéennes et on les trouve également en
Australie, en Asie du Sud-Ouest et en Amérique du Sud (Stankovic, 2020) Plusieurs espéces de
Lamiaceae sont présentes dans la région de I'Himalaya oriental en Inde. Environ 400 espéces
sont répertoriées en Inde (Joshi et al., 2016).

Sur le plan morphologique, Les especes de Lamiaceae sont des plantes herbacées annuelles ou
vivaces. En général, ces especes sont des herbes ou des arbustes. Certaines especes sont
aromatiques en raison de la présence d'huiles essentielles ce qui les rend économiquement et
médicalement intéressantes.

Les feuilles sont disposées de maniére opposee sur les tiges carrées. Les parties aériennes des
plantes Lamiaceae portent un grand nombre de trichomes glanduleux. On trouve une
inflorescence verticillée composée d'une paire de cymes dichasiques condensées. Les racines
sont généralement constituées de racines pivotantes ramifiées et certaines especes produisent
rarement des racines adventives. Les fruits sont constitués d'akénes, de schizocarpes ou de

noisettes, rarement de drupes (Ferriol et al., 2006).

3.2. Description botanique

La Germandrée tomenteuse, également connue sous le nom scientifique Teucrium polium, est
une plante vivace méditerranéenne de la famille des Lamiacées. C'est un arbuste persistant qui
peut atteindre une hauteur de 20 a 50 c¢m, caractérisé par un parfum intense et une grande
variabilité morphologique. Ses tiges nombreuses et ramifiées contribuent a son aspect délicat
(Quezel et Santa, 1963).




Photo 1. La partie aéerienne de Teucrium polium L.

3.2.1. Feuilles
Les feuilles sont froissées recouverte de poils laineux, linéaires vert gris ou jaunatres, trés
fortement révolutés sur les marges (Quezel et Santa, 1963). Elles sont sessiles, opposées,

oblongues.
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Photo 2. La feuille de Teucrium polium L.
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3.2.2. Fleurs

La peériode de floraison s'étend d'avril a juin (Ozendal977). La fleur de cette plante est
caractérisée par sa structure monopétale et labiée, avec les étamines occupant la position de la
levre supérieure. La lévre inférieure se divise en cing parties, la centrale étant la plus grande et
concave, ressemblant a une cuiller, tandis que les quatre autres parties sont disposées en paire
a I'apex de la fleur. Le calice, en forme de cloche, est fixé a la partie postérieure de la fleur
comme un clou, entouré de quatre embryons qui évoluent ultérieurement en autant de graines
rondes enfermées dans une capsule ayant initialement servi de calice a la fleur (Meyer, 2022).
La partie aérienne de cette plante possede une odeur surprenante de saucisson poivré agréable
et aromatique (Ozenda,1977).

Photo 3. La fleur de Teucrium polium L.

3.3. Habitat

En Algérie, une vingtaine d'individus de cette espéce se développent naturellement, en
particulier dans la région du Tell. On les retrouve fréquemment dans les hauts plateaux algérois,
oranais et constantinois, ainsi que dans I'Atlas saharien. On la retrouve au sommet de Chélia
jusqu'a I'étage saharien, ou elle est connue pour étre héliophile, c'est-a-dire qu'elle apprécie
I'exposition au soleil et a ses rayonnements. Elle se développe principalement dans les lits
pierreux des oueds et sur les roches, a des altitudes comprises entre 1200 et 2600

(Younes, 2020).

De méme, Teucrium polium est indigéne du Sud-Ouest de I'Asie, d'Europe et d'Afrique du Nord
(principalement retrouvé dans la région méditerranéenne et occidentale du secteur Irano-

Turanien). Elle se développe dans les prairies seches, les éboulis en basse altitude, les collines
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et les deserts arides.

3.4. Utilisiation et proriétés

Les feuilles aromatiques étaient fréquemment employées pour assaisonner les salades,
aromatiser les fromages de chevre et parfumer le thé. Cette plante était également employée
dans la pharmacopée traditionnelle. De plus, elle exerce un effet bénéfique sur le processus de
digestion. Ses caracteéristiques anti-stress et antioxydantes offrent une protection efficace contre
le processus de vieillissement cutané (Hamoudi,2012).

Selon Muhammed (2011), L’infusé de la partie aérienne de Teucrium polium est employée
pour ses effets anti-inflammatoires, son action contre la jaunisse, 1’anorexie et les coliques
spasmodiques et gastriques, ainsi que pour son activité antidiabétique (Shahraki, 2007),
antioxydante (Hasani, 2007), antispasmodique, anti-inflammatoire et antibactérienne (Esmaeil,
2010).

L'huile essentielle de Teucrium polium possede une activité antispasmodique puissante ;
L'extrait éthanolique de Teucrium polium s'est avéré, possédant des activités anti-
inflammatoires, anticancéreux et antioxydants.

3.5. Toxicité

Les effets toxiques causés par la Germandrée varient selon la dose et la durée d’utilisation
(Bachtarzi et al., 2016 ; Dag et al., 2014). Une utilisation prolongée (qui dépasse les 90 jours)
engendre des effets hépatotoxiques et néphrotoxiques (Akturk Esen et al., 2019 ;
RafieianKopaei et Baradaran, 2013). L’¢étude de toxicité aigiie (16 g/Kg de plante pendant 14
jours) et subaigtie (500 et 1000 g/Kg pendant 28 jours) sur des souris et des rats a révélé que la
plante était non toxique (Meguellati et al., 2019).

La plupart des espéces de Teucrium sont potentiellement hépatotoxiques en raison de la
présence des quantités variables de composés diterpénoides du type néoclérodane qui sont
considérés comme les marqueurs chimiotaxonimiques de genre (Barcelo, 2008 ; Pacifico et al.,
2012).

Les composeés furano diterpénoides de la germendré subissent une activation métabolique en
métabolites électrophiles capables de se lier de maniére covalente au proteines des hépatocytes.
Les isoenzyme CYP3A catalysent la formation d’époxydes réactif et/ou d’aldéhydes insaturésa

partir de ces composés aromatiques (Lekehal et al., 1996).




3.6. Classification botanique
Teucrium polium L. est classeé comme suit (Quezel et Santa,1963) :

Tableau 1 : Classification botanique de Teucrium Polium L.

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Teucrium
Espéece Teucrium polium L.

3.7. Nomenclature

La synonymie de I'espéce varie en fonction de deux criteres : la population et la localisation
de la plante.

- Nom arabe : sy=a caxa arall Alalall

- Nom Amazigh : Thazirekth ; Felfla-Timzourin ; Haida ; Timtchich.

‘Nom Anglais : Felty germander

- Nom francais : Germandrée tomenteuse, Pouliot de Montagne

- Nom en Italien : Camedrio polio, Canitola polio.

- Nom en espagnol : Poleo montano, Tomillo terrero, Zamarilla.




Partie 11
Materiel et méthodes



Nous avons entamé cette partie par une enquéte ethnobotanique, en vue d'évaluer l'intérét et
I'usage de cette plante chez la population ciblée (voir Annexe).

1. Enquéte ethnobotanique
Notre enquéte ethnobotanique sur I’espéce T. Polium a été réalisée suite a la confection d’un
questionnaire, qui a permis d’interroger 250 personnes choisies au hasard, dans les 5 régions
(Annaba, Guelma, Souk-Ahras, Tébessa et Biskra) dans le but de rassembler le maximum
d’informations sur cette plante.
Les données collectées ont été analysées a l'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2016.

1.2 Fréquence de citation (FC)
Il représente le nombre total d'informateurs ayant cité la plante étudiée au sein d'une région
donnée.

FC = le nombre d'informateurs citant la plante

1.3 Fréquence relative des citations
La fréquence relative des citations (RFC) a été calculée a I'aide de la formule suivante (Hadj-
Said & Bouazza, 2023) :

RFC=FC/N
FC : est le nombre d'informateurs citant la plante
N : le nombre total d'informateurs de la région.

1.4 Valeur d'Usage (UV)
La valeur d'usage (UV) est une mesure permettant d'estimer toutes les utilisations potentielles
d'un taxon végétal (Al-Robai et al., 2022). Cette valeur a été calculée en utilisant la formule
suivante : UV=XUi/n.
Ui : représente le nombre d'usages mentionnés par chaque informateur.

N : le nombre total d'informateurs de la région.

2. Matériel végétal
Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de la plante T. polium récoltée pendant la phase
de floraison en mois d’Avril a Mai dans cinq régions du nord-est de I'Algérie couvrant quatre étages
bioclimatiques différents. Le matériel a été séché pendant dix jours a I’abri de la lumiere, a
température ambiante et en milieu sec, puis transformés en une fine poudre a l'aide d'un moulin

électrique.
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3. Etude dessites
Cinqg sites ont été sélectionnés pour examiner la différence de la composition chimique des huiles
essentielles et des extraits bruts de T. polium. Ces sites sont situés dans des conditions climatiques

différentes, allant du climat humide dans le nord a l'aride dans le sud.
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Figure 1. Localisation géographique des sites d'étude le long d'un gradient
climatique dans le Nord-Est algérien

27



3.1. Site d'Annaba (EIl Eulma)

Le site d’/Annaba a un climat méditerranéen. Les précipitations varient entre 600 et 1200 mm/an,
principalement entre octobre et avril. Les températures moyennes varient de 18 a 30°C en été et de 6 a
18°C en hiver.

I Situation géographique de la zone d'étude I
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Figure 2. Situation géographique de la région d’ Annaba

3.2 Site de Guelma (Mdejz sfa)

La région de Guelma a un climat méditerranéen. Les précipitations varient entre 400 et 800 mm/an,
principalement entre Novembre et Mars. Les températures estivales peuvent atteindre plus de 35°C,
tandis que les hivers sont généralement doux, avec des températures moyennes 10°C. La situation
géographique de Guelma est influencée par l'altitude et la proximité de la mer Méditerranée, ce qui
entraine d'importantes variations saisonnieres de température et des conditions de précipitations

variables.
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Situation géographique de la zone d'étude
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Figure 3. Situation géographique de la région de Guelma

3.3. Lesite de Souk-Ahras (Taoura)

La région de Souk-Ahras appartient a I'étage bioclimatique subhumide. La pluviométrie
annuelle moyenne varie entre 400 et 600 mm, la majorité des précipitations tombant entre
I'automne et le printemps. L'été est chaud et sec, avec des températures pouvant dépasser 35

C°, tandis que les hivers sont froids et humides, avec des températures moyennes (6 a 7 C°).
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Figure 4. Situation géographique de la région de Souk-Ahras
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3.4. Site de Tébessa (Morssot)

Tébessa, située au nord-est de I'Algérie, a un climat semi-aride. La pluviométrie annuelle moyenne est
denviron 350 mm, dont la majeure partie tombe en hiver. Durant I'été, Les températures peuvent
atteindre plus de 35°C, tandis que les hivers sont généralement doux, avec des températures moyennes
proches de 8C°. Tébessa se trouve dans une région montagneuse, ce qui crée des variations climatiques

locales, avec des zones plus fraiches et plus humides en altitude.

Situation géographique de la zone d'étude
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Figure 5. Situation geographique de la région de Tébessa

3.5. Site de Biskra (EL Quantra)

Biskra, située dans le Sahara algérien, a un climat désertique chaud. Les précipitations annuelles sont
extrémement faibles, dépassant rarement 200 mm et tres irrégulieres. Les étés sont extrémement chauds,
avec des températures atteignant plus de 45C°. Les hivers sont doux, avec des températures moyennes
de l'ordre de 15C°.
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Situation géographique de la zone d'étude
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Figure 6. Situation géographique de la région de Biskra

4. Echantillonnage du sol
Afin de comparer les propriétés des sols entre les différents sites d'étude, des échantillons de
sol (500 g) ont été prélevés de la surface du sol jusqu'a une profondeur de 25 cm sur chacun des
cing sites. Les échantillons ont ensuite été stockés dans des sacs en plastique hermétiquement
fermés (pour éviter toute contamination ou modification) avant d'étre transportés au laboratoire

pour une analyse détaillée de leurs caractéristiques physico-chimiques
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Matériel et méthodes

4.1. Analyses des Sols
Les analyses de sol ont été réalisées au laboratoire de Fertial Annaba, conformément aux
normes de I'Organisation internationale de normalisation (1SO).
4.1.2. Détermination du pH et de la conductivité
La méthode consiste & préparer un extrait de sol en mélangeant I'échantillon avec de l'eau
déminéralisée dans un rapport de 1/2,5. Apres une période d'agitation, I'extrait est filtré et les
valeurs de pH et de conductivité sont mesurées a l'aide d'un pH-métre et d'un conductimétre.
Le pH-metre a été étalonné avec des tampons de pH 4 et 7, tandis que le conductimétre a été
étalonné avec des solutions standard de KCI. Enfin, des tests a blanc ont été effectués pour
vérifier I'absence de contamination potentielle de I'eau déminéralisée. Les valeurs obtenues ont
été ensuite analysees et interprétées pour déterminer les propriétes physico-chimiques du sol.
4.1.3. Détermination du carbonate total par calcimétrie
La méthode consiste a peser une quantité précise de sol, a la mettre en contact avec de l'acide
chlorhydrique dans un flacon, puis & mesurer le volume de CO: libéré a l'aide du calcimétre. La
quantité de CO: libérée est proportionnelle a la quantité de carbonates dans le sol.
Le résultat est exprimé en équivalent CaCOg, a I'aide d'une droite d'étalonnage spécifique a la
température de la salle de travail.
4.1.4. Détermination du calcaire actif
Le pourcentage de calcaire actif dans un échantillon de sol est déterminé par extraction a
l'oxalate d'ammonium. 2 g de sol sec sont pesés dans un ballon, 50 mL d'oxalate d'ammonium
sont ajoutés et le mélange est agité pendant deux heures. Apres filtration, 10 mL du filtrat ont
été prelevés, 5 mL d'acide sulfurique ont été ajouteés et le volume a été ajusté a 100 mL avec de
I'eau chaude. Un titrage au permanganate de potassium a ensuite été effectué a l'aide d'un
titrateur automatique Metrohm et le résultat a été automatiquement calculé en % de calcaire
actif.
4.1.5. Mesure de I'azote total
La procédure consiste a minéraliser I'azote organique avec de l'acide sulfurique en présence
d'un catalyseur, convertissant l'azote organique en azote ammoniacal. Cet azote est ensuite
entrainé dans un courant de vapeur, fixé dans une solution d'acide borique et titré avec une

solution standard d'acide chlorhydrique.
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4.1.6. Détermination des cations échangeables sur I'extrait d'acétate d'ammonium
L'extrait d'acetate d'ammonium est mélangé & la 8-hydroxyquinoline pour complexer le
magnésium, puis dialysé. Le calcium est ensuite complexé avec la crésolphtaléine en milieu
alcalin, et le complexe formé est mesuré par colorimétrie a une longueur d'onde de 580 nm.
Pour le magnésium, apres dialyse, I'extrait est mélangé a une solution tampon et a un réactif de
coloration, et l'intensité de la coloration est mesurée a 505 nm. Les dosages du potassium et du
sodium sont effectués par photométrie de flamme.

Des solutions standards de calcium, magnésium, potassium et sodium ont été préparées a

différentes concentrations pour calibrer les dosages.

5. Screening chimique des métabolites secondaires
Le screening chimique consiste a identifier les groupes chimiques présents dans un organe
végeétal grace aux réactions physico-chimiques. Les méthodes et réactifs utilisés dans la

caractérisation des groupes chimiques sont indiqués dans le tableau (2). (Harborne,1989)

33



Tableau 2 : Méthodes de criblage phytochimique

Groupes chimiques

Réactif

Résultat

Tanins (Dawra et al.,

Chlorure ferrique (FeCls) a

Coloration verdatre (tanins catéchiques) ou bleu-

1988) noiratre (tanins galliques)
Anthocyanes HCI pur, NH.OH Changement de couleur de l'infusé
(DIALLO et al,

2004)

Leuco-anthocyanes (DIALLO et | Alcool chlorhydrique (éthanol / HCI pur 3 v/v) Couleur rouge cerise

al., 2004)

Saponosides
(Mamadou., 2012)

Eau

Indice de mousse supérieur a 100 (hauteur de mousse
proche de 1 cm dans le 10éme tube)

Alcaloides (HEDED
et al., 2015)

HCI a 1%, Réactif de Draguendorff

Précipité orangé

Flavonoides
(HADDOUCHI et al.,
2018)

HCI & 1%, NH4OH

Couleur jaune clair dans la partie supérieure du tube

Terpénes et Stérols
(EL-Haoud et al.,
2018)

Ether de pétrole,
concentré

Acide acétique, H2SO4

Cercle marron ou violet virant au gris dans la zone de
contact entre les deux liquides

Cardinolides  (EL-
Haoud et al., 2018)

Eau distillée, CHCIl;, C,H50H, CH3;COOH
glacial, FeCls, H.SO, concentré

Couleur verte-bleue dans la phase acide

Mucilages (AWOR et

Alcool absolu (Ethanol)

Formation d'un précipité floconneux

al., 2003)

Huiles  essentielles Dichlorométhane, Ethanol Perception d'une odeur parfumée (aromatique)
(ILBOUDO et al.,

2009)
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6. Extraction

6.1. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

L'extraction a été réalisée par épuisement successif du matériel végétal, en utilisant trois
solvants de polarité croissante : éther de pétrole (EDP), dichlorométhane (DCM) et méthanol
(MeOH), selon la méthode décrite par Diallo et al. (2004). La quantité de solvant doit étre
adéquate par rapport a la quantité de matiére végétale disponible (dans notre cas, 1 L de solvant
pour 100 g de plante). L'extraction a été réalisée sous agitation continue a température ambiante
pendant 24 heures. Apres filtration, le résidu est concentré par évaporateur rotatif.

Les extraits sont récupérés aprés évaporation a sec et sous pression réduite est pesé pour
déterminer le poids sec résultant. Le rendement a été déterminé par rapport & 100g de matériel
végetal sec. Le résultat a été exprimé en pourcentage (p/p).

poids de 1 extrait
Le Rendement = - X100
poids de la poudre

6.2. Extraction d’Huile Essentielle
L’extraction des Huiles Essentielles de chaque échantillon a été réalisee par hydrodistillation
de feuilles séchées (160-180 g) durant 2 h 30 a I’aide d’un appareil de type Clevenger. Le

rendement a été calculé par rapport au poids sec du matériel végétal.

R™ 9% = (m1 x 100) + m0
Le rendement en huiles essentielles est exprimé par la formule suivante :

- RML: rendement en huiles essentielles exprimé en pourcentage (%)
- ml: masse en (g) dHE

- mO0 : masse en (g) de la matiere végétale traitée
Le poids des Huiles Essentielles est obtenu par différence de pesée du tube taré sur la balance

analytique. Pour la méme station, nous avons pratiqué plusieurs extractions
7. Dosage des composés bioactifs totaux
7.1. Teneur en polyphénols totaux (TPC)
La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été déterminée par la méthode de Folin-

Ciocalteu selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Mdller et al. (2010).

e Preparation de Carbonate de sodium (Na.COz)a 7,5% : la solution a été préparée en

dissolvant 7,5 g de poudre dans 100 mL d’eau distillée
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e Préparation de I’extrait de plante : I’extrait a été mis en solution & une concentration
de 1 mg/mL en dissolvant 1 mg d'extrait sec dans 1 ml d'eau distillée (ou de méthanol).
e Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois :1 mL de la solution FCR
concentrée (2 M) a été ajouté a 9 mL d'eau distillée pour obtenir un volume final de 10

mL.

Procédure

Il s'agit de mélanger 20 uL de chaque échantillon avec 100 pL de réactif de Folin Ciocalteu et
75 uL de solution de carbonate de sodium a 7,5 % en laissant reposer a température ambiante
pendant deux heures avant de mesurer l'absorbance a 765 nm & l'aide d'un lecteur de
microplaques. Les composés phénoliques ont été mesurés en équivalents d'acide gallique par

milligramme d'extrait sec solide (ug GAE/mg E).
7.2. Teneur en flavonoides totaux (TFC)

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCIs, en suivant la méthode de
Topcu et al. (2007).

e Préparation de la solution d'acétate de potassium (CH:COOK)
Une solution d'acétate de potassium (CH3COOK) a une concentration molaire de 1 M a été
préparee. Pour ce faire, 9,80 g de sel ont été dissous dans de I'eau distillée, puis le volume a été

ajusté a 100 mL.

e Préparation de I’extrait de plante
Une solution mere d'extrait a été préparée a une concentration de 1 mg/mL en dissolvant I'extrait

dans du méthanol.
Procédure :

Pour commencer, 20puL de chaque dilution d'échantillon a été mélangé avec 10uL de nitrate
d'aluminium a 10 %, 10uL d'acétate de potassium 1 M et 130uL de méthanol. Ce mélange a été
laissé a température ambiante pendant 40 minutes. La quantité de flavonoides a été calculée en
mesurant l'absorbance a 415 nm. Les résultats ont été rapportés en pg d'équivalents de

quercétine par mg d'extrait (ug QE/mg).
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8. Caractérisation des extraits

8.1. Caractérisation par analyse spectroscopique UV.VIS.NIR

Des mesures spectrophotométriques ont été effectuées sur un spectrophotometre SHIMADZU
UV-VIS-NIR pour les différents extraits préparés, en utilisant une cuve de quartz avec un trajet
optique de 10 mm. L'analyse est réalisée entre 200 et 3600 nm.

8.2. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

La méthode GC-MS utilisée pour l'analyse des huiles essentielles a été réalisée a I'aide d'un
injecteur automatique AOC-20i avec trois ringages avant solvant, deux rincages aprés solvant
et deux rincages avec I'échantillon. Le volume d'injection était de 1 pL. La température du four
de la colonne a été initialement maintenue a 60°C pendant 8 minutes, puis augmentée a une
vitesse de 3°C/min jusqu'a 246°C, ou elle a été maintenue pendant 10 minutes. La température
d'injection était de 250°C en mode fractionné avec un rapport de 10 :1. Le flux total était de
14,6 mL/min avec un flux de colonne de 1,05 mL/min et une vitesse linéaire de 38,8 cm/sec,
en utilisant de I'nélium comme gaz porteur a une pression de 56,1 kPa. La température de la
source d'ions était de 200°C et celle de l'interface de 250°C. Le temps de coupure du solvant
était de 5 minutes et la gamme de masses analysées était comprise entre 30 et 600 m/z. Les
donneées ont été acquises en mode de balayage Q3 avec une vitesse de balayage de 2000.

Les composes volatiles ont été identifiés en comparant leurs indices de rétention par rapport
aux n-alcanes (C7-C20) avec les composés authentiques.

8.3. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

L'analyse a été effectuée par chromatographie liquide a ultra-performance (UPLC) couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (ESI-MS/MS) avec un systéeme Shimadzu 8040 Ultra-High
sensitivity. L'échantillon est injecté directement sans colonne. L'élution a été réalisée avec un
gradient de solvant A (eau a 0,1% d'acide formique) et de solvant B (méthanol). Une vitesse de
débit de 0,4 mL/min avec un volume d'injection de 5 pL. La séparation a été réalisée sur une
colonne Restek Ultra C18 3um 150x4.6mm. Le gradient d'élution est le suivant : 0,1 min a 2
min A 95%, 2 min a 15 min A 95%, 15 min a 18 min A 5%, 18 min a 20 min A 5%, 20 min a
30 min A 95%. La détection a été effectuée par spectrométrie de masse en tandem avec un mode
d'ionisation par électronébulisation (ESI). Les conditions d'ESI sont les suivantes : gaz CID a
230 KPs, dynode de conversion & -6,00 KveC, température du DL a 250 C, débit du gaz de
nébulisation a 3,00 L/min, bloc chauffant a 400 -C et débit du gaz de séchage a 15,00 L/min.
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9. Etude insilico

9.1. ADME
Les structures des composés sélectionnés dans les huiles essentielles et I’extrait méthanolique
ont été dessinées a 'aide d’un logiciel ChemDraw Ultra 8.0 pour les études pharmacocinétiques
(absorption, distribution, métabolisme et excrétion (ADME)). Les légendes ont été converties
au format SMILES, puis les propriétés pharmacocinétiques des composeés sélectionnés ont été
prédites a l'aide de Il'outii ADME sur un serveur en ligne SwissADME conformément au
protocole mis au point (Daina et al., 2017). Le serveur web ProTox-111 a été utilisé pour étudier
le profil de toxicité, Il calcule la prédiction sur la base de différents paramétres tels que la
toxicité pour les organes (hépatotoxicité), la toxicité orale et les paramétres toxicologiques

(cytotoxicité, mutagénicité, carcinotoxicité, et immunotoxicité).

9.2.Docking moléculaire

L'une des approches informatiques permettant de déterminer les énergies de liaison des petites
molécules avec leurs récepteurs cibles est le docking moléculaire. Nous I'avons utilisée dans
cette étude pour étudier les interactions potentielles entre les principaux composés identifiés
comme inhibiteurs et le site de liaison des protéines cibles associées a la maladie d'Alzheimer,
du diabéte et comme antioxydant, a l'aide du logiciel Molegro Virtual Docker. Les structures
des protéines cibles ont été obtenues a partir de la Protein Data Bank (PDB) a l'adresse sous
forme 3D, désignées par les codes PDB (codes PDB : 1HD2, 3LN1, 4EY7, 3A4A et 1POI).
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10. Etude in vitro

e Evaluation des activités Biologiques

10.1. Activité antioxydante in vitro
Les tests ont été réalisés en triplicata a l'aide d'un lecteur microplaques « le Perkin Elmer
Enspire » et des microplaques a 96 puits. Les antioxydants standard utilisés étaient le BHA et
le BHT et I’acide ascorbique, tandis que le méthanol constituait le contrdle négatif. Les résultats
ont été exprimés en valeurs 1C50, qui représentent la concentration nécessaire d'un composé
pour inhiber un processus biologique de 50 %, et en valeurs A0,50, qui indiquent la

concentration nécessaire d'un antioxydant pour piéger 50 % des radicaux libres.
10.1.1 Activité antiradicalaire du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

e Principe
Ce test est particulierement utile pour comprendre la capacité d'un composé a neutraliser

directement les radicaux libres nocifs, qui sont impliqués dans de nombreuses maladies.

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette foncée. Lorsqu'un antioxydant réagit
avec le DPPH, il donne un électron, ce qui réduit le radical et fait perdre a la solution sa couleur
violette. Le changement de couleur est mesuré par spectrophotométrie, et plus la réduction de
la couleur est importante, plus I'antioxydant est puissant. (Halliwell, 1997; Azeez et al., 2017,
K. Kim et al., 2016).
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Figure 7. Mécanismes de piégeage du DPPH par un antioxydant (AH)

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH

(Blois, 1958), BHT et le BHA ont été utilisés comme standards.

Une solution méthanolique de DPPH a été préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans 100 mL
de méthanol, puis elle a été gardée a -20°Cet a I’abri de la lumiére. L’absorbance a été mesurée
a517nm.

e Procédure
Les 40uL de solutions d'échantillons contenant 4mg/mL ont été combinés avec 160 pL de
solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été laissé réagir pendant 30 minutes a température

ambiante dans 1’obscurité, puis L'absorbance des échantillons a été mesurée a 517 nm.
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10.1.2 Activité de piégeage des radicaux 2,20-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS)

e Principe
Ce test repose sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical cationique 2,2'-azinobis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Figure 11), passant d'une couleur vert bleu a un ABTS
incolore. La réaction est quantifiée en mesurant [’absorbance de la solution par

spectrophotometre a 734 nm.

La solution ABTS a été préparée en mélangeant deux solutions, Une solution d'ABTS (2,2'-
azino-bis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) a une concentration de 7 mM (19,2 mg
dans 5 mL d'eau distillée) et une solution de persulfate de potassium (K.S20s) a 2,45 mM (3,3
mg dans 5 mL d'eau distillée). Le mélange réactionnel a été incubé a température ambiante et a
l'obscurité pendant 12 a 16 heures afin d'assurer la formation compléte du radical. Avant son
utilisation pour les analyses, cette solution mere a été diluée avec de I'éthanol ou de I'eau

distillée jusqu'a atteindre une absorbance de 0,700 + 0,020 a 734 nm.
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Figure 8. Mécanisme d'action de I'ABTS

e Procédure
Le test ABTS a été réalisé selon la méthode de Re et al. (1999). Un total de 40 pL d'extrait a
différentes concentrations a été mélangé a 160 pL de solution d'/ABTS. Aprés une période

d'incubation de 20 minutes, l'absorbance a été quantifiée a 517 nm.
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10.1.3 Activité de pouvoir reducteur ferrique antioxydant (FRAP)

e Principe
Ce test indique le potentiel d'un composé a protéger contre le stress oxydatif en donnant des
électrons pour stabiliser d'autres molécules et les empécher de devenir elles-mémes des

radicaux libres.

Le test utilise un réactif, comme le ferricyanure de potassium, de couleur jaune. L'antioxydant
réduit le ferricyanure en ferrocyanure, qui est incolore. Cette réaction est ensuite mesurée par
spectrophotomeétrie, et plus la réduction de la couleur est importante, plus le pouvoir réducteur

de l'antioxydant est élevé (Xiao et al., 2020).

L'activité de pouvoir réducteur a été déterminée selon la méthode de Oyaizu (1986) avec une

Iégére modification.

e Procédure
A 10 pL de solution d'échantillon (extrait ou standard) dans le méthanol a différentes
concentrations ont été combinés avec 40 uL de tampon phosphate (pH = 6,6) et 50 pl de
ferricyanure de potassium (1 %). Le mélange a été incubé a 50 °C Pendant vingt minutes,
Ensuite, lI'absorbance a été mesurée a 700 nm apres avoir ajouté dans I'ordre 50 pL de solution
d'acide trichloracétique (10%), 40 pL d'eau distillée et 10 pL de solution de chlorure ferrique
(0,1%).

10.1.4. Activité de la O-phénanthroline

Dans ce test, la phénanthroline forme un complexe avec les ions ferreux (Fe2+) qui peuvent
étre oxydés par les radicaux présents dans I'échantillon testé (Nkhili et al., 2014). Les
antioxydants présents dans I'échantillon agissent en neutralisant ces radicaux, empéchant ainsi
l'oxydation du complexe fer-phénanthroline. L'évaluation spectrophotométrique de la capacité
des antioxydants a prévenir I'oxydation repose sur le changement d'intensité de la couleur du
complexe fer-phénanthroline. Plus l'intensité de la couleur est élevée, plus lactivité

antioxydante est puissante (Hossain et al., 2013).
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e Procédure
La méthode de la phénanthroline a été réalisée selon le protocole décrit par Szydlowska-
Czerniak et al. (2008).

Un total de 10 pL de diverses dilutions de solutions d'échantillons (extrait ou standard) dans le
méthanol a été combiné a 50 puL de FeClz (0,2 %). 30 uL de O-phénanthroline (0,5 %) ont
ensuite été ajoutés, et le mélange a été ajusté avec 110 uL de méthanol. L'absorbance a été

déterminée a 510 nm aprés une période d'incubation de 20 minutes a 30°C.

10.2. Activité antiinflammatoire

e Principe
Le potentiel anti-inflammatoire a été examiné in vitro en se fondant sur l'inhibition de la
dénaturation de l'albumine sérique bovine (ASB), en modifiant la technique de Kandikattu et
al. (2013). Le processus de dénaturation des protéines est une caractéristique spécifique des

phénomeénes inflammatoires.

e Procédure
Dans cette expérience, 0,5 mL de solution de BSA (1% p/v dans un tampon phosphate salin,
pH 6,4) a été combiné avec 0,5 mL d'extrait a diverses concentrations. Le diclofénac sodique a
été utilisé comme référence positive. Un contrble négatif, (sans extrait), a été élaboré de facon
identique. Les mélanges ont d'abord été incubés a température ambiante (37°C) pendant 20
minutes, puis la dénaturation a été déclenchée par chauffage dans un bain-marie a 72°C pendant
5 minutes. Par la suite, les tubes ont été rapidement refroidis sous un jet d'eau. L'absorbance
des solutions, associée a la turbidité causée par la dénaturation, a été mesurée a 660 nm.
L'ensemble des tests ont été conduits en trois exemplaires et le taux d'inhibition a été déterminé

grace a la formule suivante :

% Inhibition = [(Ao - A1) /Ad] X 100
Ici, Ao représente l'absorbance du témoin tandis qu'A: correspond a l'absorbance de

I'échantillon.
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10.3. Activité du facteur de protection solaire
Le SPF a eté calculé en utilisant la méthodologie decrite par Mansur et al. (1986). Des
concentrations de 1mg/mL de chaque extrait ont été préparées et distribuées dans des puits de

200 pL d'une microplaque a 96 puits.

L'absorbance a été mesurée dans la gamme de 290 & 320 nanomeétres tous les 5 nm (UV-B).

320

SPF spectrophotometric = CFx Z 290

EE()x I(A)x Abs (1)

EE : spectre de l'effet érythémateux

| : spectre d'intensité solaire

Abs : absorbance du produit de protection solaire
CF : facteur de correction (= 10)

Les paramétres EE X | sont des constantes déterminées par Sayre et al. (1979).

Tableau 3 : Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF (Mansur et al., 1986)

Longueur d’onde A (nm) EE (W)x I(A) (Normes)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1
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10.4. Activité inhibitrice de a-glucosidase
e Procédure

Les effets inhibiteurs des extraits sur l'enzyme a-glucosidase ont €té mesurés en suivant le
protocol de Alyar et al. (2019) . Le 4-nitrophényl-alpha-d-glucopyranoside a été utilisé comme
substrat pour cette réaction. La solution enzymatique a été préparée a partir d'une solution
contenant 0,15 a 0,3 unité/mL d'alpha-glucosidase dans de I'eau déionisée froide. En bref, 100
ml de tampon (phosphate 1,0 M, pH 6,8), 90 uL d'extraits a différentes concentrations et 10 Ml
de solution enzymatique ont été transférés dans un puits de plaque. Ensuite, le tout a été incubé
a 25 °C pendant 15 minutes et la réaction a été déclenchée par 1'ajout de 40 pL de solution de
substrat (5 mM). La variation d'absorbance des puits pendant 10 minutes a été enregistrée a 408

nm.

10.5. Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase
(BChE)
e Principe
L'activité anti-Alzheimer de I'huile essentielle des parties aériennes de T. polium a été évaluée
in vitro en mesurant [l'activité anti-cholinestérase par les méthodes d'inhibition de
I'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE). La mesure a été effectuée
selon l'approche spectrophotométrique decrite a I'origine par Ellman et al. (1961), avec des
ajustements mineurs. L'iodure d'acétylthiocholine (ACI) et le chlorure de butyrylthiocholine
(BuCi) ont servi de substrats de réaction. La solution de DTNB (5,50-Dithiobis (acide 2-

nitrobenzoique)) a éte utilisee pour évaluer l'activité de la cholinestérase.

e Procédure
Dans chaque puits des plagues, 50 pL de Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0), 100 pl d'eau purifiée, 10
puL d’AChE/BChE (0,018 U/ml dans le tampon, pH 8,0) et 100 pL de 5 mM d'acide 5,5-Dithio-
bis(2-nitro-benzoique) (dissous dans le tampon de dosage) ont été distribués a l'aide d'une
pipette automatique a 8 canaux, suivis d'une incubation de 10 minutes a 30 °C. La réaction a
commencé par l'ajout de 25 pL de substrats dans de l'eau propre (15 mM d'iodure
d'acétylthiocholine pour I'AChE ou 15 mM d'iodure de butyrylthiocholine pour la BChE) au

mélange.

Une augmentation de l'absorbance par minute a été mesurée a 408 nm pendant une durée de 5
minutes pour toutes les évaluations de l'activité. Les échantillons a blanc ont été générés en

remplacgant I'enzyme par de I'eau pure tout en conservant tous les autres réactifs inchangeés. Les
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extraits ont été dissous dans du DMSO a une concentration de 20 mg/mL, puis dilués dix fois
avec de I'eau distillée. L'impact sur les enzymes a été pris en compte en raison de l'influence du

DMSO sur l'activité enzymatique.

11.  Analyse statistique
Toutes les analyses statistiques et les visualisations ont été effectuées a l'aide du logiciel R

(version 4.3.1) dans I'environnement de développement intégré RStudio (version 2023.06.1)

v Pour les données physico-chimiques du sol, une analyse de variance a un facteur
(ANOVA) a été effectuée pour détecter les différences significatives entre les régions,
suivie de comparaisons par paire avec le test t de Welch, en utilisant les paquets
ggstatsplot (Patil, 2021) , Les résultats ont été visualisés sous forme de diagrammes en
boite représentant la distribution de chaque parameétre par région, avec les valeurs p
ajustees des comparaisons par paire annotées pour toutes les combinaisons de régions.

v Une analyse de corrélation de Pearson a été réalisée pour examiner les relations entre
les paramétres physicochimiques du sol et les familles chimiques des composés des
huiles essentielles. Le coefficient de corrélation de Pearson (r) a été calculé pour toutes
les combinaisons de variables par paire a l'aide de la fonction cor.

v L'analyse de la similarité des composés entre les régions a été effectuée qualitativement
(c'est-a-dire présence/absence de composes) a l'aide des indices de Jaccard et de
Sgrensen et quantitativement (c'est-a-dire teneur réelle en composés) a l'aide des indices
de Morisita-Horn et de Bray-Curtis.

v Pour les tests biologiques in vitro, les résultats ont été présentés comme la valeur
moyenne * ['écart-type de trois mesures simultanées. Une analyse de variance
(ANOVA) a été réalisée pour comparer les moyennes, suivie du test post hoc de Tukey.
L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 8.4
(Software, San Diego, CA, USA). Les différences significatives ont été notées lorsque

la valeur p était inférieure a 5 %.
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Résultats
1. Enquéte ethnobotanique

L'enquéte ethnobotanique menée aupres de 250 informateurs répartis sur cing régions a montré
que T. polium est utilisée selon la grande majorité dans le traitement des plaies et escarres,
confirmant ainsi ses propriétes cicatrisantes. Toutefois, elle est utilisee dans le traitement des
maladies gastriques (Brulures et ulcéres gastriques, gastrites, .... etc.), pour ses propriétés
hypoglycémiantes et dans des cas moindres pour soulager les douleurs articulaires notamment
dans la région de Biskra (soit 2%).

L’enquéte régionale a révélé que la majorité des personnes interrogées particulierement les plus
agées ont des connaissances plus ou moins précises sur cette espece., et de ses vertus
thérapeutiques. La plante est traditionnellement utilisée notamment sous forme de cataplasme
dans les soins des plaies et les feuilles sont les parties les plus utilisées avec un taux de 100%.

L’analyse des résultats de notre enquéte fait ressortir que la totalité des personnes interrogées,
soit 100% pour les deux régions (Biskra et Tébessa), connaissent la plante et soulignent a
I’'unanimité I’excellence de son efficacité thérapeutique, ce qui se traduit par une fréquence de

citation relative (RFC) atteignant sa valeur maximale de 1,0.
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Tableau 4 : Synthése des indices ethnobotaniques et des usages de Teucrium polium dans les
cing régions d'étude.

Parametres |Annaba |Guelma |Souk- Tébessa Biskra Total/
Ahras Moyenne
Nombre 50 50 50 50 50 250
d'informateu
rs (N)
Nombre de 27 31 42 50 50 200
citations
(FC)
Fréquence de |0,54 0,62 0,84 1 1 0,80
citation
(RFC)
uv 0,94 1,24 0,84 1 2,9 1,38
Nom Khayatet |El El Jaada Khayatet |El khayata
Vernaculaire |elDjran  |khayata  |khayata |E| el Djrah | (majoritair
khayata  |El e)
Khyata
Jaada
La forme Cataplas |Cataplas |Cataplas |Cataplas |Cataplas |Cataplasm
d'utilisation |me me me me me e et
Tisane Tisane Tisane Tisane Tisane
Tisane
Partie Feuille Feuille Feuille Feuille Feuille Feuille
utilisée
Maladies Plaies Plaies Plaies Plaies Plaies Plaies (
traitées Ulcére Diabéte Diabéte ~ |majoritaire
Ulcére )
Escarres
Les
douleurs
articulaire
S

N : Nombre d'informateurs ; FC : Fréquence de Citation ; RFC : Fréquence de Citation
Relative ; UV : Valeur d'Usage.




2. Rendement des extraits
2.1. Rendement des huiles essentielles
Les rendements en huiles essentielles obtenues par hydrodistillation sont présentés dans la

figure (12).

Les rendements en huiles essentielles sont globalement faibles, variant entre 0,10% et 0,18%.
Il existe de légeres variations de rendement entre les régions. La région d'Annaba présente le
rendement le plus élevé (0,18%), tandis que les régions de Tébessa, Biskra, Souk-Ahras
affichent des rendements similaires, et enfin la région de Guelma qui révéle le rendement le

plus faible.
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Figure 9. Rendement de I’huile essentielle dans les différentes régions

2.2. Rendements des extraits bruts
Les résultats mettent en évidence des variations significatives des rendements d'extraction en
fonction du solvant utilisé et la localisation géographique. Le méthanol s'est révélé étre le
solvant le plus performant pour I'extraction des composeés de la plante étudiée dans toutes les
zones, en particulier a Guelma. Tandis que Biskra a révélé le rendement le plus faible pour les
trois solvants.

e Extrait méthanolique (MeOH) : affiche les rendements les plus élevés dans toutes les
régions. Les régions de Guelma et de Tébessa se distinguent par des taux
particulierement importants soit 11,1% et 8,89% respectivement.

e Extrait de Dichlorométhane (DCM) : les rendements obtenus par le dichlorométhane
sont inférieurs a ceux obtenus par le méthanol, mais généralement plus élevés que ceux
de I'éther de pétrole.

e Extrait de ’Ether de Pétrole (EDP) : se caractérise par les rendements les plus faibles




dans toutes les régions.

La figure (13) ci-dessous est un histogramme qui illustre le rendement de chaque extrait brut
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Figure 10. Rendement des extraits bruts dans les différentes régions

3. Screening chimique des métabolites secondaires
Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés pour les cing régions étudiées
ont montré la présence des flavonoides, tanins catéchiques, alcaloides, anthocyanes,
cardénolides, terpénes et stéroles, composés réducteurs, mucilage et huiles essentielles, En
revanche, les tests ont donné des résultats négatifs pour les coumarines, les anthraquinones, les
saponosides et les leuco-anthocyanes.

Tableau 5 : résultats du screening phytochimique

Tests Annaba Guelma Souk Ahras Tebessa Biskra
Régions

Tanins + + + + ¥
Anthocyanes + + + + n
Leuco-anthocyanes - - - - -
Saponosides - - - - i
Alcaloides + + + + ¥
Flavonoides + + + + n
Cardinodes + + + + n
Terpénes et stérols + + + + +
Coumarines - - - - -
Anthraquinone - - - - -
Composés + + + n n
réducteurs

Mucilage + + + + ¥
Huile essentielle + + + + +
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(+) : Présence ; (-) : Absence
4. Détermination des composés bioactifs totaux

La teneur en polyphénols (tableau 6) et en Flavonoides totaux (tableau 7) varie
considérablement d'une région a l'autre et en fonction du solvant utilisé pour I'extraction.
L'extrait méthanolique (MeOH) se distingue par la plus forte concentration de composés
phénoliques totaux dans toutes les régions. La région d’Annaba (331,74+0,67 ug GAE/mg) et
celle de Guelma (320,57+2,71 pg GAE/mg) ayant la valeur la plus élevée. Bien qu'inférieurs a
I'extrait MeOH, les extraits DCM et EDP contiennent des quantités considérables de composés
phénoliques et de flavonoides. L'étude révele que la région de Souk Ahras affiche la
concentration la plus élevée de polyphénols dans les extraits de dichlorométhane et éther de
pétrole tandis que Biskra présente la concentration la plus basse de polyphénols dans la plupart
des solvants, notamment dans I'extrait MeOH.

Tableau 6 : teneur en polyphénols totaux (TPC)

Echantillons Teneur en polyphénols totaux (TC) (ug GAE/mg)
MeoH DCM EDP
Annaba 331,74+0,67 36,64+2,03 10,27+2,37
Guelma 320,56+2,71 55,47+0,50 18,80+1,95
Souk Ahras 291,94+0,509 76,05+1,47 76,35+0,50
Tébessa 230,37+0,84 71,35+5,60 33,80+1,69
Biskra 190,96+1,69 61,94+3,05 30,96+3,22
La teneur totale en phénols a été exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique/mg d'extrait (ug
GAE/mg).
Tableau 7 : teneur en flavonoides totaux (TFC) Flavonoids (ug QE/mg)
Echantillons Flavonoides (ug QE/mg)
MeoH DCM EDP
Annaba 210,20+2,71 10+2,69 NT
Guelma 237,84+0,50 25+2,42 NT
Souk Ahras 198,47+1,92 34+2,71 NT
Tébessa 205,34+1,69 28+2,71 NT
Biskra 150,62+0,67 18+2,19 NT

Le contenu en flavonoides a été exprimé en pg d’équivalents de quercétine/mg d'extrait (ug

QE/mg) ; NT : non détecté.




Résultats et discussion

5. Analyses des sols

Les résultats des propriétés physico-chimiques des sols dans les cing régions étudiées (Annaba,
Guelma, Souk-Ahras, Tébessa et Biskra) ont révélé des variations significatives pour plusieurs
paramétres (P< 0.05), comme illustré dans les figures 11,12,13,14 et 15, qui montre des
boxplots combinés des dix paramétres mesurés avec leurs comparaisons par paire. La
conductivité du sol a montré une différence entre Biskra et chacune des autres régions (P =
0.01), le pH du sol est systématiquement alcalin dans toutes les régions étudiées, avec des
valeurs allant de 8,22 a 8,59, aucune différence significative n'a été détectée entre les régions
(tableau8). En ce qui concerne les teneurs en carbonates, les valeurs étaient significativement
plus élevées a Biskra (58,68%) qu'a Tébessa (7,45%) et des valeurs intermédiaires a Annaba
(22,79%) et Guelma (40,05%). De méme, le calcaire actif a montré des différences
significatives a Guelma (34,5%) et Biskra (17,5%) avec une absence totale a Tébessa (0%).
L'azote total varie significativement entre les régions, Guelma (0,27%) montrant des valeurs
plus élevées que Tébessa (0,04%) et Biskra (0,08%). Les niveaux de phosphore sont
généralement faibles, allant de 0,008 meqg/100g a 0,03 meq/100g et le calcium échangeable
varie considérablement, élevé a Annaba et Guelma (25,2 et 32,8 meq/100g), moderé a Tébessa
et Biskra (21,5 et 27,5 meq/100g).

Tableau 8 : parametres physicochimiques des sols étudiés

Région Con | PH | Carb | Calca | Azote | Phos | Potassi | Magnési | Calcium | Sodium
ducti onate | ire total | phor | um um échange | échangeab
vité % actif | % e échang | échange | able le
ms/c % ppm | eable able meq/100 | meq/100gr
m meq/10 | meqg/100 | gr

Ogr gr

Annaba | 0,16 | 8,36 | 22,79 | 15,63 | 0,13 5,6 0,2 1 25,2 0,7

Guelma | 0,17 | 8,39 | 40,05 | 345 | 0,27 5,4 0,3 0,8 32,8 0,8

Souk-

Ahras 0.03 | 84 | 40.12 | 32.25 | 0.28 5,6 0.8 1.8 34 0.7

Tébessa | 0,16 | 859 | 7,45 0 0,04 2,4 0,2 0,5 21,5 0,9

Biskra 04 | 822 | 5868 | 175 | 0,08 7.8 0,5 0,7 27,5 0,3
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Exchangeable Calcium (meq/100g) Across Regions
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Figure 11. Diagrammes en boites représentant les teneurs en calcium et en carbonate des sols étudiés
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Exchangeable Sodium (meqg/100g) Across Regions
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6. Caractérisation des extraits
6.1 Caractérisation par analyse spectroscopique UV.VIS.NIR

Des spectres UV-Visible ont été utilisés pour identifier la nature des composés présents dans
différents extraits, en se basant sur les types de transitions électroniques et les longueurs d'onde
d'absorption caractéristiques, Les différences dans I'intensité des pics entre les spectres refléte
des variations dans la concentration des composés actifs et des différences dans la composition
chimique en fonction de la région.

6.1.1. Extrait méthanolique

e Pour les longueurs d’onde 664, 630, 562, 536, 524, 504 et 370 nm : la transition
électronique © — ©* chromophore.

De nombreux pics d’absorption a différentes longueurs d’onde (664, 630, 562, 536, 524, 504 et
370 nm) ou des transitions électroniques = — n* de chromophores ont été observées.

e Pour les longueurs d’onde 302/262 nm : un groupement OH et C-H
A 302 nm et 262 nm, le spectre indique la présence de groupements hydroxyles (-OH) et de
liaisons carbone-hydrogene (C-H).

e Pour 288 nm : bandes électroniques des liaisons 1 — ©* (C=C) et C=H
A 288 nm, des bandes électroniques dues aux transitions = — m* impliquant des doubles liaisons

carbone-carbone (C=C) et des liaisons C-H ont été observées.
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Figure 16. Caractérisation de l'extrait méthanolique par analyse
spectroscopique UV-VIS




6.1.2. Extrait de dichlorométhane

e Pour 608, 536, 524, 380 et 330 nm = les transitions 71 — w*

Similaire a I'extrait MeOH, les pics d'absorption & 608, 536, 524, 380 et 330 nm sont tous

attribués a des transitions 1 — 7*. La présence de multiples transitions 1 — n* dans cette

gamme de longueurs d'onde indique la présence de plusieurs chromophores.
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6.1.3. Extrait d’éther de Pétrole
Toutes les absorptions mentionnées (394 nm, 666 nm, 608 nm) sont attribuées a des transitions
T — ¥,

¢ 394 nm =7 — 7* aromatique - colorant

Cela signifie qu'a 394 nm, il y a une transition électronique de type "n a T*" qui est
caracteristique des composés aromatiques et des colorants.

e 666 nm=m — 7* = Cyanin / Polyméthine - colorant

A 666 nm, une autre transition T — 7* est observée, attribuée a la présence de cyanine ou de
polyméthine.

e 608 nm =m — 7* chromophores - colorant

Transition T — 7* typique des chromophores et colorants.
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Figure 18. Caractérisation de I'extrait EDP par analyse spectroscopique UV-
VIS
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6.1.4. Huile essentielle

Toutes les absorptions observées sont attribuées a des transitions électroniques de type m—m#
e Zone ~200 - 400 nm = n—n*7— 7+ aromatique - colorant.
e Zone ~608 nm = n—mxz—* chromophores — colorant.
e Zone ~666 nm = n—mnxz—7* Cyanine / Polyméthine — colorant.
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Figure 19. Caractérisation de I’huile essentielle par analyse spectroscopique UV-VIS
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6.2.Caractérisation par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
Un total de 28 composés phytochimiques ont été utilisés comme standards afin d'identifier la
composition chimique de I’extrait méthanolique de T.polium, et I'analyse comparative des
profils phytochimiques des cing régions a révelé une variation significative, Le nombre de
composés détectés varie selon la région : 21 composés détectés pour la région de Annaba, 14
pour Guelma, 22 pour Souk-Ahras, 21 pour Tébessa et 15 pour Biskra. 12 composés sont
partagés par lI'ensemble des cing régions, comme l'illustre le diagramme de Venn (Figure 20) et
la plus forte similarité a été observée entre Annaba et Souk-Ahras, qui partagent le plus grand
nombre de molécules (20 molécules), un indice de Jaccard 87.0 % et I’indice de Sorensen le
plus élevé (soit 93%). Les indices de similarité basé sur I'abondance (Bray-Curtis > 72%,
Morisita-Horn > 95%) ont montré un degré élevé de chevauchement entre les régions (tableau
10)
Afin de visualiser la structure de ces interactions, une analyse factorielle des correspondances
(AFC) a été realisée (Figure 21), le bipolt a demontré I'existence de deux groupes, Le premier
groupe, comprenant Guelma, Souk-Ahras, Tébessa et Biskra, est caractérisé par des niveaux
élevés de composés tels que le thymol, le béta-caroténe et le keampferol et le deuxieme groupe,
en l’occurrence Annaba, est caractérise par des concentrations plus élevées d'acide 2-
méthoxybenzoique et d'acide 4-méthoxybenzoigue.
Les principaux composés détectés sont: L'acide coumarique qui est le composé le plus
abondant dans toutes les régions, le thymol, et le béta-caroténe présentent des pourcentages de
surface plus élevés a Guelma, Souk-Ahras et Tébessa, le keampferol est le plus abondant a
Guelma et Tébessa, avec de faibles niveaux a Biskra. L'acide salicylique et I'hespérine, avec
des niveaux plus élevés a Guelma et Souk-Ahras, I'acide 2-méthoxybenzoique est plus abondant
a Annaba. Les composés N°17, 19, 23, 28 n’ont pas pu étre identifiés dans les cinq régions.
Ces résultats montrent une dominance des acides phénoliques, qui constituent entre 86,5% et
96,4% de la composition totale (figure 22). Les spécimens de Guelma se distinguent par une
concentration importante de terpénoides (6,7%) et de flavonoides (5,9%), tandis que ceux

d'Annaba présentent une concentration maximale en acides phénoliques (96,4%).
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Tableau 9 : caractérisation phytochimique de ’extrait méthanolique des cing zones d'étude par

LC-MS/MS.
Area %
ID# Nom m;g;mg:ie 'Il?i?rté Souk- .
Annaba Guelma Ahras Tebessa Biskra
Hydroxy quinolin CoH/NO | 4,224 19853 12362 | 10334 | 44295 | 11314
Thymol C10H140 0,829 1334324 3703264 | 3309865 | 2953423 | 2048055
3 Z'Memg’é?’dbe”mic CeHsOs | 0,833 | 17762715 ND | 1271429 | 1197098 | 994371
4 4'”‘““2’8’5’8”20“ CsHsOs | 0,83 | 33277449 | 2836813 | 2204075 | 2214108 | 1649476
5 Acide coumarique CoHsO3 0,833 1.47E+08 1.93E+08 | 1.74E+08 | 1.81E+08 | 1.62E+08
6 kojic Acid CesH6O4 0,829 24085 ND 42750 42926 25859
7 Ferulic Acid C10H1004 0 63588 ND ND 27863 ND
8 Naringenin CisH1205 0.822 20892 108975 96687 87895 85808
9 Beta carotene CaoHss 14,222 90857 12928046 | 11913381 | 11659361 | 10615998
10 keampferol C15H1006 11,6 5375788 12220410 | 6694974 | 10269703 | 2365926
11 Quiercitine CisH1007 11,118 305217 96648 92809 91058 103270
12 Valinin CgHsO3 4,482 86977 14196 9614 NT NT
13 Chrysin Ci1sH1004 0,831 60830 30146 28481 24675 18695
14 Merycetin CisHi100s | 1.488 41881 ND 9467 ND ND
15 Folic acid C19H19N7Os | 12,183 14854 3395 3439 2930 ND
16 Rutine C27H30016 3,618 25457 NT 9396 7864 ND
17 Catechin Hydrate CisH1607 NT ND ND ND ND ND
18 Sinapic Acid C11H120s 4.56 ND NT 3220 ND ND
19 4-hydroxy coumarin C27H30016 NT ND ND ND ND ND
20 |3>DIVEOYDEnzOlC| o, | 3676 | 18921 ND | 21144 | NP ND
21 Caffiec Acid CoHgO4 1.271 ND ND 23617 44418 ND
22 Cis-p.coumaric Acid CoHgO3 20,253 303671 45573 46641 47677 39892
23 Syringic Acid CoH100s ND ND ND ND ND ND
24 Salysilic Acid C7HeO3 9.426 108476 374890 353250 328870 297524
25 Gallic Acid C4H404 1,401 8322 ND 6113 ND NT
26 Luteonil Ci5H1006 ND ND ND ND 4922 17463
27 Hespertin C16H1406 16.61 67219 912808 891984 827835 568594
28 chlorogenique acide - Ci16H1509 ND ND ND ND ND ND

ND : non détecté ; Ret. Time : temps de rétention
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Figure 21. Diagramme de Venn illustrant la répartition des composés entre les régions
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Figure 22. Biplot d'analyse factorielle de correspondance (AFC) illustrant la répartition
des composés par région
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Tableau 10 : analyse de la similitude qualitative et quantitative entre les composés sélectionnés dans 1’extrait méthanolique des cing régions. Les

valeurs entre crochets représentent le nombre de composés de chaque région.

Comparaisons par paires Composés Scores de similarité (%)
Premiere région Deuxiéme region partages Jaccard Sorensen index  Morisita-Horn index  Bray-Curtis
index index
Annaba [VOC = 21] Guelma [VOC = 14] 15 66,7 80 95,8 72,7
Annaba [VOC =21] Souk-Ahras [VOC =22 ] 20 87,0 93 95,7 77,5
Annaba [VOC =21] Tébessa [VOC =19 ] 17 73,9 85 95,8 75,6
Annaba [VOC =21] Biskra [VOC = 15] 14 63,6 77,8 95,1 79,5
Biskra [VOC = 15] Guelma [VOC = 14 12 70,6 82,8 99,8 88,3
Biskra [VOC = 15] Souk-Ahras [VOC = 22] 14 60,9 75,7 99,9 94,7
Biskra [VOC = 15] Tébessa [VOC = 19] 15 78,9 88,2 99,8 92,3
Guelma [VOC =14 Souk-Ahras [VOC = 22] 14 63,6 77,8 100 93,4
Guelma [VOC =14 Tébessa [VOC = 19] 13 65 78,8 100 95,9
Souk-Ahras [VOC=22] Tébessa [VOC=19] 17 70 82,9 100 97,2
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Figure 23. Répartition quantitative des familles chimiques des composeés par région. Les
chiffres dans les cercles correspondent a des pourcentages

L'analyse de la matrice de corrélation met en évidence des corrélations significatives entre la
composition chimique des extraits et les paramétres physico-chimiques du sol.
Les Flavonoides présentent des corrélations positives et hautement significatives avec
le Sodium (r = 0,87) et le pH (r = 0,76). Cependant, une corrélation négative a été observée
avec la Conductivité (r = -0,54). A l'inverse, les Acides Phénoliques montrent des corrélations
négatives avec ces mémes parametres (r = -0,43 pour le pH et r = -0,36 pour le Sodium), ainsi
guavec le Calcium (r = -0,34). Les Composés Hétérocycliques Azotés affichent des
corrélations négatives le Calcium (r = -0,87), le Calcaire actif (r = -0,85), le Phosphore (r = -
0,80) et I'Azote total (r = -0,65). En revanche, les Terpénes / Caroténoides montrent des

corrélations positives avec le Calcium (r =0,36) et le Potassium (r =0,49).
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Figure 24. Matrice de corrélation entre les paramétres physico-chimiques du sol et les
composés identifiés dans 1’extrait méthanolique

6.3. Caractérisation par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS) d'huiles
essentielles provenant des cing régions différentes révele des variations intéressantes dans leur
composition chimique, les résultats sont présentés dans le tableau voir (annexe 1). En examinant
les pourcentages de surface des pics, nous avons pu identifier les principaux composants qui
dominent la composition de chaque échantillon. L'échantillon de Biskra présente le plus grand
nombre de composes identifiés (soit 68). L'échantillon de Tébessa contient 63 composés, suivi
de Guelma avec 60 constituants et d'’Annaba avec 59 constituants. Chaque échantillon présente
également des composés uniques. Le 3-1sopropenyl-5-methyl-1-cyclohexene est un composé
majeur dans I'échantillon de Biskra, tandis que le (1R,2S,6S,7S,8S) -8-1sopropyl-1-methyl-3-
met est un composé majeur dans les trois autres échantillons.
Suite a ’observation de variations de teneurs des composés majoritaires, les données de la
composition chimique des cing échantillons ont fait I'objet d'une analyse statistique pour
évaluer la variabilité chimique des huiles essentielles de Teucrium polium. Ainsi, L'application
de l'analyse factorielle (figure 25) a permis d'identifier trois groupes distincts, les deux régions

Guelma et Annaba étant géographiquement proches et similaires sur le plan factoriel, forment
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un groupe cohérent, elles partagent 28 composes et affichent les scores de similarité les plus
élevés, notamment avec un indice de Morisita-Horn de 92 % et un indice de Bray-Curtis de
69,6 % (tableau 11). Le deuxieme groupe englobe les spécimens de Tébessa et Souk Ahras se
caractérise par une multitude de composés appartenant principalement aux sesquiterpénes et
monoterpénes. Et finalement le troisieme groupe lié a la région de Biskra est caractérisé par des
aldehydes monoterpéniques et des alcools monoterpéniques, cette région se distingue
clairement gréce a un profil chimique unique, affichant les scores de similarité les plus bas dans
toutes ses analyses comparatives (indices de Morisita-Horn de 8,3 % et 7,5 % en comparaison
avec Annaba et Guelma, respectivement). Tandis que Souk-Ahras et Tébessa révelent des
profils chimiques comparables.

L'analyse de corrélation (Figure 26) a montré que certains parametres physicochimiques du sol
et les familles chimiques des huiles essentielles sont corrélés de maniére significative. Une
correlation hautement significative et positive a été observée entre le Phosphore du sol et deux
familles chimiques majeures : les Alcools (r = 0,93) et les Aldéhydes (r = 0,89). A l'inverse, le
Phosphore révéle une corrélation négative entre les Esters (r =-0,94), les Cétones (r = -0,71) et
les Sesquiterpenes (r = -0,51), de méme le pH du sol présente des corrélations negatives
significatives avec les furanes (r = -0,84), il est a noter que les furanes présentent une corrélation
positive avec la concentration en carbonate (r = 0,68) ainsi qu'avec la conductivite (r = 0,86).
Concernant les composés terpéniques, les Monoterpénes présentent des corrélations positives
modérées avec le Calcaire actif (r = 0,57) et I'Azote total (r = 0,55). En revanche,
les Sesquiterpenes montrent une corrélation trés forte avec la Conductivité du sol (r = 0,80).
Enfin, les Esters affichent une corrélation positive avec la conductivité (r = 0,48) et négative

avec le Phosphore (r = -0,94).
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Tableau 11 : analyse de la similitude qualitative et quantitative entre les composés identifiés dans I’huile essentielle des cing régions. Les valeurs

entre crochets représentent le nombre de composés de chaque région.

Comparaisons par paires Composés Scores de similarité (%)
Premiere région Deuxiéme region partages Jaccard Sorensen index  Morisita-Horn index  Bray-Curtis
index index
Annaba [VOC =59 ] Guelma [VOC = 65] 28 32,9 49,6 92 69,6
Annaba [VOC =59 ] Souk-Ahras [VOC = 65] 21 20,4 33,9 62 51,9
Annaba [VOC =59 ] Tébessa [VOC = 63] 15 21,40 85 54,6 38,1
Annaba [VOC = 59] Biskra [VOC = 68] 14 13,8 25,2 8,3 15,6
Biskra [VOC =68 ] Guelma [VOC = 60 20 19,4 32,5 7,5 17,1
Biskra [VOC = 68] Souk-Ahras [VOC = 65] 18 49 62 14 16,4
Biskra [VOC = 68] Tébessa [VOC = 63] 26 25,2 40,3 18,3 22,1
Guelma [VOC = 60] Souk-Ahras [VOC = 65] 28 23,5 38,1 6,6 13,5
Guelma [VOC = 60] Tébessa [VOC = 63] 25 26,9 42,4 45,5 35,3
Souk-Ahras [VOC =65] Tébessa [VOC = 63 ] 17 41 53,6 14 18,8

.
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7. Etude in Silico

7.1.ADMET

7.1.1. ADMET (Huile essentielle)
Les caractéristigues médicamenteuses et l'absorption gastro-intestinale des substances
sélectionnées dans diverses régions ont eté illustrées par la prediction de BOILED-EGG (figure
27) et le radar de biodisponibilité (figure 28).
Tous les composés respectent la regle de Lipinski et la majorité d'entre eux respectent la regle
de Veber, ce qui indique une bonne biodisponibilité orale potentielle. Cependant, seuls 9
composés (1, 4,5, 7,9, 10, 14, 15, 17) respectent la régle de Ghose.
Un LogP > 3 a été observé pour la majorité des composeés (14/17), ce qui suggére une bonne
solubilité dans les lipides, favorisant I'absorption a travers les membranes biologiques. Les
valeurs de Log Kp (perméation cutanée), comprises entre -2,98 et -5,68, sont faibles dans
I'ensemble (< -4,5 pour la plupart), ce qui indique une perméabilité intestinale limitée,
confirmée par la faible absorption gastro-intestinale (GI) prévue pour 14 des 17 composés.
Seuls les composés 13, 14 et 17, dont la TPSA n'est pas nulle (20,23 & 26,30 A2?) et dont le LogP
est plus faible, présentent une absorption gastro-intestinale élevée. 12 composés (1, 2, 3, 6, 8,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17) devraient étre permeéables a la barriere hémato-encéphalique.
Les composes 4, 5, 7, 9 et 10 présentent une perméabilité negative a la barriere hémato-
encéphalique. Seul le composé 1 est un inhibiteur de CYP1A2 et aucun composé n'inhibe
CYP2D6 et CYP3A4, pour CYP2C19 et CYP2C9, plusieurs composés (1, 4,5, 7,9, 10, 11, 15
pour CYP2C19; 1, 2,3,4,5,7,9, 10, 11, 15, 17 pour CYP2C9) sont des inhibiteurs.
En ce qui concerne les propriétés toxicologiques, la majorité des composés (1 a 17) présentent
un profil de toxicité relativement faible pour les différents paraméetres étudies. En ce qui
concerne I'hépatotoxicité, tous les composés sont considérés comme inactifs, avec des
probabilités élevées (0,69 a 0,84), ce qui suggere un faible risque de Iésions hépatiques. En
revanche, pour la neurotoxicité, environ 65 % des composés (1, 3,5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 15, 17)
devraient étre actifs, avec des probabilités modérées a élevées (0,50 a 0,67). Pour la
néphrotoxicité et la cardiotoxicité, tous les composés sont inactifs, avec des probabilités élevées
(0,60 a 0,93 pour la néphrotoxicité et 0,52 a 0,91 pour la cardiotoxicité). De méme, les
parametres de cancérogénicité, d'immunotoxicité, de mutagénicité et de cytotoxicité montrent
une inactivité presque totale pour tous les composés, avec des probabilités allant jusqu'a 0,99,
ce qui indique qu'il est improbable qu'ils induisent des mutations génétiques, des cancers, des
effets immunosuppresseurs ou une cytotoxicité générale.

Les valeurs prédites de la DL50 vont de 113 mg/kg (composé 6) a 5300 mg/kg (composés 4, 7,
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16), ce qui reflete une large gamme de toxicité orale aigué. La majorité des composés (16 sur

17) appartiennent a la classe de toxicité 5 (DL50 > 2000 mg/kg), ce qui indique une faible

toxicité aigué selon la classification du Systeme général harmonisé (SGH). Le composé 6, avec

une DL50 de 113 mg/kg (classe 3), est une exception significative, suggérant une toxicité aigué

modérée.

Tableau 12 : liste de composés majoritaires de 1’huile essentielle.

Composés N° Identifiant Smile Structure
du composé
(CID)
(1R,2S,6S,7S,8S)-8-1sopropyl-1- | 1 87529 CC(O)[C@@H]1C H
methyl-3- C[C@]2([C@H]3C
methylenetricyclo[4.4.0.02,7]deca 1C2CCC3=C)C
ne-rel- H
H

Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2- 2 6616 CCl(C2ccc(c2)cC
dimethyl-3-methylene-, (1R)- 1=C)C
D-Limonéne 3 440917 CCl=CC[C@@H]

(CCL)C(=C)C
(1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11- 4 13894533 C/C/1=C/CC/C(=C H
Tetramethylbicyclo[8.1.0]undeca- \[C@H]2[C@H](C \
2,6-diene 2(C)C)CC)/C \ H
Delta.-Cadinene 5 441005 CC1=C[C@H]2[C

@@H](CCC(=C2

CC1)C)Cc(C)C
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, 6 5281553 CC(=CcC/C=C(\C)/
(E)- Cc=C)C S=
Caryophyllene 7 5281515 CIC/1=C\CCC(=C)

[C@H]2CC([C@

@H]2CC1)(C)C
Beta.-Myrcene 8 31253 CC(=CCCC(=C)C

=C)C

{



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/87529
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/440917
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/13894533
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/441005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281553
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281515
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/31253

trimethyl-, [S-(2)]-

Gamma-Cadinene 9 15094 C=C1CcCc(ca2c=C

(C)cceznc(e)e
Beta.-Bisabolene 10 10104370 CC1=CC[C@H](C

Cl)C(=C)ccc=C(

C)C
Cyclohexane, 1-methylene-3-(1- | 11 26300 CC(=C)[C@@H]1
methylethenyl)-,R)- CCCC(=C)C1
Santolina triene 12 519872 CC(=CC(C=C)C(=

C)C)C S P
3-Cyclohexene-1-ethanol, 14 86753 CCl1=CCc(ccuc( OH
.beta.,4-dimethyl- C)CO E ;
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, | 15 5354882 CC(=CCCI/C(=C\C | Oy _oO N N
formate, (E) 0C=0)/C)C M
3-Isopropenyl-5-methyl-1- 16 23623049 C[C@H]1CC=C|[C
cyclohexene @H](C1)C(=C)C
Cycloheptene, 5-ethylidene-1- 17 5368779 C/C=C/1\CCC=C( ~
methyl- CCl)C
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11- | 18 5320128 CC(=CCcC/Cc(=C\C

N
%

CC(C)(C=C)0)/C)
C

.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/15094
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10104370
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/26300
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/519872
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/86753
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Figure 30. Radars de biodisponibilité et profils physico-chimiques ADME des Composés majoritaires. (\Voir le tableau 13 pour les codes
des composés)
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Tableau 13 : analyse ADMET in silico des principaux constituants de 1’huile essentielle des cinq régions.

Compounds 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
LogP 4,40 3,43 3,37 4,15 4,14 3,40 4,24 3,43 4,18 4,83 3,22 3,38 2,33 3,05 3,11 3,03 4,18
TPSA Az * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20,23 26,30 0 0 20,23
nHBA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 1
nHBD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Caco-2 Permeability -4,649 | -4568 | -4,438 | -4,589 | -4,585 -4,496 | -4,531 | -4,595 -4,781 -4,556 -4,531 -4,655 -4,821 -4,484 -4,637 -4,542 -4,602
Gl absorption** Low Low Low Low Low Low Low Low Low Low Low Low High High Low Low High
BBB permeant** Yes Yes Yes no no yes no yes no no yes yes yes yes yes yes yes
P-gp substrate** No No no no no no no no no no no no no no no no no
CYP1A2 inhibitor** yes No no no no no no no no no no no no no no no no
CYP2C19 inhibitor** yes No no yes yes no yes no yes no no no no no no no no
CYP2C9 inhibitor** yes Yes yes yes yes no yes no yes yes yes no no no yes no yes
CYP2D6 inhibitor ** no no no no no no no no no no no no no no no no no
CYP3A4 inhibitor** no no no no no no no no no no no no no no no no no
HLM Stability +++ .t ++ i +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ + + +++ ++ ++
Log Kp (skin -4,20 -3,89 -4,61 -4,85 -4,11 -4,44 -4,17 -2,98 -4,58 -4,13 -5,68 -4,47 -5,34 -4,23

: cm/s -4,13 cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s -4,49 cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s -4,33 cm/s cm/s
permeation)

cm/s cm/s cm/s

Li pi nski*** yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes
Ghose yes no no yes yes no yes no yes yes no no no yes no no yes
Veber yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes
CLplasma 9,234 | 10,363 | 11,965 | 14,79 11,857 10,846 | 11,749 | 10,174 10.017 11,77 9,719 12,475 | 11,531 9,769 10,599 | 12,257 | 11,315

ADMET : absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité, lipophilie *, pharmacocinétique **, probabilité de pharmacodynamisme ***,
TPSA : surface polaire topologique, nRB : nombre de liaisons rotables, NOHA : nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne, nOHD : nombre de
donneurs de liaisons hydrogene, WLOGP : coefficient de partage dans I'eau, absorption Gl : absorption gastro-intestinale, BBB : barriére hémato-
encéphalique, P-gp : glycoprotéine de perméabilité, CYP : cytochrome. (Voir le tableau 13 pour les codes des composés).




Tableau 14 : propriétés toxicologiques des composés majoritaires des huiles essentielles.

Hepatotoxicity | Neurotoxicity | Nephrotoxicity | Cardiotoxicity Immunotoxicity | Mutagenicity | Cytotoxicity | Nutritional | sr_are Predicted Predicted
Compounds Carcinogenicity toxicity LD50 Toxicity
(mg/kg) Class
Pr Pb Pr | Pb Pr Pb Pr | Pb Pr Pb Pr Pb Pr | Pb Pr | Pb Pr | Pb Pr | Pb
1 I 1084 |A|053 |I 093 |I |086 |I 0,75 |1 054 |1 [{091 |1 |068 /|1 [0,61]|1 |0,94]4700 5
2 I 10,79 |A 063 |I |092 |1 |091 |I 056 |I 09 |1 [{091 |1 |0,76 |1 |0,61]1 |0,91 5000 5
3 Il 10,76 |A | 0,6 I {088 |A (0,72 |I 0,65 |I 09 |1 {097 |1 [082|1 [0,78|1 |0,98 | 4400 5
4 | {083 I [058 |I [092 |1 [089 |I 0,72 |1 0,71 |1 [0,79 |I |0,74 |1 |0,7 |I |09 |5300 5
5 I 10,82 |[A 050 |I |09 |I {084 |I 0,75 |1 066 |1 [068 |I [069|1 |0,78|1 |0,93|4390 5
6 | {083 |[A 052 |I [083 |I [061 |I 051 |1 0,99 |[I |09 |I |[0,75|1 |0,70 |1 ]0,95] 113 3
7 I {080 (I (051 |I |092 |1 |[081 |I 0,70 |A |054 [I |095 |I |0,75 |1 [0,63|1 |0,92]| 5300 5
8 I 0,77 |A 050 |I 087 |A |[069 |I 0,60 |I 099 I [098 |I |[0,75|1 |0,74|A |1 5000 5
9 | {084 |A (054 |I |09 |I [075 |I 0,76 |A |055 [I |069 [I |[0,74]1 [0,70|1 | 0,87 | 4400 5
10 I {082 (I (05 |I 088 |I |067 |I 0,64 |A |060 |[I |093 |I |081|I1 [081|1 |0,56|4400 5
11 | [0,76 |A [062 |I |[087 |A [069 |I 0,62 |I 099 I {09 |I [080|1 |0,77 |1 |0,94 | 5000 5
12 | {084 |A 057 |I [085 |I |071 |A |060 |I 099 I [091 |I |0,73 |1 |0,73|1 |0,99 | 2610 5
13 | 10,78 |I 068 |I |0,72 |1 |0,63 |I 0,69 |I 082 |1 |088 |1 |08 (1 [082]1 |0,91|5000 5
14 | 1069 |I |081 |I 060 |I |0,87 |I 0,79 |1 099 |1 [099 |I [084 (|1 [0,88 |1 |0,99]|5000 5
15 I 1081 |A|067 |I |086 |1 |0,52 |I 0,57 |1 099 |I {088 |I [081 (I [0, 75|11 |0,98| 5000 5
16 I 10,75 |I 054 |I 088 |1 |0,58 |I 0,60 |I 097 |1 |093 |1 |081 (1 [083|1 |0,92]|5300 5
17 I 1081 |I (066 |I |087 |1 |081 |I 0,65 |I 099 |I [091 |I [081 (I [0,65]1 |0,99|5000 5

Pr : prédiction, Pb : probabilite, I : Inactif, A : Actif, sr_are : Facteur nucléaire (dérivé érythroide 2).
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7.1.2. ADMET (extrait méthanolique)

L'analyse ADMET (tableau 16) montre une bonne biodisponibilité orale potentielle pour
I'ensemble de la série, les composés (1 a 6) respecte strictement la régle de Lipinski ainsi que
la régle de Veber. Tous les autres composes (1, 2, 4, 5 et 6) affichent une absorption Gl élevee
et seul le composé N°1 présente un LogP supérieur a 3. Les composes 3 et 6 ne sont pas
perméables a la barriere hémato-encéphalique et les composés 1, 2, 4 et 5 sont capables de
franchir cette barriere.

En ce qui concerne les propriétés toxicologiques (tableau 17), la majorité des composés (1 a 6)
présentent des profils de toxicité différenciés selon les paramétres, Pour I'hépatotoxicity, la
majorité des composeés (1, 3, 5 et 6) sont considérés comme inactifs, toutefois, les composés 2
et 4 sont prédits comme actifs. En ce qui concerne la neurotoxicité, 50 % des substances (1, 3
et 5) sont susceptibles d'étre actives avec des probabilités variant de 0,50 a 0,83. Pour la
néphrotoxicité, les composés 2, 3 et 4 sont prédits actifs (0,71 a 0,76), tandis que les composés
1, 5 et 6 restent inactifs. En revanche, pour la cardiotoxicité, tous les composés sans exception
sont inactifs, avec des probabilités trés élevées (0,76 a 0,99). Tous les composés sont inactifs
pour la cancérogénicité (probabilités de 0,60 a 0,86) et la cytotoxicité (0,81 a 0,98). Pour
I'immunotoxicité, seul le composé 3 est prédit actif (0,76), et pour la mutagénicité, seul le
composé 5 présente un risque potentiel (0,71). Enfin, concernant la toxicité nutritionnelle, seul
le composé 6 est marqué comme actif avec une probabilité de 0,66.




Tableau 15 : liste de composés majoritaires de 1’extrait méthanolique.

2=C(C(=0)C3=C(
C=C(C=C302)0)0
)0)O

Composés Identifiant du Smile Structure
composé
(CID)
(1)- Thymol 6989 CC1=CC(=C(C=C
1)C(C)C)O
H 0
(2)- Acide 4-méthoxybenzoique 7478 COC1=CC=C(C=C H
1)C(=0)0 O
/0
(3)-Acide Coumarique 9840292 C1=CC(=CcC=C1/C o b
=C/C(=0)O)0O[C@
HI2[Ce@@H]([C@ H
HI([C@@H]([C@
H](02)C0O)0)0)0
" 0
0 0
(4)- Acide 2-méthoxybenzoique 11370 COC1=CcC=CC=C H
1C(=0)0O 0 0
0 \5
~
(5)- Béta-Caroténe 5280489 CC1=C(c(ccci)(
C)C)/C=C/C(=CIC o A
=C/C(=C/C=CIC= i
C(/C=C/C=C(/C=C '
/C2=C(CCCC2(C) e
C)CN\C)\C)/C)/IC w A
(6)- kaempférol 5280863 Cl=CC(=CC=C1C ve o
\

) O‘D
@
H

.
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Figure 31. Boiled-egg graphique des composés majoritaires de ’extrait méthanolique
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Figure 32. Radars de biodisponibilité et profils physico-chimiques ADME des Composés
majoritaires de I’extrait méthanolique
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Tableau 16 : analyse ADMET in silico des principaux constituants de 1’extrait méthanolique
des cing régions.

Composés 1 2 3 4 5 6
LogP 3161 | 1,49 | -0,38 1,39
1,39 1,58

TPSA A2 * 20,23 | 46,53 - 46,53 0 111,13

136.6

8
nHBA 1 3 8 3 0 6
nHBD 1 2 5 1 0 4
Caco-2 -4,48 | -4,856 | -6,057 | -4,737 | -4,888 | -5,969

Permeability
Gl absorption** | High | High | Low | High | High High
BBB permeant** | Yes Yes No Yes Yes No

P-gp substrate** | No No No No No No

CYP1A2 yes No No no No Yes
inhibitor**

CYP2C19 No No No No No No

inhibitor**

CYP2C9 No No No No No No

inhibitor**

CYP2D6 No No No No No Yes
inhibitor **

CYP3A4 No No No No No Yes

inhibitor**

HLM Stability +H+ | +++ +++
Log Kp (skin -4,87 |-5,84 | -8,70 | -6,10 | -6,10 | -6,70
permeation) cm/s | cm/s cm/s | cm/s | cm/s cm/s
Lipinski*** yes yes yes yes yes yes

Ghose No No No No No yes

Veber yes yes yes yes yes yes

CLplasma 7,708 | 2,861 | 1,943 | 6,195 | 8,92 | 5,694

ADMET : absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité, lipophilie *,
pharmacocinétique **, probabilité de pharmacodynamisme *** TPSA : surface polaire
topologique, NRB : nombre de liaisons rotables, NnOHA : nombre d'accepteurs de liaisons
hydrogene, nOHD : nombre de donneurs de liaisons hydrogene, WLOGP : coefficient de
partage dans l'eau, absorption Gl : absorption gastro-intestinale, BBB : barriére hémato-
encéphalique, P-gp : glycoprotéine de perméabilité, CYP : cytochrome. (Voir le tableau 16 pour
les codes des composés).




Tableau 17 : propriétés toxicologiques des composés majoritaires de I’extrait méthanolique.

Compounds | Hepatotoxicity | Neurotoxicity | Nephrotoxicity | Cardiotoxicity Immunotoxicity | Mutagenicity | Cytotoxicity | Nutritional | sr_are Predicted Predicted

Carcinogenicity toxicity LD50 Toxicity
(mg/kg) Class
Pr Pb Pr | Pb Pr Pb Pr | Pb Pr Pb Pr Pb Pr | Pb Pr | Pb Pr | Pb Pr | Pb

1 I 10,75 |A 052 |I |0,72 |1 |099 |I 0,60 |I 093 |1 {099 |1 |089 |1 [093|I |1 640 4

2 A [057 |I 062 |A 0,72 |I [0,95 |I 0,63 |1 099 |1 |09 |1 [086 |1 [098|1 |1 2200 5

3 I 1075 |A|083 |A 0,76 |1 |0,76 || 0,79 |A |076 |I (0,76 |I |[088 |1 (0591 |0,97 | 4000 5

4 A |05 I |057 |A |07 |1 |09 |I 0,71 |1 099 |1 |09 |1 [084 |1 |097 |1 |0,99]| 1250 4

5 I {085 |A (050 |I [093 |I {092 |I 0,86 |I 088 |A|071 |1 |081|1 [081|1 |0,92] 1510 4

6 | {068 |I [089 |I [062 |1 [091 |I 0,72 |1 0,76 |1 |052 |I |098 |A|066]1 |0,99]3919 5

Pr : prédiction, Pb : probabilité, I : Inactif, A : Actif ; sr_are : Facteur nucléaire (dérivé érythroide 2).

E
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Résultats et discussion

7.2.Docking moléculaire

Dans cette section, il est essentiel de valider le processus de docking avant de procéder a
I'analyse de docking moléculaire, afin de garantir sa fiabilité et sa précision. La validation du
processus de docking peut étre réalisée a I'aide d'expériences de redocking, dans lesquelles la
structure protéique reste fixe et le ligand est redocké dans sa poche de liaison d'origine. Les
poses dockées obtenues sont ensuite comparées a la pose de la structure cristalline du ligand, et
la comparaison est basée sur I'écart quadratique moyen (RMSD) entre les poses dockées et
cristallines. L'expérience de redocking a été réalisée pour les différentes structures protéiques
(codes PDB : 1HD2, 3LN1, 4EY7, 3A4A et 1POI) comme le montre la figure 31. La meilleure
pose obtenue pour chaque structure protéique a une valeur de déviation quadratique moyenne
(RMSD) inférieure a 2 A. Ces résultats indiquent que le logiciel Molegro était capable de
reproduire avec précision les poses de la structure cristalline des ligands.

Les tableaux 18, 19, 20, 21 et 22 présentent les données obtenues pour les composés présentant
le Moldock Score le plus élevé (en kcal/mol), I'énergie de liaison hydrogene (en kcal/mol) et
les interactions stériques des acides aminés pour les protéines choisies. Ces simulations
fournissent des predictions sur le potentiel de liaison des composés a la protéine cible, ce qui
peut étre utile pour orienter les expériences ultérieures et l'optimisation des candidats

médicaments potentiels.

Figure 33. Relation conformationnelle entre la pose et son ligand de référence dans la poche

inhibitrice. (Jaune = originale, mauve = dockée) ; (a) : 1HD2.pdb ; (b) : 4EY7.pdb ; (c) : 3LN1
(d) : 3A4A.pdb ; (e) : 1POL.pdb

.pdb;

@



7.2.1.Evaluation de ’activité antioxydante in silico

L’acide coumarique a présenté six interactions conventionnelles de liaison hydrogeéne,
notamment avec les résidus Argl27, Gly46, Cys47, Thr4d4, Leul49 et Pro45. D'autre part, le
béta-caroténe a affiché le meilleur MolDock score entre les autres composés (soit -135,26). De
maniere similaire, les composés thymol et 1’Acide 4-méthoxybenzoique ont créé des liaisons

hydrogenes avec un ensemble commun de résidus, & savoir Gly46, Cys47 et Thr44.

Tableau 18 : résultat du docking moléculaire des meilleurs ligands avec le récepteur (1HD2)
avec un Moldock Score (kcal/mol), liaison hydrogene (kcal/mol), interaction des acides aminés
h-bond et interaction stérique des acides aminés.

Ligand Moldock Score | H-Bond | H-Bond Steric interaction
Interaction
Référence -52,19 -7,70 o Gly46 e Thr44
o Cys47
o Argl27
-62,5047 -5,81 o Gly46 e Pro40
Thymol e Cysa7 o Argld7
e Thrd4
-60,94 -4,56 o Gly46 e Argl27
Acide 4- e Cys47 o Cys47
méthoxybenz e Thr44
oique
-108,24 -13,83 e Argl27 e Thrl47
Acide e Cly46 e Phel20
coumarique o Cys47 e Cysl47
o Thr44 o Argl27
e Leuld9 e Thrl47
e Prod5 e Prod5
° GIy46
o Leul4q9
-58,45 - 4,07 e Thrd4 e Argl27
Acide 2- e Cys47 o Cys47
Méthoxybenz o Gly46
oique
-135,26 e Argl27
Béta-carotene e Phel20
e Leul49
e 1le119
-73,36 -2,09 e Thrl47 e llel19
kaempférol e Pro45
e Thrd4
e Thrl47
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Gly 64 His 61
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Figure 34. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 1’Acide 2-
méthoxybenzoique et le site actif de 1HD2
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Figure 35. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le Thymol
et le site actif de 1HD2
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Figure 36. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 1’Acide 4-
méthoxybenzoique le site actif de 1HD2
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Figure 37. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le kaempférol
et le site actif de 1HD2
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Figure 38. Représentation des interactions moléculaires
coumarique et le site actif de 1HD2

cn

2D et 3D entre ’acide
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7.2.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in silico

Le kaempféerol a présenté sept interactions conventionnelles de liaison hydrogéne avec la
protéine 3LN1, notamment entre ’atome d’oxygene et les résidus GIn 178, Phe 504, Ser 339,
His 75, Tyr 341, Ser 516 et Tyr 371. D'autre part, 1’acide coumarique forme des liaisons
hydrogéne avec les résidus Arg 106, Met 508 et Tyr 371, ce composé affiche également le
meilleur score MolDock entre les autres composés (soit -138,581). De maniére similaire, I’acide
2-Méthoxybenzoique a créé des liaisons hydrogeénes avec les résidus Arg 106, Met 508 et Tyr
371. Enfin le 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, formate, (E) a présenté deux interactions
conventionnelles de liaison hydrogénes, I'une entre I'atome d'oxygéne et le résidu tyr 341, et
l'autre avec le résidu Arg106.

Tableau 19 : résultat du docking moléculaire des meilleurs ligands avec le récepteur (3LN1)
avec un Moldock Score (kcal/mol), liaison hydrogéne (kcal/mol), interaction des acides aminés
h-bond et interaction stérique des acides aminés.

Ligand Moldock Score | H-Bond H-Bond Steric interaction
Interaction
Référence - 163,349 - 4,1427 e Leu338 e Leub517
e Arg499 e His75
e Ser 339
e -GIn178
Thymol - 82,0849 - 0,21252 Tyr 341
kaempférol - 126,404 - 10,613 e GIn178 e Leu338
e Phe 504 e lle 503
e Ser 339
e His75
o Tyr34l
e Ser516
o Tyr371
Acide coumarique | - 138,581 - 4,53641 e Arg66 Tyr 371
e Met 508
Acide 2- - 89,4353 - 2,3583 e Arg 66
Méthoxybenzoique o Tyr371
e Met 508
3-cyclohexene-1- | - 84,349 Leu 338 e Val 509
ethanol, B,4- e Gly512
dimethyl- e Phe 367
Formiate de 2,6-|-108,214 -3,17 o Tyr341
octadiene-1-ol, e Arg 106
3,7-diméthyl-, (E)
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Figure 39. Representation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le Thymol et le site actif
de la 3LN1

o

338, Arg 106

|

al 335

-
Le!™s517

P

Figure 40. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 1’acide 2-
méthoxybenzoique et le site actif de la 3LN1
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Arg 106

Figure 41. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre I’ acide coumarique
et le site actif de la 3LN1

Figure 42. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le kaempférol
et le site actif de la 3LN1
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Figure 43. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 3-cyclohexéne-1-
¢thanol, B,4-diméthyl- et le site actif de la 3LN1

Bt T

Figure 44. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le formiate de
2,6-octadiene-1-ol, 3,7-diméthyl-, (E) et le site actif de la 3LN1
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7.2.3. Evaluation de ’activité Anti-diabétique in silico

Seul le kaempférol qui a présenté des interactions conventionnelles de liaison hydrogene avec
La protéine 3A4A en formant des liaisons hydrogene avec les résidus Asp 352, Arg 442, Asp
69, His112 et Glu 277.

Tableau 20 : résultat du docking moléculaire des meilleurs ligands avec le récepteur (3A4A)
avec un Moldock Score (kcal/mol), liaison hydrogene (kcal/mol), interaction des acides aminés
h-bond et interaction stérique des acides aminés.

Ligand Moldock Score H-Bond H-Bond Interaction
référence - 93,9497 - 18,164 e Hisl12
Asp 69
Arg 442
Glu 277
Asp 352
Arg 213
Asp 215
His351
Glu 277
Asp 352
Arg 442
Asp 69
His112
Glu 277

kaempférol -112,90 -8,98

Figure 45. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le kaempférol
et le site actif de la 3A4A
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7.2.4. Evaluation de P’activité Anti-alzheimer in silico
e Evaluation de I'activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase in silico

Le 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, formate, (E) a présenté deux interactions conventionnelles
de liaison hydrogeéne avec les résidus Arg 296 et Phe 295. D'autre part, le 1,6,10-Dodecatrien-
3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S-(Z)]- forme une liaison hydrogéne avec le résidu Tyrl24. Ce
compose affiche également le meilleur score MolDock entre les autres composés (soit -110,02).
Le 3-Cyclohexene-1-ethanol,beta.,4-dimethyl-a présenté une interaction conventionnelle de
liaison hydrogene avec le résidu Arg 296, tout en affichant des interactions stériques avec les
résidus Phe 295 et Phe 338.

Quant a I’acide 4-Méthoxybenzoique, il a présente un profil d'interaction similaire au précédent
avec une liaison hydrogene établie avec le résidu Arg 296 et des interactions stériques
impliquant Phe 295 et Phe 338, pour un score MolDock de -75,87. L’acide 2-Méthoxybenzoique
a affiché, pour sa part, la plus faible affinité de la série avec un score MolDock (soit -60,18),
formant des liaisons hydrogéne avec les residus Tyr 337 et Tyr 341, ainsi qu'une interaction

stérique avec His 447.

Le Kaempférol a affiché un score MolDock de -112,73 et a formé trois liaisons hydrogéne avec
les résidus Ser 293, Asp 74 et Tyr 341, avec des interactions stériques impliquant Phe 338, Tyr
337, Tyr 124 et Arg 296. Enfin, 1’acide coumarique a présenté le meilleur score MolDock de la
série (-132,58) avec cinq liaisons hydrogene (Gly 121, Ser 203, Gly 122, Glu 202 et Tyr 337)
et des interactions stériques avec les résidus Arg 296, His 447, Trp 86, Phe 295, Tyr 341 et Phe
338.

Tableau 21 : résultat du docking moléculaire des meilleurs ligands avec le récepteur (4EY7)

avec un Moldock Score (kcal/mol), liaison hydrogene (kcal/mol), interaction des acides aminés
h-bond et interaction stérique des acides aminés.

Ligand Moldock H-Bond | H-Bond Steric interaction
Score Interaction

référence Phe 295 Ser293

1,6,10- -110,02 -2,5 Tyrl24

Dodecatrien-3-ol,
3,7,11-trimethyl-,

[S-(D)]-

2,6-Octadien-1-ol, | -98,37 -6 Arg 296 Arg 296
3,7-dimethyl-, Phe 295 Phe 295
formate, (E)

3-Cyclohexene-1- | -77,27 -4,98 Arg 296 Phe 295
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ethanol, .beta.,4- Phe 338

dimethyl-

Acide 4- -75,87 -2,48 Arg 296 Phe 295

Méthoxybenzoique Phe 338

Acide 2- -60,18 -0,73 Tyr337 Hisd447

Méthoxybenzoique Tyr341

kaempférol -112,73 -8,67 Ser293 Phe 338
Asp74 Tyr337
Tyr341 Tyr124

Arg 296

Acide coumarique | -132,58 -10,88 Gly 121 His447
Ser203 Trp86
Gly122 Phe295
Glu202 Tyr341
Tyr337 Phe338
Arg296

Figure 46. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 2,6-Octadien-1-
ol, 3,7-dimethyl-, formate, (E)et le site actif de la 4EY7
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Figure47. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre 1,6,10-
Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S-(Z)]- et le site actif de la 4EY7
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Figure 48. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le 3-
Cyclohexene-1-ethanol, .beta.,4-dimethyl et le site actif de la 4EY7
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Figure 49. Representation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le 4-
Methoxybenzoic Acide et le site actif de la 4EY7

Figure 50. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre I’acide 2-
Méthoxybenzoique et le site actif de la 4EY7
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Figure 51. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre le kaempférol et
le site actif de la 4EY7

ne
aces

Figure 52. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre I’Acide
coumarique et le site actif de la 4EY7
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Résultats et discussion

e Evaluation de I'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase in silico

Seul I’acide 2-Méthoxybenzoique qui a présenté des interactions conventionnelles de liaison
hydrogene avec La protéine 1POI en formant des liaisons hydrogéne avec les résidus Ser198,
Gly 116 et Gly 117.

Tableau 22 : Résultat du docking moléculaire des meilleurs ligands avec le récepteur (1POI)
avec un Moldock Score (kcal/mol), liaison hydrogene (kcal/mol), interaction des acides aminés
h-bond et interaction stérique des acides aminés.

Ligand Moldock Score H-Bond H-Bond Interaction
Référence - 43,23 -2,35 e Gly116

e Gly117

e Alal199
I’acide 2- -68,48 -4,34 e Ser198
Méthoxybenzoique e Glyl116

e Gly117

Figure 53. Représentation des interactions moléculaires en 2D et 3D entre I’acide 2-
Méthoxybenzoique et le site actif de la 1POI
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Résultats et discussion

8.Etude in vitro
8.1. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro
8.1.2. Résultats de I’activité antioxydante pour I’extrait méthanolique
L'évaluation du potentiel antioxydant de 1’extrait méthanolique des cinq régions a révélé une
variabilité significative, ou 1'échantillon d'Annaba s’est distingué par la plus forte activité de
piegeage du radical DPPH (IC50 : 7,79 + 4 pg/mL), avec une performance similaire au standard
BHA (6,14 £ 0,21 pg/mL) et supérieure au BHT (15,50 + 0,90 pg/mL), suivie par Souk Ahras
(18,75 £ 1,04 pg/mL) et Guelma (39,11 + 1,57 pg/mL), tandis que les régions de Tébessa et
Biskra ont présenté les activités les plus faibles (99,63 + 1,45 pg/mL et 111,94 + 0,75 pg/mL,
respectivement).
L'analyse des données du test ABTS a montré que les régions de Souk Ahras (IC50 : 26,46 +
0,54 pug/mL), Guelma (27,99 + 0,23 pg/mL) et Annaba (29,79 + 0,51 pug/mL) présentent une
bonne activité antioxydante bien qu’inférieure a celle des standards BHA et BHT, tandis que
Biskra est la moins active (54,36 + 0,39 pg/mL).
En revanche, les résultats du test de la phénantroline soulignent 'efficacité de 1’echantillon de
Souk Ahras (A0,5 : 13,50 + 1,50 pg/mL) et d’Annaba (15,50 £ 1,50 pg/mL).
Enfin, le test du pouvoir réducteur a révélé que les extraits d'Annaba et de Souk Ahras (A0,5 :
11,25 £ 0,85 pg/mL et 13,81 + 2,50 pug/mL) depassent considérablement le standard BHT (>
200 pg/mL).

Tableau 23 : Activité antioxydante de I’extrait méthanolique

Phenanthrolin Reducing
DPPH assay ABTS assay
Samples eassay power assay
IC /mL IC /mL
S0(ug/mt) SOMY/ML | Aps(uymL) | Ao.s(ugimL)
)
Annaba 7,794 29,79+0,51 15,50+1,50 11,25+0,85
Guelma 39,11+1,57 27,99+0,23 17,50+1,50 22,40£1,15
Souk Ahras 18,75+1,04 26,46+0,54 13,50+1,50 13,81+2,50
Tébessa 99,63+1,45 45,31+1,12 38,40+2,10 45,15+2,30
Biskra 111,94+0,75 54,36+0,39 48,20£1,90 58,60+3,10
BHT 15,50+0,90 12,30+0,40 2,24+0,17 >200
BHA 6,14+0,21 1,81+0,06 0,93+0,07 5,25+0,20
Acide NT NT 8,30+0,7 6,77+1,15
ascorbique

1C50 : concentration correspondant a 50 % d'inhibition ; A0,50 : concentration correspondant a une absorbance de 0,50. Ces valeurs ont été
déterminées par régression linéaire et sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3n=3). BHA : butylated hydroxyanisole, BHT : butylated

hydroxytoluene, NT : non testé.
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Figure 54. activités antioxydantes exprimées en valeurs IC50 de ’extrait méthanolique étudié
et des étalons déterminés par les tests DPPH (A), ABTS (B), phénanthroline (C) et pouvoir
réducteur (D). Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type. Une ANOVA a un facteur
a été utilisée pour l'analyse statistique, suivie d'un test post hoc de Turkey. (x) pour la

comparaison avec le BHA et (#) pour la comparaison avec le BHT ou l'acide ascorbique

8.1.3. Résultats de ’activité antioxydante pour I’extrait de Dichlorométhane
Les extraits de dichlorométhane présentent une faible activité antioxydante par rapport aux

standards. La région d’ Annaba est la plus efficace, suivie par Souk Ahras, tandis que les régions

de Guelma, Tébessa et Biskra sont les moins actives.

100



Tableau 24 : activité antioxydante de I’extrait Dichlorométhane.

Phenanthrolin Reducing

Samples DPPH ABTS eassay power assay

assay assay A0 5(Hg/mL) A0.5(Hg/mL)

1C50(1g/m 1C50(1g/m

L) L)
Annaba 415,2045,30 230,45+4,15 42,10+2,10 155,60+3,80
Guelma > 800 512,30+3,20 110,40+3,50 > 200
Souk Ahras >800 471,12+2,96 83,67+0,29 >200
Tébessa >800 685,5045,10 145,20+4,20 > 200
Biskra >800 790,1546,40 185,30+5,10 > 200
BHT 12,99+0,41 1,29+0,30 2,24+0,17 >200
BHA 6,14+0,21 1,81+0,06 0,93+0,07 5,25+0,20
Acide NT NT 8,30+0,7 6,77+1,15
ascorbique

IC50 : concentration correspondant a 50 % d'inhibition ; A0,50 : concentration correspondant a une
absorbance de 0,50. Ces valeurs ont été déterminées par régression linéaire et sont exprimées en
moyenne + écart-type (n=3). BHA : butylated hydroxyanisole, BHT : butylated hydroxytoluene, NT :
non testé.
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Figure 55. Activités antioxydantes exprimées en valeurs IC50 de I’extrait Dichlorométhane
étudié et des étalons déterminés par les tests ABTS et phénanthroline. Les résultats sont
exprimés en moyenne * écart-type. Une ANOVA a un facteur a été utilisée pour I'analyse
statistique, suivie d'un test post hoc de Turkey. (*) pour la comparaison avec le BHA et (#) pour
la comparaison avec le BHT ou l'acide ascorbique
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8.1.4. Résultats de I’activité antioxydante pour I’extrait de ’Ether de pétrole

L'extrait EDP présente une activité antioxydante extrémement faible pour toutes les régions
étudiées. Seul le test ABTS affiche une Iégere activité pour Annaba, Souk Ahras et Guelma,
tandis que les autres tests pour toutes les régions demeurent totalement inactifs.

Tableau 25 : activité antioxydante de I’extrait Ether de pétrole.

Phenanthrolin Reducing

Samples DPPH ABTS eassay power assay

assay assay A05(Hg/mL) | A05(ug/mL)

1C50(ug/m 1C50(ug/m

L) L)
Annaba >800 615,4045,10 >200 >200
Guelma >800 785,2043,90 >200 >200
Souk Ahras >800 709,59+4,52 >200 >200
Tebessa >800 >800 >200 >200
Biskra >800 >800 >200 >200
BHT 12.99+0.41 1.29+0.30 2,24+0,17 >200
BHA 6.14+0.21 1,81+0.06 0,93+0,07 5.25+0.20
Acide NT NT 8.30+0.7 6.77+1.15
ascorbique

IC50 : concentration correspondant a 50 % d'inhibition ; A0,50 : concentration correspondant a une
absorbance de 0,50. Ces valeurs ont été déterminées par régression linéaire et sont exprimées en
moyenne * écart-type (n=3n=3). BHA : butylated hydroxyanisole, BHT : butylated hydroxytoluene,
NT : non teste.

8.1.5. Résultats de ’activité antioxydante pour I’huile essentielle

L'étude in vitro de l'activité antioxydante des huiles essentielles des cing régions a montré
qu'elle était généralement faible par rapport aux standards utilisés (BHT, le BHA et l'acide
ascorbique). Aucun des échantillons n'a montré d'activité significative dans les tests DPPH,
FRAP, phénanthroline comme l'indique le tableau (24).

Cependant, les résultats du test ABTS (figure 33) montrent une différence significative de
I'activité antioxydante entre les différents échantillons. L'huile essentielle d'Annaba présente
I'activité la plus élevée, avec une valeur IC50 de 7,17+0,18 pg/mL, I'échantillon de Biskra vient
ensuite avec une valeur 1C50 de 12,35+0,46 pg/mL. En revanche, les huiles essentielles de
Guelma et de Tébessa ont une activité antioxydante plus faible, avec des valeurs 1C50 de
30,38+0,38 pg/mL et 125,63+0,27 pg/mL, respectivement.




Tableau 26 : comparaison de l'activité antiradicalaire ABTS entre les extraits et les Standards.

Echantillions DPPH assay ABTS assay Phenanthroline Reducing power assay
I1C50(ug/mL) 1C50(ug/mL) assay A0.5(g/mL) | A0.5(ug/mL)

Annaba >800 7,17+0,18 >200 >200
Guelma >800 30,38+0,38 >200 >200
Souk Ahras >800 45,30 >200 >200
Tébessa >800 125,63+0,27 >200 >200
Biskra >800 12,35+0,46 >200 >200
BHT 12.99+0.41 1.29+0.30 2,24+0,17 >200
BHA 6.14+0.21 1,81+0.06 0,93+0,07 5.25+0.20
Acide NT NT 8.30.£0.7 6.77£1.15
ascorbique

IC50 : concentration correspondant a 50 % d'inhibition ; A0,50 : concentration correspondant a une
absorbance de 0,50. Ces valeurs ont été déterminées par régression linéaire et sont exprimées en
moyenne + écart-type (n=3). BHA : butylated hydroxyanisole, BHT : butylated hydroxytoluene, NT :
non testé.
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Figure 56. Comparaison de l'activité antiradicalaire ABTS entre les échantillons de HE
et les Standards
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8.2. Activité du facteur de protection solaire

Les résultats de l'activité photoprotectrice ont permis d'obtenir les résultats rapportés dans le
tableau (29) et la figure (56) qui suivent.

Les échantillons ont présenté des variations notables dans les valeurs SPF. L’extrait
meéthanolique, a montré une activité supérieure a celle des trois autres extraits. Les valeurs SPF
sont relativement élevées et constantes dans toutes les régions, avec seulement de légeres
variations. Toutefois, cette différence n'était pas statistiquement significative. La région de
Tébessa a présenté un effet photoprotecteur le plus élevé (soit 33,32), tandis que Souk-Ahras a
révélé la plus faible capacité d'absorption des UV (soit 32,96).

Ceux obtenus par le dichlorométhane varient considérablement d'une région a l'autre. Les
régions de Annaba et Tébessa se distinguent par les valeurs les plus élevées (soit 30,95 et 31,93)
respectivement, suivis par Guelma et Biskra (soit 28,89 et 27,40) respectivement.

En revanche, 'extrait EDP a présenté une protection solaire moyenne avec des valeurs SPF
inférieures a celles des autres solvants allant de 14,5 & 18,97.

Enfin I’huile essentielle n’a montré aucune protection solaire, toutes les valeurs sont inférieures

a 6.

Tableau 27 : activité photoprotectrice de différents extraits de Teucrium polium.

Echantillons SPF
MeoH DCM EDP HE
Annaba 33,05+0,07 30,95+0,57 14,50+0,56 4,62+0,14
Guelma 33,29+0,64 28,89+0,35 14,35+0,12 4,13+0,20
Souk Ahras 32,96+0,69 15,45+0,45 11,40+0,20 3,89+1,29
Tébessa 33,32+0,92 31,93+0,70 21,26+0,38 4,95+0,35
Biskra 32,97+0,66 27,40+0,78 18,97+0,39 4,62+0,54
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Figure 57. Valeurs du facteur de protection solaire des extraits de T. polium. Les
résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type. Une ANOVA a un

facteur a été utilisée pour l'analyse statistique
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8.3.Activité inhibitrice de I’a-glucosidase

L'analyse du résultat de I’activité inhibitrice de a-glucosidase a montré un résultat significatif
pour l'extrait méthanolique, I'éther de pétrole et I'huile essentielle. En revanche, une absence
totale d’activité pour ’extrait DCM. L'extrait d'éther de pétrole (EDP) d'Annaba a montré la
plus forte puissance avec la 1C50 la plus faible (soit 64,00 £ 0,56 pg/mL), suivi par l'extrait

méthanolique de Tebessa (IC50 : 64,76 £ 0,92 pg/mL).
Tableau 28 : activité inhibitrice de a-glucosidase

60

[C50(ug/mL)

40

20+

Echantillons a-glucosidase
MEOH DCM EDP HE ACARBOSE
Annaba 82,38+0,07 ND 640,56 69,29+1,70
Guelma 88,33+0,64 ND 69,01+0,12 | 74,05+1,70
51,40+1,65
Souk Ahras | 72,23+0,69 ND 79,34+0,20 | 75,2+1,70
Tébessa 64,76+0,92 ND 770,38 69,63%1,70
Biskra 75,93+0,66 ND 69+0,39 77,55+1,70
ND : non détecté
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Figure 58. Activité inhibitrice de a-glucosidase
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8.4 Activité anti-Alzheimer

Les résultats ont montré que la plante T.polium n’est pas une source prometteuse d’inhibiteurs
de I’AChE et BChE. Tous les extraits possédent une activité tres faible, voire inexistante. En
comparant les régions, ’activité varie fortement, les valeurs des ICso des trois extraits (MeOH,
EDP et HE) de la région de Tébessa (soit 539+1,85 ; 576,99+0,43 ; 589+1,70) respectivement
surpassent celles observées pour les régions de Annaba et Guelma. L’échantillon de la région
de Souk-Ahras a montré une activité uniquement pour 1’huiles essentielle (soit 638,7£1,23).

Tandis que I’échantillon de Biskra est totalement inactif dans tous les extraits testés.
8.4.1. Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE)

Tableau 29 : activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE)

Echantillons AChE

MEOH DCM EDP HE Pyridostigmine

bromide

Annaba 597+0,08 ND 626,7+0,56 ND
Guelma 690,5+0,44 ND 669+0,21 ND
Souk Ahras ND ND ND 638,7 6,00576+0,33
Tébessa 539+1,85 ND 576,99+0,43 | 589++1,70
Biskra ND ND ND ND

ND : non détecté
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Figure 59. Activité inhibitrice de lI'acétylcholinestérase (AChE)

8.4.2. Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE)

L'évaluation de divers extraits n'a révélé aucune activité inhibitrice sur la butyrylcholinestérase.

Tableau 30 : activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE)

8.5. Activité anti-inflammatoire

Echantillons BCHE
MEOH DCM EDP HE Pyridostigmine

bromide

Annaba ND ND ND ND

Guelma ND ND ND ND

Souk Ahras | ND ND ND ND 36,03456

Tébessa ND ND ND ND

Biskra ND ND ND ND

Aucune activité anti-inflammatoire n'a été observée.
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Résultats et discussion

Discussion

Les composés phénoliques représentent une catégorie importante de métabolites secondaires
dans les plantes. lls ont un effet pharmacologique significatif sur la santé humaine. Ces
composés jouent un réle crucial dans les mécanismes de défense des plantes et présentent divers
potentiels pharmacologiques (Morton, 1962). La présence de tanins, d'anthocyanes et de
flavonoides dans tous les échantillons est une indication de la richesse en composés
phénoliques. Ces composés sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires et pour étre potentiellement bénéfiques pour la santé.

Cette analyse met en évidence I'impact du type de solvant et des différences régionales sur
I'extraction des polyphénols et des huiles essentielles. D’aprés ces résultats, on déduit que
I’espéce T.Polium, comme d’autres especes de la famille des Lamiacée, est riche en divers
métabolites secondaires, L'abondance en principes actifs lui confere des propriétés
pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications
thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en médecine traditionnelle. La plupart de ces
résultats sont conformes a ceux de Fettah. (2019) sur la méme espéce de la région de Beni-souik
wilaya de Biskra et a ceux de Krache. (2018) de la région de sétif a ’exception des saponosides
qui sont absents dans notre étude et pour le test des sucres réducteurs qui s’est révélé positif.

Ces resultats s'alignent aussi sur ceux d'études antérieures de Khadhri et al. (2022).

Le rendement d’extraction dépend généralement de la méthode d’extraction, le choix du solvant
extracteur et des conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Jerkovi¢ et al., 2012).
Les résultats obtenus pour I’extrait méthanolique se concordent avec ceux obtenus par Sharififar
et al. (2009) ou le rendement variait de 14,9% et 8,8% en matiere seche. Fettah. (2019) a obtenu
un rendement de 2,2 % et 0,22% aprés extraction par le DCM et EDP respectivement de la
partie aérienne de T.polium de la région de Biskra. Ce rendement d’extraction est trés proche

du notre.

Les solvants de diverses polarités présentent la capacité de dissoudre et d'extraire divers
composeés, et la proportion de solvant utilisée a un impact sur la quantité des composés
phénoliques extraits (Chenna, 2024) , ce qui pourrait expliquer les variations de rendement
d'extraction ainsi que les concentrations en polyphénols et en flavonoides totaux observées dans

nos échantillons.

109



Résultats et discussion

Selon Ghazghazi et al. (2013) la teneur totale en composés phénoliques de I’extrait
méthanolique de T.polium de la Tunisie était de 347 (ug GAE/mL). Bakari et al. (2015) ont
signalé une teneur totale en composés phénoliques des extraits variant de 48,88+0,01 a
400,00+0,01 mg de GAE/g d’une autre région de la Tunisie. El Atki et al. (2019) ont trouvé
une quantité de polyphénols totaux de 95,53 + 1,65 mg de EAG / g ES récoltée du Maroc. Les
composés phénoliques sont souvent extraits en plus grande quantité dans des solvants les plus
polaires. Une justification possible serait due a la formation de complexes par une partie des
composés phénoliques avec des glucides et des protéines, qui sont plus extractibles dans le
méthanol que dans d'autres solvants (Ait Chaouche et al., 2018).

La spectroscopie UV-Vis est une technique qui permet de détecter des composés dans lesquels
peuvent se produire des transitions €lectroniques du type 1 — w * et n — 7w * a la suite de
I'interaction avec la lumiere dans les domaines ultraviolet et visible de I'électromagnétisme.
Lumiére dans les régions ultraviolette et visible du spectre électromagnétique. Les maxima
d'absorption peuvent étre corrélés avec des composés contenant des liaisons 7 et des paires
d'électrons solitaires.

LC-MS/MS a éte largement utilisée dans les analyses qualitative et quantitative pour
I’identification des composés phytochimiques, offrant une sélectivité et une sensibilité élevées
par rapport a d'autres méthodes chromatographiques. Nos résultats sont en accord avec des
études anterieures qui ont indiqué que le genre Teucrium contient différentes classes de
phytoconstituants tels que les monoterpénes, les sesquiterpénes (Bruno et al., 1993) , les
polyphénols, les flavonoides (Kawashty et al., 1999a ; Rizk et al., 1986) et les esters d'acides
gras (Boulila et al., 2008 ; Souleima et al., 2009).

Noumi et al. (2020) révelent la présence d’un total de 20 petits peptides (tripeptides), dans
I’extrait méthanolique de Teucrium polium.

De nombreuses études antérieures ont décrit la présence de divers flavonoides tels que
I'apigénine, la lutéoline, la rutine, le cirsiliol, la cirsimaritine, la salvigénine et I'eupatorine dans
les racines, les parties aériennes et les inflorescences de la plante (Kawashty et al., 1999b ;
Mitreski et al., 2014).

La chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse (CG-SM) est une technique instrumentale
extrémement puissante et adaptable, qui trouve diverses applications dans le domaine des
sciences appliquées et de la technologie. Les résultats de Saleh et al. (2020) ont montré que
les hydrocarbures sesquiterpéniques (54,48 %) étaient les principaux composés identifiés de
I'HE de T.polium, suivis par les hydrocarbures monoterpéniques (23,52 %) et les sesquiterpénes

oxygenés (22,0 %). La prépondérance des sesquiterpenes dans la présente étude est cohérente
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avec d'autres études rapportant la caractérisation chimique d'HE de T. polium poussant en
Jordanie (Aburjai et al., 2006) ,en France (Cozzani et al., 2005) , en Algérie (Kabouche et al.,
2007; Lograda et al., 2014; Kerbouche et al., 2015) , en Serbie (Kovacevic et al., 2001) et en
Iran (Sabzeghabaie & Asgarpanah, 2015). Dans un autre rapport provenant de la méme région
(Tebessa), l'a-cubébeéne (40,26%), le 3-caréne (12,64%), 'émophiléne (5,5%), le U-muuroléne
(4,16%) ont été décrits comme les principaux composants de T. polium. Menichini et al. (2009)
et De Martino et al. (2010) ont rapporté que le carvacrol (10. 1 et 9,6 %) est parmi les
composants les plus abondants dans T. polium de Grece et d'Ttalie, en plus du B-caryphylléne
(9,8 et 10,1 %), du torreyol (7,6 et 6,5 %) et de I'oxyde de caryophylléne (5,0 %) respectivement.
En revanche, les huiles essentielles de T.polium provenant de I'lran (Khani & Heydarian, 2014)
se sont révélées riches en cadinol (46,2 %), en oxyde de caryophylléne (25,9 %), en a-muurolol
epi (8,1 %), en cadaléne (3,7 %) et en longiverbénone (2,9 %). La composition de cette HE est
complétement différente de la n6tre. Comme l'ont noté Antunes et al. (2004) , qui ont étudie la
composition chimique des huiles essentielles de cing populations de Teucrium capitatum
cultivees au Portugal, il existe un grand polymorphisme dans les huiles volatiles de T.
capitatum, avec des différences significatives trouvées dans les principaux constituants,
probablement dues a des facteurs génétiques. En fait, méme pour des plantes récoltées au méme
stade de développement et dans des localités trés proches présentant des caractéristiques
écologiques similaires, les huiles different particulierement. Dans ce sens, Sadeghi et al. (2014)
ont éxaminer la variabilité de la composition chimique de I'huile essentielle de Teucrium polium
L. provenant de différentes populations latitudinales dans quatre sites et ont constaté que le
rapport sesquiterpene / monoterpene des plantes récoltées a haute altitude était supérieur a celui
des plantes récoltées a basse altitude.

La compréhension de linfluence de I'ensemble des conditions environnementales et
géographiques sur la composition des huiles essentielles ouvre de nouvelles perspectives pour
la production et la commercialisation de ces produits. D'une part, elle permet d'identifier les
régions les plus propices a la production d'huiles essentielles de qualité supérieure afin d'offrir
aux consommateurs des huiles essentielles authentiques et de qualité. D'autre part, elle permet
de développer des stratégies d'optimisation des pratiques culturales pour maximiser la
production de certains composés d'intérét.

Les composes uniques trouvés dans chaque échantillon refletent les adaptations spécifiques de
la plante a son environnement local. Ces variations chimiques peuvent aider la plante a mieux
survivre et se reproduire dans des conditions spécifiques. Ainsi, la présence de composés

uniques dans des échantillons de la méme espéce végétale, mais provenant de localités
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différentes, manifeste la diversité chimique adaptative de cette espece, définissant ainsi
différents chimiotypes (Cook et al., 2018; Bernal et al., 2022; Murovec et al., 2022). Elle met
également en évidence la richesse et la complexité du monde végétal, ou une seule plante peut
offrir une multitude de profils thérapeutiques en fonction de son environnement (Grof-Tisza et
al., 2022) de cette diversité chimique est essentielle pour l'avenir de la recherche
pharmaceutique.

L'analyse des sols révéle des différences significatives entre les cing régions, expliquant en
partie les variations observées dans la composition chimique des huiles essentielles et
démontrant que les huiles essentielles d'une méme plante peuvent avoir des compositions
chimiques différentes selon leur origine géographique, ces variations étant attribuables aux
conditions environnementales et géographiques spécifiques de chaque région. En effet, les
molécules bioactives naturelles font I’objet de nombreuses recherches et d’une nouvelle haleine
vers I’exploitation des métabolites secondaires d’une manicére générale et celle des huiles
essentielles en particulier, tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer) que
dans I’industrie agro-alimentaire. Ces composés sont largement recherchés pour leurs
propriétés biologiques.

Ainsi, cette recherche a été étendue pour inclure le docking moléculaire de composés identifiés
pour diverses protéines cibles impliquées dans l'inflammation, le diabete et la maladie
d'Alzheimer et également pour leurs propriétés antioxydantes.

Divers tests ont été effectués pour évaluer le potentiel antioxydant et la capacité de
neutralisation des radicaux libres des huiles essentielles et des extraits de la plante. Ces
derniéres étant des mélanges complexes de composés chimiques, un seul test peut ne pas étre
en mesure de mesurer l'activité antioxydante de tous les composes présents dans I'huile ou
I’extrait brut. Bien que ces tests ne constituent pas une preuve définitive de lactivité
antioxydante, ils servent de point de départ pour une évaluation préliminaire et fournissent une
image compleéte de l'activité antioxydante des huiles essentielles puisqu'elles peuvent agir par
le biais de plusieurs mécanismes. Les différents tests ont des niveaux de sensibilité et de
spécificité variables. Un test peut étre plus sensible a un certain type de radicaux libres, tandis
gu'un autre peut étre plus spécifique a un mécanisme d'action particulier. La combinaison de
plusieurs tests augmente la fiabilité et la précision des résultats.

Dans notre cas, les résultats de I'activité antioxydante de I’huile essentielle selon le test ABTS
different de ceux des autres tests, Cela peut s'expliquer par le fait que, le test ABTS étant moins
sensible a I'encombrement stérique, il peut interagir avec un plus large éventail de composeés, y

compris les composés volumineux, ce qui permet une mesure plus précise de leur activité
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antioxydante. L'encombrement stérique fait référence a l'espace physique occupé par les
molécules (Xaba et al., 2020 ; Armbruster et al., 2010) . En raison de leur taille et de leur forme,
les molécules volumineuses peuvent avoir des difficultés a interagir avec les radicaux. Certains
antioxydants volumineux peuvent étre incapables d'accéder au radical et de lui donner des
électrons, ce qui conduit & des résultats erronés et a une sous-estimation de leur véritable activité
antioxydante (Gurské et al., 2021 ; Mukherji et al., 2021 ; Sun et al., 2023).

La principale raison de 'effet inhibiteur de nos extraits sur l'activité de I'a-glucosidase est leur
teneur élevée en polyphénols et en flavonoides. La bibliographie indique que les meilleurs
inhibiteurs des enzymes digestives sont les composés phénoliques, principalement les
flavonols. La structure chimique des flavonoides, le nombre de cycles et 'emplacement de leurs
groupes hydroxyles dans la molécule empéchent ces enzymes de former des liaisons
hydrophiles et hydrophobes avec les polymeéres glucidiques, ou les groupes -OH peuvent
interagir avec les chaines latérales des acides amineés acides du site actif de I'enzyme, tels que
Asp197 et Glu233.

Nos résultats se convergent avec ceux de Salehi et al. (2013) ou ils ont confirmé que l'extrait
méthanolique de T. polium présentait des propriétés inhibitrices de 1'a-glucosidase avec une
valeur IC50 de 10,2 + 0,4 ng/mL.

Concernant l'activite Anti-alzheimer et contrairement a nos résultats, Benchikha et al. (2022)
ont rapporté que I’extrait hydroalcoolique de T. polium présentait une excellente activité contre
la BChE et I'AchE avec des valeurs d’IC50 de 28,69 et 4,93 pg/mL, respectivement, soit des
valeurs supérieures a celles présentées par la galantamine, de plus, une étude menée par
Vladimir-Knezevi¢ et al. (2014) sur I'extrait éthanolique de plusieurs Lamiaceae cultivées en
Croatie a montré que T. polium figurait parmi les extraits végétaux les plus puissants, avec des
taux d'inhibition significatifs de I'AchE supérieurs a 75 % a une concentration de 1 mg/mL.
Les résultats mettent en évidence la capacité de I'extrait MeOH a protéger efficacement contre
les UV dans les compositions de protection solaire. Des recherches supplémentaires sur les
éléments précis de cet extrait qui absorbent les UV et sur leurs modes d'action permettraient
d'améliorer les compositions de protection solaire et de créer des solutions plus efficaces.

Les résultats obtenus par Ansari et al. (2013) ont montré que l'extrait aqueux de T. polium a une

large bande d'absorption du spectre des rayons ultraviolets (UV) allant de 250 nm a 380 nm.
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Conclusion

Conclusion

L’ Algérie posséde, sans aucun doute, I’une des flores les plus diversifiées au monde renfermant
un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales depuis le littoral méditerranéen
jusqu'aux limites du Sahara. La valorisation d'un tel patrimoine est susceptible d'améliorer la
medecine traditionnelle et de contribuer significativement au développement de nombreux
secteurs, notamment industriel, pharmaceutique, agricole et agroalimentaire. Ce travail s’ inscrit
dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, et plus précisément, d’une plante
aromatique Teucrium polium L.

Nos travaux ont mis en évidence l'influence déterminante de l'origine géographique et des
facteurs environnementaux sur la plasticité métabolique de cette plante. Les analyses ont révélé
des variations significatives des rendements d'extraction, l'extrait meéthanolique s'étant
distingué par les teneurs les plus elevées en composés phénoliques et flavonoides dans toutes
les régions, avec un maximum atteint pour les zones de Tébessa et Guelma.

La caracterisation par GC-MS et LC-ESI-MS/MS a permis d'identifier une grande diversiteé de
métabolites, dont 12 composés ubiquistes aux cing régions d'étude, avec une prédominance
marquée de l'acide coumarique, du thymol et du béta-carotene. Sur le plan biologique, I'extrait
méthanolique s'est reveleé étre le plus performant pour I'ensemble des tests effectués, confirmant
un fort potentiel antioxydant et photoprotecteur.

L'approche in silico a permis de mieux comprendre le mode d'action de nos molécules. Le
criblage ADMET a confirmé la bonne biodisponibilité orale et I'innocuité globale des composés
majoritaires 94 % d'entre eux presentant une faible toxicité aigué (DLso > 2000 mg/kg).
Parallelement, les simulations de docking moléculaire ont identifié des interactions fortes entre
des composeés clés (acide coumarique, thymol, kaempférol) et des cibles protéiques liées a
I'inflammation (COX-2), au diabete et aux mécanismes antioxydants, bien que le potentiel
inhibiteur vis-a-vis des cholinestérases soit resté limite.

Pour les activités biologiques in vitro, les résultats obtenus ont montré que 1’extrait
méthanolique s’est révélé étre le plus actif et efficace pour ’ensemble des tests effectué.

Les résultats des propriétés physico-chimiques des sols dans les cing régions étudiées ont révélé
des variations significatives pour plusieurs parametres, il apparait notamment que la richesse
du sol en phosphore et en calcium, ainsi que sa conductivité, exercent un effet inhibiteur sur la
synthese des composeés phénoliques et des flavonoides.

Afin de consolider ces observations, des recherches futures pourraient étre envisagées pour

approfondir notre compréhension.
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e Premierement, I’isolement et la purification des composés actifs des différents extraits
ayant montré des interactions prometteuses avec les protéines cibles.

e Parallelement, exploration des techniques d'encapsulation pour améliorer la stabilité des
composés actifs, prévenir leur dégradation et ouvrir de nouvelles voies d'administration.

e Explorer I'némisynthése de composés purifiés afin de modifier leur structure chimique.
Cela pourrait optimiser leur activité biologique, leur stabilité, leur solubilité ou réduire
leur toxicité potentielle, conduisant ainsi a de nouveaux candidats médicaments.

e Etude des activités biologiques de la plante, in vivo, pour valider les résultats obtenus,
in vitro.

e Application dans I’industrie parapharmaceutique en ¢laborant des produits de soins de

la peau et en agroalimentaire comme compliment alimentaire
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Annexes



Annexe 1. Composition chimique de I’huile essentielle des cinq régions

Compounds RI? Area %
Annaba | Guelma | Tebessa | Biskra | Souk-
Ahras
2-Hexenal, (E)- 742 - - - 0,10 -
Methanol, (1,4-dihydrophenyl)- 770 - - - 0,02 -
1-Butanol, 2-methyl-, acetate 776 - - - 0,02 -
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene,2-methyl-5-(1-methy 827 0.84 0.39 0,24 0,9 0,58
3-Thujene 828 - - - 0,79
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- 834 5.65 8.97 - -
Santolina triene 836 - - 9,83 10,65
Camphene 845 0.49 0.72 1,21 1,23 1,35
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-methylene-1-(1-me 851 - - 0,19 0,17 0,22
Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methyl 873 9.41 13.57 - - 19,53
Bicyclo[2.2.1]heptane, 7,7-dimethyl-2- 876 26.88
methyl
Cyclohexane, 1-methylene-3-(1- 877 - - 13,98 -
methylethenyl)-, (R)-
1,7-Octadiene, 2-methyl-6-methylene- 877 0.09 - - -
3-1sopropenyl-5-methyl-1-cyclohexene 877 - - - 18,14
1-Octen-3-ol 880 - 0.15 0,48 0,42
5-Hepten-2-one, 6-methyl- 885 - - - 0,08
.beta.-Myrcene 889 4.90 453 - 3,11
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, formate, (E) 891 - - 4,90 - 7,03
3-Octanol 892 - 0.21 - -
alpha.-phellandrene 896 0.16 0,22 0,23
4,7-Methano-1H-indene, 2,4,5,6,7,7a- 897 0.16
hexahyd
896 0.14 - - -
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methy
906 0.41 0.25 - - 0,23
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methyleth
(+)-4-Carene 906 - - 0,26 0,33
913 0.62 0.35 0,84 - 0,23
0-Cymene




D-Limonene 918 8.09 6.57 - -
918 (1-methyl-4-prop-1-en-2-yl-cyclohexyl) 918 10.15
ethano
3-Cyclohexene-1-ethanol, .beta.,4-dimethyl- 919 - - 7,61 -
Cycloheptene, 5-ethylidene-1-methyl- 920 - - - 9,75
2(3H)-Furanone, 5-ethenyldihydro-5- 925 - - - 0,27
methyl-
(3E)-3,7-dimethylocta-1,3,7-triene 926 0.10 - 0,14 -
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- 934 0.44 0.14 0,66 0,32
gamma.-Terpinene 940 0.49 0.27 0,33 0,34 0,28
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro- 950 - - - 0,20
.alpha.,.
4-Isopropylidene-1-cyclohexene 961 0.36 0.24 0,45 0,52 0,39
967 3-Oxatricyclo[4.1.1.02,4]octane, 2,7,7- 967 0.14
trimeth
Linalool 970 - 0.34 0,43 1,74 1,09
Furan, 3-(4-methyl-3-pentenyl)- 971 0.07 - - -
Nonanal 973 0.18 0.13 0,16 -
2,6-Heptadienal, 2,4-dimethyl- 973 0.22
1-Octen-3-yl-acetate 980 - 0.13 0,13 0,40 0,16
1,7,7-Trimethylbicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-0l 987 - - 0,20 0,21
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-dimethyl-2- 995 - 0.30 0,49 0,95 1,42
(+)-2-Bornanone = 998 - 1.13 0,86 -
Camphor 998 - - - 0,75
999 trans-Verbenol 999 0.55
2-Decene, 2,4-dimethyl- 1010 - - - 0,16
Pinocarvone 1011 - - 0,39 - 0,55
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-al, 1,7,7-trimethyl-, 1014 - 0.17 - 0,21 0,26
Bor(r%eol 1014 - - 0,28 -
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl 1022 0.05 0.28 0,14 0,43 0,14
Ethanone, 1-(2-methylphenyl)- 1026 - - - 0,17
L-.alpha.-Terpineol 1031 - 0.15 0,20 - 0,27
Myrtenal 1034 0.08 0.65 0,98 -
(1R)-(-)-Myrtenal 1035 - - - 1,30 1,60
Decanal 1041 0.05 - - -
Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6,6- 1043 - - 0,09 0,19 0,27

trimethy




2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1- 1049 - - 0,07 0,15
methylethen
(-)-Carvone 1065 - - 0,11 0,29 0,12
1,3,3-Trimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl acetate | 1092 - 0.30 - 0,35 0,39
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, ac 1092 - - 0,33 -
2H-1-Benzopyran, 3,4,4a,5,6,8a-hexahydro-2, 1096 0.08 - - -
(+)-3-Carene, 10-(acetylmethyl)- 1100 - - - 0,07
Isopinocarveol 1104 - - - 0,03
cis-3-Hexenyl tiglate 1115 - - - 0,03
beta.-Guaiene 1117 - - 0,08 -
10s,11s-Himachala-3(12),4-diene 1118 0.08 - - -
(1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-Tetramethylbicyclo 1124 0.37 - - -
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methyl 1124 - - 0,37 -
Bicyclogermacrene 1124 - 0,19 - -
1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-methyl 1124 - - - 0,12
Copaene 1132 0.06 0.12 0,96 0,76 0,65
alpha.-Cubebene 1132 - - 0,11 0,07
Eugenol 1135 - - 0,04 -
Tetracyclo[6.1.0.0(2,4).0(5,7)]nonane,3,3,6,6, | 1139 - - - 0,1
Azulene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-1,4- 1145 - 0,19 - -
dimet
1H-Benzocycloheptene, 2,4a,5,6,7,8,9,9a- 1145 - - 0,18 -
octa
Cycloheptane, 4-methylene-1-methyl-2-(2-met 1145 0.25 - - -
4(H)-Pyridine, N-acetyl- 1150 0.83 - - -
Cyclobuta[1,2:3,4]dicyclopentene, 1154 - - 1,90 0,50
decahydro-
(-)-.beta.-Bourbonene 1155 3.14 1,71 - - 0,75
1-Methyl-1-ethenyl-2,4-bis(1'-methylethenyl)c | 1158 - 0,93 - 1,46
Tetradecane - 0,48 - 0,18
Octadecane, 1-chloro- 1161 0.72 - -
Silane, trichlorooctadecyl- 1161 - - 0,70
(-)-Isoledene 1164 0.18 - -
(4aR,8aS)-4a-Methyl-1-methylene-7- 1169 0.55 - - 0,37
(propan-
1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-0 1169 - - 0,37 -




Bicyclo[5.2.0]nonane, 2-methylene-4,8,8-trim 1171 / 0,44 - -
Caryophyllene 1176 5.37 5,24 1,58 3,65 1,88
Longifolen-vl 1177 - - 1,32 -
cis-Muurola-4(15),5-diene 1180 - - 0,74 - 0,17
(1R,2S,6S,7S,8S)-8-Isopropyl-1-methyl-3-met 1181 1.04 0,72 - - 0,41
(-)-.alpha.-Panasinsen 1184 0.81 - 1,34 -
Azulene, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-1,4- 1186 - 3,08 - 1,61

dimeth

1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro-1,1,7-tri 1186 0.37 - - -
gamma.-Muurolene 1189 - 0,50 - -
1.beta.,4.beta.H,10.beta.H-Guaia-5,11-diene 1189 0.77 - - -

(1S 4aR,7R)-1,4a-Dimethyl-7-(prop-1-en-2- 1189 - - 0,74 -

1194 Blcyclo[3 1. 1% egt-z-ene, 2,6- 1194 1.40

dimethyl -m

beta.-Bisabolene 1195 - 4,43 - - 0,41
.alpha.-Humulene 1195 2.91 - - 2,33
Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11- 1196 - - 2,06 -
trimethyl-
Naphthalene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-1,8a- 1199 - 1.38 - -
Octadecane, 1-chloro- 1199 211 - - -
Neoalloocimene 1199 - - 1,77 -
Alloaromadendrene 1199 - - - 0,84 0,66
(-)-Germacrene D 1212 - - - 3,92 1,43

(1R,2S,6S,7S,8S)-8-1sopropyl-1-methyl-3-met 1215 19.66 17,72 15,45 -

alpha.-Gurjunene 1217 - - - 2,67

(1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-Tetramethylhicyclo 1223 8.09 5,06 5,88 2,07

1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-0 1228 - - - 3,30 0,89

Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-7-m 1231 1.96 - 4,20 - 1,45

(2S,4aR,8aR)-4a,8-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-y 1234 - - - 4,73
delta.-Cadinene 1238 7.76 3.79 4,66 -

Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-dim 1245 1.81 124 1,74 - 1,31

Cyclohexene, 4-[(1E)-1,5-dimethyl-1,4-hexadi 1245 - - - 1,27
alpna.-Calacorene 1247 0.20

1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S 1256 - 0,78 - -




1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-methyl 1257 1.61 - 1,46 -
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S- 1260 - - - 8,05
(1S,3aR,4R,8R,8aS)-1-Isopropyl-3a-methyl-7 1262 - 0,14 - -
(2E,4S,7E)-4-1sopropyl-1,7-dimethylcyclodec 1267 - - 1,21 -
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7 1268 1.12 - - - 1,80
5-Oxatricyclo[8.2.0.04,6]dodecane, 4,12,12-tr 1272 0.82 - - -
Caryophyllene oxide 1272 - - 0,76 - 1,01
Salvial-4(14)-en-1-one 1277 0.31 0.20 - -
(1R,4aR,7R,8aR)-7-(2-Hydroxypropan-2-yl)- | 1277 - - - 0,75
1
(1R,7S,E)-7-1sopropyl-4,10- 1286 - 0,29 0,38 - 0,40
dimethylenecyclo
(1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetramethyl-12- 1286 - - - 0,47
oxabi
gamma.-HIMACHALENE 1295 0.41 - - -
4a(2H)-Naphthalenol, 1,3,4,5,6,8a- 1295 - - 0,34 -
hexahydro-
tau.-Cadinol 1302 0.99 1,10 1,01 2,05 1,56
alpha.-Cadinol 1310 0.72 0,89 - - 1,26
.tau.-Muurolol 1310 - - 0,74 0,92
2,5,5,8a-Tetramethyl-4-methylene-4a,5,6,7,8,8 1316 0.21 - - -
Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl- 1318 - - - 0,36
.alpha.,.alpha
4,14-Dimethyl-11- 1320 - 0.55 - -
isopropyltricyclo[7.5.0.0(10
(4aR,5R,9aR)-1,1,4a,8-Tetramethyl-2,3,4,4a,5 1320 - - 0,27 -
4-Isopropyl-1,6-dimethyl-1,2,3,4,4a,7,8,8a-oct 1321 0.23 - - -
.alpha.-Bisabolol 1326 - - 0,13 -
1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H-cyclopropa 1326 - - - 0,29 0,17




Cyclohexanol, 3-ethenyl-3-methyl-2-(1-methyl 1332 0.37 0.54 0,97 034 | 042
Ylangenol 1339 0.06 - - -
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S | 1340 - - - 0,17
trans-Geranylgeraniol 1345 - - - 0,13
1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H- 1357 - 0.17 - -
cyclopropa
1-((1S,3aR,4R,7S,7aS)-4-Hydroxy-7- 1357 - - - 0,17 0,13
isopropy
Mintsulfide 1360 0.06 - - -

Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4-dimet 1379 0.05 - - 0,10

1.beta.,4.beta.H,10.beta.H-Guaia-5,11-diene 1379 - - 0,24 0,12
Caryophyllane, 4,8-.beta.-epoxy 1397 - 0,16 - -

Caryophyllene oxide 1397 - - - 0,04
2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 1411 0.29 0.27 - -
1-Naphthalenepropanol, .alpha.- 1424 0.10 0.33 - - 0,13
ethenyldecahy
(6,8-Bis-hydroxymethyl-4-isopropyl-7-methyl | 1436 - 0.10 - - 0,16
(E)-Labda-8(17),12-diene-15,16-dial 1449 - 0,15 - - 0,12

9-Isopropyl-1-methyl-2-methylene-5-oxatricyc 1481 - 0.12 - -
2-Naphthalenamine, N-phenyl- 1573 0.07 - - -




Annexe 2. Enquéte ethnobotanique Teucrium Polium L.

A propos de vous :
Sexe : Q Homme Age: H<20ans 140-49 ans

0 Femme 020-29 ans 050-59 ans
30-39 ans aé0 et +

Etat de connaissance de la plante :
Connaissez- vous la plante : QO Oui
4 Non

Comment appelez-vous sx=all : (Autres noms vernaculaires) :

(Dans le cas ou vous connaissez sxxall).

Domaines d'utilisation sazall
Q Thérapeutique Q Cosmétique a Ornementale 4 Industriel Q Autres

Sous quelle forme utilisez-vous 223l en thérapeutique :
Q Tisane Q1 Décoction Q Macération Q Teinture Q4 Cataplasme Q Autres

(Dans le cas ou vous avez déja utilisez sazall en thérapeutique).

Parties utilisées du sa=all :
Q Plante entiere O Feuilles Q4 Fleurs U Racine d Suc O Autres

Maladies traitées par le saaall :

Comment vous jugez I efficacité du saxall

Q Nulle Q Insuffisante Q Moyenne Q Bonne Q Excellente



Annexe 3. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage de la quercetine.
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