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Résumé

Les plantes médicinales présentent une source importante des différents antioxydants qui peuvent
minimiser les effets néfastes des radicaux libres sur 1’organisme humain. La présente étude est
réalisée dans le but de quantifier les composes phénoliques et d’évaluer les propriétés antioxydantes
des extraits aqueux et éthanoliques des feuilles de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et les
tubercules d'Arum italicum. L’extrait TE semble étre le plus riche en polyphénols totaux (89.70 +
2.90 mg EAG/g) et en tannins hydrolysables (107.20 + 1.60 mg EAT/qg) suivit de TA, CE, CA, AE
et AA. Tous les extraits ont révélé un effet scavenger variable envers les radicaux libres (ABTS™® et
OH?®), dont I’ICso varie entre 11.23 + 1.82 pg/ml et 48.86 + 1.92 pg/ml pour le radical ABTS*® et
24.21 £ 0.33 pg/ml et 67.02+ 1.83 pg/ml pour le radical OH*®, a I'exception des extraits d'A. italicum
ou l’effet anti-radicalaire parait trés faible. Le meilleur pouvoir réducteur est enregistré pour
I’extrait TA (ECso = 50.28 + 0.93 pg/ml) alors que le plus faible est obtenu par 1’extrait AA (ECso =
400.75 mg + 54.38 pg/ml). L’inhibition du blanchiment du  B-caroténe est relativement faible,
dont le pourcentage d’inhibition est compris entre 56.51 £ 2.11 % (TE) et 15.49 + 0.90 % (AA). En
effet, ces plantes peuvent étre considérées comme une importante source d’antioxydants naturels
qui peuvent assurer la neutralisation des radicaux libres et par conséquence la prévention de

diverses maladies.

Mots clés: Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum, Arum italicum, polyphénols, tannins

hydrolysables, flavonoides, activité antioxydante, ABTS*®, OH®, pouvoir réducteur, B-carotene.



sl
e 3oall ) saalls Ll JEY) aiad o) LglSaly i) 5 30uSY) Cilalican jolias abl (e dpall LAy ia

palAl) i 5 4 sadl) LS jall (5 gina Gl Ciagr Al yall 038y al Aial g apha Adiay (LY aua

Cynoglossum <Thymus vulgaris &' oY Al Y I Al clalitiall 30U aliadll
Jsudll Claae 4als (e ol 55 JEY) 8 TE paldiua) o Las s Arum italicum < a5 creticum
HSe ae 1.60 £ 107.20) <lislilly (paldiuadl o ¢/dllall jaeal LS 30 2.90 + 89.70)
8 Lo | ils clialiinall puen il AA 5 TA «CE « CAAE 4ty (Ualiioall (o §/lilill (aeal
+ 3432 5 Jofal st 5 Se 1.82 + 11.23 0 ICsp A an sl i Cum OH® 5 ABTS*® (s 4al)
5.02 + 143435 Jo/p) 2550 0.33 £ 2421 Oms <ABTS™ dad daaly Jo/al e 5 Sae 7.29
Cun TA daul gy woall dpels ) 558 Juadl Jonasd wi s Al 4ali G OH® sl Ay do/pl e 5 Sae
5438 + 400.75 daf iral Cial Wiy Jofal 25 S 0.93 £ 50.28 ECsp ) dad cuils
Slef culaa o1 33 (B-caroténe J) il ja pabian) Il (ady Lad Wl AA 4l dofpl 2 5 Sae
Lebiansi a3 daydii dad (add) Lain 0 2,11 £ 56.51 @ <)d bt oy TE (aldiins Jlaxinly 3 )48
Y sira | jaae clilball oda e ) WiSay i) oda () aliiul 5,96 0.90 £ 15.49 4oy AA i

Lede A4 yiall Al al a1 g5 el sdall dnilall BV e 40 61 Auapdal) 300SY) Claliadd

«Jsudll Slyae « Arum italicume Cynoglossum creticum Thymus vulgaris ; 4zalidall cilals

OH* <ABTS** c:\:tc\;‘);\ 3)&5 cB—Caroténe ‘BJMSM Aliae bl cu\my}&)\ﬂ\ ck_thym\



Abstract

Medicinal plants are an important source of antioxidants that can inhibit the harmful effects of free
radicals on the human body. This study was undertaken to quantify the phenolic content and to
evaluate the antioxidant properties of aqueous and ethanolic extracts from the leaves of Thymus
vulgaris, Cynoglossum creticum and Arum italicum tubers. TE extract contain the highest amount of
polyphenols (89.70 £ 2.90 mg EAG/g extract) and hydrolysable tannins (107.20 £ 1.60 mg EAT/g
extract) followed by TA, CE, CA, AE and AA. All extracts revealed a relative scavenger effect
against ABTS+* and OH?* free radicals, with 1Cso ranging from 11.23 + 1.82 pg/ml to 343.2 + 7.29
ug/ml for the ABTS' radical and 24.21 + 0.33 pg/ml and 143.43+ 5.02 pg/ml for OH* radical. The
best reducing power was recorded for TA extract with an ECsp equal to 50.28 £ 0.93 pg/ml and the
lowest for AA extract with ECso = 400.75 + 54.38 pg/ml. The highest inhibition of B-carotene
bleaching was noted with TE extract (56.51 + 2.11%) whereas the lowest was marked by the AA
extract with (15.49 + 0.90 %). Indeed, these plants can be considered as an excellent source of

natural antioxidants for the prevention of various diseases.

Key words: Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum, Arum italicum, polyphenols, hydrolysable

tannins, flavonoids, antioxidant activity, ABTS+*, OH®, reducing power, B-carotene.



Liste des abréviations

A. italicum Mill : Arum italicum Mill.

AA : Extrait aqueux d'Arum italicum.

ABTS : 2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid).
ADN : Acide Désoxyribonucléique.

AE : Extrait éthanolique d'Arum italicum.

AG : acide gallique.

BHT : Hydroxy toluéne butylé.

C. creticum Mill : Cynoglossum creticum Mill.
CA : Extrait aqueux de Cynoglossum creticum.
CAT : Catalase.

CE : Extrait éthanolique de Cynoglossum creticum.
DPPH : 2, 2-diphényl-1-picryl-hydrazyl.

EAG : équivalent acide gallique.

EAT : équivalent d’acide tannique.

ECso : concentration effectrice de 50%.

ECA : équivalent catechin.

EQ : équivalent quercetine.

ER : équivalent rutin.

GPx : Glutathion Peroxydase.

GR : Glutathion Réductase.

GSH : Glutathion réduit.

GSSG : Glutathion Oxyde.



I1Cs0 : concentration inhibitrice de 50%.
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NOS : NO synthases.

pH : Potentiel d’hydrogene.

RNS : Especes Réactives de Nitrogene.
ROS : Espéces Réactives de I’Oxygene.
SOD : Superoxyde Dismutase.

T. vulgaris L : Thymus vulgaris L.

TA : Extrait aqueux de Thymus vulgaris.
TCA : acide trichloracétique.

TCE : teneur en composeés extractibles.

TE : Extrait éthanolique de Thymus vulgaris.
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Introduction générale

Introduction générale

Le stress oxydant correspond & un désequilibre entre les systémes oxydants et antioxydants, en
faveur des premicres. Il est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de 1’évolution (Marreiro et al., 2017). Ainsi, pour éviter
les conséquences du stress oxydant, il est obligatoire de rétablir 1’équilibre oxydant-antioxydant de
I’organisme par ['utilisation des antioxydants qui peuvent étre des substances naturellement
produites par le corps (endogeénes) ou bien apportées par 1’alimentation (exogenes). Exogeénes ou
endogenes, les antioxydants ont un effet protecteur ; ils retardent, empéchent ou réparent les dégats
oxydatifs (Halliwell et Gutteridge, 2000).

D’aprés les dernieres estimations, 80 % de la population mondiale dépend principalement de la
médecine traditionnelle par 1’utilisation des plantes médicinales. Elles constituent une source
naturelle des molécules bioactives pouvant participer dans la recherche de nouveaux antioxydants
actifs et substituer les antioxydants synthétiques possédant des effets néfastes sur la santé du
consommateur (Eddouks et al., 2007 ; Gido et al., 2010).

Récemment, d'importants efforts font 1’objet de nombreuses recherches en vue d’une exploitation
des meétabolites secondaires en général et des polyphénols en particulier, issus des plantes
médicinales (Middleton et al., 2000 ; Banerjee et al., 2019). Les polyphénols comprennent de
nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques simples aux tannins complexes,
comme ils sont caractérisés par une faible toxicité et de nombreuses activités biologiques,

notamment l'activité antioxydante (Queen et Tollefsbol, 2010).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en évaluant les
propriétés antioxydantes de trois plantes médicinales (Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et
Arum italicum), dont le choix de ces plantes s’est basé sur leurs utilisations fréquentes dans nos
traditions locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine
national. Pour cela, nous nous sommes intéressées a la préparation des extraits aqueux et
éthanoliques des plantes étudiéees, a la détermination de leur teneur en composés phénoliques et a
I'évaluation de leur activité antioxydante in vitro par 1’utilisation de plusieurs tests complémentaires

les uns aux autres.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de production
des espéces réactives et ceux qui sont responsables de leur contrdle et élimination (Browne et al.,
2008 ; Sayre et al., 2008 ; Power et al., 2010). Ce desequilibre peut se produire quand le systeme de
défense antioxydant est surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants. L’équilibre ou 1’homéostasie
redox est perturbé et les cellules deviennent donc vulnérables aux attaques par les espéces réactives
(Kirschvink et al., 2008).

1.1. Classes des espéces réactives

1.1.1. Espéces radicalaires

Un radical libre est une espece chimique (atome, molécule ou ion) qui porte sur sa couche
électronique peériphérique un ou plusieurs électrons non appariés (Tableau 01), ce qui la rend
chimiguement trés réactive (Leverve, 2009). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par
I’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule pour
devenir plus stable, conduisant ainsi a une réaction en chaine qui va produire de nouveaux radicaux

libres car la molécule agressée devienne a son tour radicalaire (Afonso et al., 2007).

1.1.2. Especes non radicalaires

Ce sont des espéces non radicalaires qui acceptent deux électrons pour donner des produits non
radicalaires (Tableau 01). lls peuvent étre convertis en radicaux libres par réaction avec un métal de
transition (Winterbourn, 2015).

Tableau 01. Les deux classes des especes réactives (Rao et al., 2011).

Especes radicalaires Espeéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02" Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO* Oxygene singulet 10,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogene H20:
Radical hydroxyle OH* Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO
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1.2. Espéces réactives de ’oxygéne et du nitrogéne
Il existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives : les especes réactives de

I'oxygene ROS et les espéces réactives d’azote RNS (Wu et al., 2013).

1.2.1. Especes réactives de I’oxygéne (ROS)

Les especes réactives de 1’oxygéne (ROS) sont des dérivés de I’oxygéne ou certains électrons se
trouvent dans un état énergétique excité et trés réactionnels (Tableau 02). Elles représentent la plus
importante classe d’espéces réactives générées dans les organismes vivants a cause de I’importance

dans le métabolisme aérobie (Valko et al., 2007) (Figure 01).

1.2.2. Especes réactives de I’azote (RNS)
Par analogie avec les espéces réactives de I’oxygeéne, les métabolites dérivés de 1’azote sont
nommés espéces réactives de 1’azote (Tableau 02) ; il s’agit du monoxyde d’azote NO" et du

peroxynitrite ONOO" (Rao, 2004).

Lumigre UV oxydases
1
0,  — ()2_

L 4

Oxyoéne singulet Oxypéne eroxyde d'fivdrogénes

Superoxyde
Arginine Cycles redox digmutases myéloperoxidase
= NADPH ox
mitochondrie

NO® 0, HOCI

Fa3
Monoxyde d'azote Anion superoxyde ¥
ONOO » | OH®
peroxyiirite Headical hivdroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I"ADN

de Kinases

Figure 01. Les origines des différents radicaux libres et espéces réactives de I’oxygene impliqué en
biologie (Favier, 2003).
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Tableau 02. Les principaux ROS et RNS générées dans les systémes biologiques (Bartosz, 2003 ;
Migdal et Serres, 2011). (1) réaction de Fenton, (2) réaction d’Haber Weiss.

Symbole Réaction
Anion superoxyde 02" O2+e — 02"
Peroxyde - +
, . H>02 O +e +2H"— H202
d’hydrogene
Espéces réactives Hz02 + Fe*" — OH'+ OH'+ Fe** (1)
de 'oxygene  Radical hydroxyle HO"
(ROS) H202+ 02" — OH'+ OH+ 02 (2)
Radical peroxy ROO R"+02, — RO?
Acide HOCI H.0, + Cl+ H-—» HOCI + H,0

hypochlorique

Monoxyde NO® O2 +Arginine +NADPH — NO'+
Espeéces réactives d’azote Cittrulline + H,0 + NADP*
de ’azote (RNS)

Peroxynitrite ONOO NO™+ O2” — ONOO -

1.3. Sources des ROS et RNS

Plusieurs organites et compartiments sont des siéges importants pour la production des radicaux
libres comme les mitochondries, les lysosomes, les peroxysomes, le réticulum endoplasmique, le
plasma, la membrane et autres sites dans le cytosol (Delteil et al., 2012). Les ROS, notamment
I’anion superoxyde et le radical hydroxyle, sont aussi produites au cours des différentes réactions
enzymatiques catalysées par le NADH oxydases, la xanthine oxydase, le cytochrome P450 et les

peroxydases (Drogue, 2002) (Figure 02).

Le monoxyde d’azote est produit au niveau cellulaire a partir de 1’arginine et de I’oxygene. Cette
réaction est catalysée par une famille d’enzymes : les NO synthases (NOS) (Speckmann et al.,
2016).

Plusieurs facteurs exogénes également tel que I'exposition prolongée au soleil, les rayonnements
ultra-violets, le mode de vie (tabagisme, alcoolisme, radiations ionisantes, polluants industriels),
I’alimentation déséquilibrée (carences en vitamines et oligo-éléments) ou encore les situations
cliniques (chirurgie, transplantation) sont a l'origine du stress oxydant en induisant et favorisant la
genese de radicaux libres (Mena et al., 2009 ; Chen et al., 2012) (Figure 02).
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Figure 02. Les origines du stress oxydant (Durackova, 2008).

1.4. Conséquences biochimiques du stress oxydant

La production excessive des radicaux libres provoque des Iésions des molécules biologiques comme

I'ADN, les protéines, et les lipides (Figure 03). Cela conduit a des Iésions secondaires dues au

caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides

(Loft et al., 2008).
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Figure 03. Les différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygene (Loft et al., 2008).
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1.5. Pathologies liées au stress oxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies, qui ont un impact énorme sur la
santé des populations. 1l semble étre le facteur déclenchant de plusieurs processus pathologiques, tel
que le cancer (Favier, 2006), les maladies neurodégénératives (Guillet-pichon et Verny, 2016), les

complications immunitaires et le diabéte (Mialocq et al., 2001 ; Hokayem et al., 2012).

Par ailleurs, il représente un facteur important dans la genese des complications de la grossesse liées
aux anomalies placentaires (Jauniaux et Burton, 2016) et le développement des maladies
rhumatismales (Afonso et al., 2007). Il est intéressant également de mentionner que 1’incidence
d’apparition de ces maladies augmente avec le vieillissement au cours duquel la défense
antioxydante diminue, alors que la production des radicaux libres augmente par un déreglement

progressif du fonctionnement mitochondrial (Guillet-pichon et Verny, 2016).

2. Systemes de défense antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent, a faible concentration, donner des électrons et/ou
des atomes d'hydrogene aux oxydants (Siti et al., 2015). Ils ont pour role d’empécher la formation
des radicaux libres, de permettre leur élimination ou bien de réparer les dégats causés par ces
espéces (Halliwell et al., 1990). Les antioxydants peuvent se diviser en systemes enzymatiques et

systémes non enzymatiques (Pieme et al., 2017).

2.1. Systémes enzymatiques

Les proteines enzymatiques antioxydants constituent la premiére barriere de cette défense
antioxydante. Elle est constituée de trois métalloenzymes essentielles : les superoxydes dismutases,
la catalase et les glutathions peroxydases. Leurs activités et leurs localisations dans la cellule sont
complémentaires et assurent 1’élimination des anions superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne dans

tous les compartiments intracellulaires (Cano et al., 2007).

2.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
Les superoxydes dismutases, premiere ligne de protection contre les ROS, sont présentes dans
presque toutes les cellules aérobies et dans les liquides extracellulaires (Kabel, 2014). Les SOD
catalysent la conversion de I'anion superoxyde en dioxygeéne et en peroxyde d’hydrogene (Belge,
2016) :

02" +2H — H0:+ 0O

Chez les mammiferes, cette famille comporte trois isoformes : la Cu/Zn-SOD cytosolique, la
Cu/Zn-SOD extracellulaire et la Mn-SOD mitochondriale (Afonso et al., 2007).

S
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2.1.2. Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire, retrouvée dans les peroxysomes des hépatocytes, des
érythrocytes et des cellules rénales (Castaldo et al., 2016). Chaque molécule de catalase peut
convertir environ 6 millions de molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne moléculaire
chaque minute (Valko et al., 2006). Elle catalyse donc la réaction de détoxification de H>O (Starlin
et Gopalakrishnan, 2013) :

2H02 — 2H20+ 02

2.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase constitue une famille d'enzymes qui est présente dans les liquides
extracellulaires, du cytoplasme et des membranes cellulaires (Valko et al., 2006). Elle catalyse la
réaction de transformation des peroxydes d’hydrogéne et des lipides (ROOH) en eau et alcool
(ROH). Lors de cette réaction deux molécules de glutathion (GSH) se transforment en glutathion-
disulfure (GSSG) (Omodanisi et al., 2017) :

2 H202+ 2 GSH — 2 H20 + GSSG
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H20

2.1.4. Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase est une oxydoréductase NADPH-dépendant localisée dans le cytosol et les
mitochondries. Elle catalyse la conversion du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion réduit (GSH)
(Csiszér et al., 2016) :

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP*

2.2. Systémes non enzymatiques
Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
syntheétisés par I'organisme et doivent étre apportés par lI'alimentation, donc on peut les divisees en

antioxydants endogenes et exogenes.

2.2.1. Antioxydants endogénes

A- Glutathion (GSH /GSSH)

Le glutathion est le principal antioxydant non enzymatique intracellulaire (Valko et Omova, 2011).
Il participe directement a la neutralisation des ROS par la réduction du peroxyde d'’hydrogéne grace
a la réaction catalysée par la GPx (Rajendran et al., 2014). Il permet aussi la régénération de

composés aux propriétés antioxydantes comme les vitamines E et C (Lu, 2013).
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B- Acide urique

C’est le produit du catabolisme des purines comme la xanthine et I’hypoxanthine (Villasante et al.,
2010). Il réagit avec plusieurs especes réactives aux potentialités oxydantes fortes comme ROQ",
HO", ONOO", NO>" et I’oxygene singulet, ce qui entraine la formation du radical urate, qui peut étre

alors réduit par 1’acide ascorbique (Stocker et Keaney, 2004).

C- Bilirubine

La bilirubine est le produit final de la dégradation de I’héme de plusieurs protéines hémiques. Ce
composé liposoluble est capable de piéger plusieurs espéces réactives tel que le ONOO et 1’*O;
(Powers et Jackson, 2008), protégeant ainsi 1’albumine et les membranes cellulaires contre les

attaques radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007).

D- Coenzyme Q10

Le coenzyme Q10 est un transporteur d’électrons présent dans la chaine oxydative mitochondriale,
les membranes cellulaires, le plasma et les lipoprotéines. Il est capable d’inhibier la peroxydation
lipidique (Powers et Jackson, 2008) et d’assurer un recyclage de la vitamine E (Canavy et al.,
2014). Le coenzyme Q10 se trouve dans les noix, les sardines, les grains complets et certains
Iégumes (Roberfroid et al., 2008).

2.2.2. Antioxydants exogenes

A- Vitamine Cet E

La vitamine C ou I’acide ascorbique est considérée comme le principal antioxydant hydrosoluble
(Spector et Johanson, 2014). Elle fournit la protection contre le stress oxydatif en agissant comme
un boueur des ROS, directement ou indirectement en recyclant I'antioxydant liposoluble, la
vitamine E (Kirkwood et al., 2012). Celle-ci est un antioxydant liposoluble localisé au niveau
membranaire et dans les lipoprotéines (Grimm et al., 2016). Elle réagit avec les radicaux peroxyles

ce qui permet I’inhibition de la peroxydation lipidique (Duncan et Suzuki, 2017).

B- Caroténoides

Représentés par la B-caroténe (provitamine A), les caroténoides sont capables de piéger les radicaux
hydroxyles, peroxyles, d’inhiber la peroxydation lipidique et de neutraliser 1’oxygeéne singulet
(Beaudeux et Genevieve, 2011). En fonction de la concentration en caroténoides, leurs effets sont
différents : a faible concentration, ils ont une action antioxydante, alors qu’a plus forte

concentration, ils se comportent comme des agents pro-oxydants (Valko et al., 2006).

KB



Analyse bibliographique

C- Oligoéléments

Le cuivre, le manganeése, le sélénium, le zinc et le fer sont des éléments-trace, jouent le role des
cofacteurs indispensables pour les réactions métaboliques d’enzymes antioxydants (Roussel, 2009),
afin de maintenir leur activité catalytique et protéger les cellules contre des dégats oxydatifs
(Marreiro et al., 2017). Cependant, certains oligo-éléments, notamment le fer et le cuivre, lorsqu'ils
sont en exces dans l'organisme, ils peuvent avoir une action pro-oxydante (Laliberte et Labbe,
2008).

D- Métabolites secondaires

Les plantes supérieures sont le sieége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése
des substances plus divers, appelée « métabolites secondaires » (Makhloufi, 2013). Les métabolites
secondaires sont représentés par les polyphénols, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides. Ces
molécules, notamment les polyphénols, posseédent une large gamme d’activité biologique et
pharmacologique : antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire et anticancéreuse (Ali et al.,
2001 ; Epifano et al., 2007 ; Li et al., 2007).

3. Composés phénoliques

Les composeés phénoliques (polyphénols) forment une immense famille de plus de 8000 composés
naturels issus tous du métabolisme secondaire et trés répandues dans le régne végétal (D’alessandro
et al., 2012). Ils jouent un r6éle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement
(Ganesan et Xu, 2017), comme ils contribuent a la couleur et au godt des fruits et des végétaux (Ky
etal., 2016).

Leur élément structural fondamental est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel se lie
au moins un groupe hydroxyle (Ky et al., 2016). La structure des polyphénols ainsi que leurs tailles
varient grandement, allant de petits phénols simples jusqu’aux tannins complexes de haut poids

moléculaire (Auger et Schini-Kerth, 2014).
3.1. Principales classes des polyphénols

3.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques possédent au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique
(Yuan et al., 2019). Ils représentent environ un tiers de des polyphénols (Sharma et al., 2015). Ils
ont des effets antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires et chélateurs (Mandale et al., 2010
; Yuan et al., 2019). lls existent sous deux formes (Figure 04) : dérivés de I’acide benzoique et

dérivés de I’acide cinnamique (Zhang et al., 2019).
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Figure 04. Acides hydroxybenzoique (A) et hydroxycinnamique (B) (Chandrasekara, 2019).

3.1.2. Flavonoides

Chez les plantes, plus de 6000 variétés de flavonoides ont été identifiées et regroupés en plusieurs
familles (Figure 05). Ils sont retrouvés dans les fruits et Iégumes sous forme glycosylée, ce qui les
rend plus hydrosolubles (Seleem et al., 2017). Ils jouent de nombreux réles chez les plantes :
défense contre les prédateurs, attraction des pollinisateurs, pigmentation des organes, croissance et
protection contre les ultra-violets (Subsamanian et al., 2007 ; Yang et al., 2008). Ces composés sont

toujours tricycliques : deux cycles benzoiques A et B et un pyrane C central (Sankari et al., 2014).
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Figure 05. Les principales familles des flavonoides (Fraga et Oteiza, 2011).

3.1.3. Tannins

Les tannins sont des polyphénols hydrosolubles, de poids moléculaire varie entre 500 et 3000 Da,
ayant en commun la propriété de tanner la peau (Le Bourvellec et Renard, 2019). Ils se complexent
généralement avec les protéines pour former un precipité (Ky et al., 2016). Ces composés existent
dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines (Redondo et
al.,2014).
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Ils peuvent avoir plusieurs activités biologiques comme [I’activité antioxydante, antifongique,
antitumorale et antivirale (Omnes et al., 2017 ; Amarowicz et Janiak, 2019). Sur le plan structural,

les tannins sont divises en tannins hydrolysables et tannins condensés (Figure 06).

A- Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénoliques. lls peuvent étre
dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique en oses et en acides phénoliques (Amarowicz et
Janiak, 2019).

B- Tannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeéres flavanoliques complexes, résultent de la polymérisation
des unités de flavan-3-ols et/ou les flavan-3,4-diols (Watrelot et al., 2017 ; Soares et al., 2018). lls
ne renferment pas de sucres dans leurs molécules et ne sont hydrolysés seulement qu’en présence
d’acide fort ou d’agents d’oxydation (Paris et Hurabielle, 1981 ; Atefeibu, 2002).
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Figure 06. Structure de tannins hydrolysables (A) et de tannins condensés (B) (Amarowicz et
Janiak, 2019).

3.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure chimique.
Ces composés montrent des activités anti-inflammatoires, antiathérogénes, analgésiques,
antibactériennes, antivirales, anticancéreuses (Ali et al., 2007), antiallergiques, vasodilatatrices
(Falleh et al., 2008 ; Hodgson et Croft, 2010), antiulcéreuses (Gurbuz et al., 2009), antidiabétiques,
ostéogenes (Maurya et al., 2009) et antioxydantes par la neutralisation et le piégeage des radicaux
libres (Perron et al., 2011).
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3.3. Activité antioxydante des polyphénols

Les composes phénoliques occupent une grande place dans la recherche scientifique grace a leurs
propriétés antioxydantes efficaces et leurs effets bénéfiques. Cette activité antioxydante est due a
leur capacité a piéger les radicaux libres (Balasundram et al., 2006) par la chélation des métaux (le
fer et le cuivre) initiateurs des réactions radicalaires (Solari-Godifio et al., 2017), I’inhibition des
enzymes responsables a la génération des radicaux libres (Van Acker et al., 1996) ou par la

surexpression et la protection des systémes de défenses antioxydants (Kumar et Pandey, 2013).

4. Plantes étudiées

Durant des siécles, nos ancétres ont utilisé les plantes pour réduire leurs douleurs, guérir leurs maux
et panser leurs blessures (Benkhnigue et al., 2011). En effet, il existe 500000 especes de plantes sur
la terre, parmi lesquelles, un nombre limité est considéré comme medicinales (Aouinti et al., 2014).

Parmi celles nous avant choisi trois plantes pour évaluer leurs activités antioxydantes.

4.1. Thymus vulgaris L.

Le mot Thym provient du terme latin "Thymus" qui signifie "parfumé™ (Padrini et Lucheroni, 1996).
Dans la flore algérienne, ce genre est représenté par 11 especes, dont I’espece la plus connue est
Thymus vulgaris L. (Balladin et Headley, 1999). Il est localement connu sous le nom "Zaatar" tant
qu'en francais et en anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom du genre "Thym" et

"Thyme" respectivement pour le désigner (Amiot, 2005).

4.1.1. Classification systematique
Régne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus
Espéce : Thymus vulgaris L.
(Morales, 2002)

4.1.2. Description botanique

Thymus vulgaris L. est un arbrisseau aromatique, pouvant atteindre 40 cm d’hauteur, a tiges
ramifiées qui portent de petites feuilles persistantes, de petites tailles de couleur verte foncé et qui
sont recouvertes de poils et de glandes (Figure 07). Ses petites fleurs sont regroupées en glomérules
et leurs couleur varie du blanc au violet dont la floraison a lieu de Juin a Octobre et possédent un
fruit brun clair a brun foncé (Morales, 2002 ; Soto-Mendivil et al., 2006).

=
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Figure 07. Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L. (Iserin, 2001).

4.1.3. Utilisation en médecine traditionnelle

Thymus vulgaris L. est 1’'une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le monde
entier. Ses applications sont tres vastes et touchent le domaine alimentaire et celui de la médecine
traditionnelle (Adwan et al., 2007). En Algérie, la sommité fleurie de T. vulgaris L. est utilisée par
voie orale dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels que : le ballonnement
épigastrique, la lenteur a la digestion, 1’éructation, la flatulence ainsi que dans le traitement
symptomatique de la toux et de la bronchite (Benabed et al., 2017). Sa feuille est employée en tant

que brancho-spasmolytique, expectorant et antibactérien.

4.1.4. Données phytochimiques

L’huile essentielle de la plante est composée d’une quantité trés variable en phénols (20-80%)
(Diaz-Maroto et al., 2005), dont les majeurs constituants sont thymol (30-70%) et carvacrol (3-
15%) (Kuhn et Winston, 2012). Elle contient également des alcaloides, des monoterpénes, des
tannins, des saponines, des flavonoides, des acides phénoliques (Peter, 2004 ; Singh, 2011 ; Goetz
et Ghédira, 2012), I’hydroxyjasmone glucoside (Kitajima et al., 2004), des polysaccharides (Chun
etal., 2001) et de la vitamine E (KuliSic et al., 2006).

4.2. Cynoglossum creticum Mill

L’espéce Cynoglossum creticum est tres commune dans le Tell algérien et rare ailleurs. Elle se
rencontre sur les sommets arides, dans les lieux incultes et au bord des chemins (Anonyme, 2011).
Elle est connu sous le nom de " Cynoglosse de Crete " en francais, "Blue hound’s tongue" en
anglais et par différents noms arabes, tels que Saboun el-arais, Ouden el-arnebe (Anonyme, 2011 ;
Bowe et Yatskievych, 2016), comme elle est connu localement a Jijel sous le nom El-chahba

(Figure 08).
14

L7




Analyse bibliographique

Figure 08. Aspects morphologiques de Cynoglossum creticum Mill.

4.2.1. Classification systématique
Regne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Famille : Boraginaceae
Genre : Cynoglossum
Espece : Cynoglossum creticum
(Barbier et Mathez, 1973)

4.2.2. Description botanique

Cynoglossum creticum est une plante biannuelle qui atteint jusqu'a 60 cm d’hauteur. Ses tiges sont
recouvertes de poils fins. Elle a des feuilles de couleur verte foncée, jusqu'a 20 cm de long et 25-35
mm de large. La fleur, un tube de 10 a 11 mm de long, est rose a bleu. Les graines sont ovales de 6-
8 mm de long et leur surface extérieure est couverte d'épines (Anonyme, 2003 ; Bowe et
Yatskievych, 2016).

4.2.3. Utilisation en médecine traditionnelle
Les feuilles de C. creticum Mill. astringentes étaient utilisées contre les brdlures. Elles traitent
également les infections pulmonaires et la tuberculose. Les racines servaient d’expectorant et
d’anti-diarrhéique, ou leur décoction est utilisée pour soulager les douleurs articulaires (Tiwari,
2008 ; Anonyme, 2011 ; Attard et Pacioni, 2012).

-
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4.3. Arum italicum Mill.

Arum italicum Mill. a été décrit pour la premiére fois en 1768 par Miller. Il pousse dans les endroits
ombragés plus ou moins humides (Boyce, 1993). Il est présent en Europe du Sud et de I’Ouest, dans
I'Afrique du Nord et en Asie occidentale (Agalar et al., 2017). Il est connu sous plusieurs noms
communs : Arum d'ltalie, Gouet d'ltalie en francais, Italian lords and ladies en anglais (Quattrocchi,

2016), Avgoug en kabyle (Hammiche, 2015) et Eguérni ou Eyérni a Jijel.

4.3.1. Classification systéematique
Regne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida
Famille : Araceae

Genre : Arum

Espeéce : Arum italicum

(UniProt org, 2019)

4.3.2. Description botanique

C’est une plante vivace de 20 a 60 cm d’hauteur, possédant un gros tubercule brun foncé a
I'extérieur et blanc a l'intérieur (Figure 09). Cette espéce se caractérise par des feuilles vertes
foncees et veinées de blanc jaunatre (Bruneton, 1996). L'inflorescence est composée d'une grande
spathe blanchatre qui entoure un axe central portant les petites fleurs unisexuées. La période de
floraison se prolonge de Mars a Mai. Les fruits sont des baies rouges vifs qui forment une grappe

compacte dressée (Bruneton, 1996).

Feuilles

Tubercule

Figure 09. Aspects morphologiques d’Arum italicum Mill. (Atha et al., 2017).
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4.3.3. Utilisation en médecine traditionnelle
Les tubercules d'Arum italicum Mill. ont été consommés depuis I'Antiquité dans différents pays
pendant les périodes de pénurie alimentaire et de famine, comme pendant la révolution et il a été

fait une sorte de pain et de gateaux (Salik et al., 2002 ; Couplan, 2009).

Les tubercules, les feuilles et les fruits d'A. italicum Mill. sont utilisés dans la médecine
traditionnelle. Il est suggéré que les tubercules séchés ont des effets laxatifs et expectorants. Ils ont
également été consommés a I'état frais pour le traitement de I'eczéma, les plaies, les abces, les
fissures de la peau des pieds et des mamelons. En outre, il a été rapporté que les fruits mirs ou les
tubercules en poudre sont utilisés comme antidote contre les pigQres venimeuses, ainsi que les
tubercules étaient utilisés pour le traitement des maladies telles que le rhumatisme, les hémorroides,
les verrues, le cancer, l'ulcere d'estomac et les maladies gynécologiques (Salik et al., 2002 ;
Kozuharova et al., 2014 ; Agalar et al., 2017). En pharmacopée traditionnelle kabyle les feuilles

d'A. italicum Mill. sont utilisées comme un antitussif en usage externe (Hammiche, 2015).

4.3.4. Données phytochimiques

Le criblage phytochimique a montré que cette plante contienne des lignanes, des composés
stéroidiens et des alcaloides tels que I'arodine et I'aronine qui peuvent provoquer de fortes bralures
bucco-pharyngées ainsi que des vomissements (Couplan, 2009 ; Hammiche, 2015 ; Agalar et al.,
2017). En outre, cette plante renferme des oxalates de calcium et des glycosides cyanogenes
hautement létal (Atha et al., 2017).

4.3.5. Données toxicologiques

A I'état frais, cette plante est toxique en raison de la présence d'alcaloides et de cristaux d'oxalate de
calcium qui capables d'irriter tres douloureusement les muqueuses. La consommation de plantes
fraiches se caractérise par des nausees, des vomissements, des diarrhées et troubles du rythme
cardiaque, et il peut provoquer un empoisonnement pouvant entrainer la mort. Mais, les effets de
ses substances toxiques sont perdus lorsqu'il est séché et bouilli (Couplan, 2009 ; Quattrocchi, 2016
; Agalar et al., 2017).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Lignane
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Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire pédagogique du département de Biologie Moléculaire
et Cellulaire - Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie - Université de Jijel. Notre étude est
portée sur le dosage des composés phénoliques et 1’évaluation de l'activité antioxydante de trois
plantes médicinales largement utilisées dans la Wilaya de Jijel : Thymus vulgaris L., Cynoglossum

creticum Mill., et Arum italicum Mill.

1. Matériel

1.1. Materiel végeétal

Les feuilles de Thymus vulgaris L., Cynoglossum creticum Mill. et les tubercules d’Arum italicum
Mill. ont été récoltées au mois de Juin 2018, Avril et Mars 2019 a partir de la région de Boudriaa,
Ben Yadjis, Harratene et EI-Akabi (Wilaya de Jijel). Tous les échantillons ont été nettoyés des
impuretés, séchées a 1’abri de la lumiere dont les tubercules d’Arum italicum ont été coupés en
tranches pour faciliter cette étape. Ensuite, ils ont été broyés a 1’aide d’un mortier en poudre

moyennement fine et conservées dans des flacons en verre a 1’abri de la lumiére jusqu'a I’utilisation.

1.2. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans notre étude sont :

e Les solvants : le méthanol, I’éthanol, le chloroforme.

e Les réactifs : trichlorure d’aluminium (AlCls), Folin-Ciocalteu, bicarbonate de sodium
(Na2.COg), acide gallique, quercétine, acide tannique, acide ascorbique (Vitamine C),
Butylated hydroxy toluen (BHT), persulfate de potassium (K2S20g), 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), ferricyanide de potassium [KzFe(CN)e],
acide trichloracétique (TCA), chlorure ferrique (FeCls), B-caroténe, Tween 40, Na;HPO4 et
NaH2POa.

Ces solvants et réactifs sont obtenus auprés de Fluka, Prolabo, Sigma-Aldrich, Organics et Janssen
Chemica.
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2. Méthodes

2.1. Extraction

2.1.1. Préparation de I’extrait éthanolique

L’extraction éthanolique a été réalisée par macération dans 1’éthanol 80 % (volume/volume avec
I’eau distillée) a raison de 10 g de la poudre pour 100 ml. La maceération dure 72 heures a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére, avec une agitation réguliére. Apres filtration a travers
le papier Wattman N°3, le filtrat est évaporé a 1’aide d’un rotavapeur (KIT LAB®) presque & sec.
Le résidu final est sécher dans une étuve a 45 °C, jusqu’a I’obtention d’un extrait conservée a 4 °C

jusgu’a son utilisation (Mbiantcha et al., 2011).

2.1.2. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux a été préparé en suivant un mode d’extraction traditionnelle ; I’infusion (Daoudi et
al., 2017). Brievement, 10 g de la poudre des plantes ont été infusés dans 100 ml de I’eau distillée
bouillante pendant 15 min. Aprés filtration, la solution obtenue est placée dans 1’étuve a 45 °C

jusqu’a I’obtention d’un extrait conservé par la suite a 4 °C.

A la fin de I’extraction, 6 extraits différents ont été récupérés : les extraits éthanoliques (TE, CE et
AE) et les extraits aqueux (TA, CA et AA) pour T. vulgaris, C. creticum et A. italicum,

respectivement.
2.2. Dosage des composés phénoliques

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des phénols totaux dont
I’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu est la plus courante. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un
acide de couleur jaune constitu¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). En milieu alcalin, la complexation du réactif de Folin-
Ciocalteu avec les fonctions hydroxyles (OH) des phénols, se traduit par la formation d’un mélange
bleu stable d'oxydes de tungsténe et de molybdéne (Agbor et al., 2014). L’intensité de la coloration
bleue produite, qui a une absorbance maximale a 765 nm, est proportionnelle a la quantité des

polyphénols présents dans I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).

Brievement, 500 pl du réactif Folin-Ciocalteu (dilué a 10 % dans de 1’eau distillée) sont ajoutés a
100 ul d’extrait avec des concentrations bien déterminées. Quatre minutes aprés, 400 pl de la

solution de Na>COs (75 mg/ml) sont additionnées au mélange reactionnel. Aprés une incubation de
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2 h a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, 1’absorbance est lue & 765 nm par un
spectrophotometre (SPECORD® 50 PLUS).

La droite d’étalonnage a été réalisée par 1’acide gallique (0-100 pg/ml), en suivant les mémes étapes
de dosage. Les teneurs en polyphénols totaux sont déterminées a partir de la droite de régression de
la courbe d’étalonnage (Annexe 01). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g).

2.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification de contenu flavonoique est estimée par la méthode colorimétrique au trichlorure
d'aluminium (AICI3) en suivant la méthode de Bahorun et ses collaborateurs (1996). En effet, les
flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 susceptible de former une
liaison covalente avec 1’AlICI3 et produire un complexe de couleur jaune dont I’absorbance
maximale est a 430 nm (Ababsa, 2009). La coloration jaune produite est proportionnelle a la

quantité de flavonoides présente dans 1’échantillon (Ribéreau-Gayon et Gautheret, 1968).

A 1 ml d’échantillon, 1 ml de la solution d’AlCls (2 % dans le méthanol) est ajouté. Aprés 10 min
d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumiere, les absorbances sont mesurées par le
spectrophotomeétre a 430 nm. Toutes les manipulations sont répétées 3 fois. Dans les mémes
conditions, la gamme d’étalonnage de la quercétine (0-30 pg/ml), est établie. La quantité des
flavonoides est déterminée a partir de courbe d’étalonnage (Annexe 02). Les résultats sont exprimeés

en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

2.2.3. Dosage des tannins hydrolysables

Le dosage des tannins hydrolysables a été réalisé en suivant la méthode de Mole et Waterman
(1987). Les tannins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent un complexe bleu
mesurée par spectrophotométrie. Pour cela, 1 ml d’extrait est melangé avec 3.5 ml de FeCls (0.01 %
dans HCI 0.001 M). Aprés homogénéisation et incubation pendant 10 min, les absorbances ont été
mesurées a 660 nm. La teneur en tanins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage obtenue avec 1’acide tannique (Annexe 03). Les resultats sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait (mg EAT/g).

2.3. Evaluation de ’activité antioxydante
Dans la présente étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des extraits issus des
plantes étudiées est établie en estimant : le pouvoir réducteur, I’effet scavenger envers le radical

ABTS et le radical hydroxyle et finalement I’inhibition du blanchiment de B-caroténe.
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2.3.1. Piégeage du radical cationique ABTS*®

L’effet piégeur du radical cationique ABTS*® est déterminé selon la méthode de Re et ses
collaborateurs (1999). Le radical cationique ABTS"™ a été produit en faisant réagir une solution
mere d’ABTS (7 mM) avec du persulfate de potassium (2,45 mM). Aprés incubation a température
ambiante pendant 12 a 16 heures a I'obscurité, la solution a été diluée avec le méthanol et equilibrée
pour une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm. L'activité antioxydante est estimée en mélangeant 50
ul d'extrait dilué ou du BHT avec 1 ml de la solution d’ABTS"™®. L’absorbance est ensuite lue a 734
nm, aprés 30 minutes d'incubation a température ambiante. L'activité antioxydante est calculée

comme suit :
Activité antioxydante (%) = (Ac — Ae / Ac) x 100

Ac : absorbance sans échantillon (control).

Ak : absorbance en présence de I'échantillon.

2.3.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir reducteur des extraits est déterminé selon la méthode de Chung et ses collaborateurs
(2005). Cent microlitres (100 pl) de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 100 pl de ferricyanure
de potassium ([KzFe(CN)s], 1 %) sont ajoutés & 100 ul de différentes concentrations d’extrait ou du
BHT. Le mélange est incubé pendant 20 min a 50 °C. Aprés incubation, 250 ul d’acide
trichloracétique (TCA, 1 %) sont ajoutés et soumis a une centrifugation a 3000 rpm/min pendant 10
min. Ensuite, 250 pl du surnageant est prélevé pour ajouter 250 pl d’eau distillée et 500 pl de

chlorure ferrique (FeCls, 0,1 %) ; la lecture se fait a 700 nm.

La valeur d’ECsg est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance égale a 0,5 et

est calculée a partir du graphe de 1’absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

2.3.3. Blanchissement du p-carotene

La capacité des extraits a prévenir le blanchissement de la p-carotene est déterminé selon la
méthode décrite par Miller en 1971 et qui est modifiée par Aslan et ses collaborateurs (2006).
Bri¢vement, une émulsion de B-carotene/acide linoléique a été préparée par la solubilisation de
0,5 mg de B-caroténe dans 1000 pl du chloroforme. Vingt-cing microlitres (25 ul) de I’acide
linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnées. Le chloroforme est ensuite évaporé, en
utilisant un rotavapeur (KIT LAB®), et 100 ml d’cau distillée oxygéné ont été ajoutes avec une

agitation vigoureuse de I’émulsion résultante.
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Pour la réalisation du test, 2500 pl de 1’émulsion précédente sont ajoutés a 350 pl de ’extrait a
analyser (2 mg/ml). L’antioxydant standard (BHT) est utilisé comme un contrdle positif, alors que

le contréle négatif est réalisé par le solvant de solubilisation des extraits.

La décoloration de B-carotene est suivie a 490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant les 5
premiéres heures, puis aprés 24 heures et 48 heures. L’inhibition de la dégradation de la B-carotene

par les extraits (% inhibition) est calculée selon I’équation suivante :
% Inhibition = At (extrait) x 100 / At (BHT)

At (extrait) : absorbance de I’extrait dans un temps déterminé.

At (BHT) : absorbance de BHT dans un temps déterminé.

2.3.4. Piégeage du radical hydroxyle

La capacité de piéger les radicaux hydroxyles a été mesurée par la méthode de Smirnoff et Cumbes
(1989). Le mélange réactionnel (3 ml) est constitué de 1 ml de sulfate ferreux (1,5 mM), 700 pl de
peroxyde d'hydrogene (6 mM), 300 ul de salicylate de sodium (20 mM) et 1 ml des différents
extraits ou d'acide ascorbique (Vitamine C), qui a été incubé a 37 °C pendant 1 h. Apreés
refroidissement, 1’absorbance a été mesurée a 562 nm contre un blanc. L'activité antioxydante est

calculée comme suit :
Activité antioxydante (%) = [1- (As - As / Ac)] x 100

Ac : absorbance sans échantillon (control).
As : absorbance du blanc (sans salicylate de sodium).

As : absorbance en présence de I'échantillon.

2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests réalisés sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs ECso et 1Cso sont
calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [Absorbance = f
(concentration)] et [% inhibition = f (concentration)], respectivement. Les comparaisons multiples
et la détermination des taux de signification sont faites par le test ANOVA One-way suivi du test de
Dunnett pour comparaison multiple, en utilisant le logiciel GraphPad Prism7®. Les différences sont

considérées statistiguement significatives au seuil de 0,05.
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1. Rendement d'extraction

L’extraction des feuillets des plantes de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et les tubercules
d'’Arum italicum a été réalisée par 1’éthanol 80 % et par 1’eau distillée. Aprés extraction et
élimination de toute trace de solvant, le rendement est calculé selon la formule ci-dessous et les

résultats sont présentés dans le tableau 03.

Poids de l'extrait obtenu

R %)=
endement (%) Poids de la poudre de plante :

Tableau 03. Rendement d’extraction de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et d'’Arum

italicum.

Thymus vulgaris Cynoglossum creticum | Arum italicum

Rendement (%) Extrait aqueux 20.1 14.2 11.6

Extrait éthanolique 185 15.3 8.7

D’apreés les résultats obtenus, on a constaté que T. vulgaris a donné le meilleur rendement suivi par
C. creticum et A. italicum. Il est a noter également que le rendement des extraits aqueux est
relativement élevé par rapport au rendement des extraits éthanoliques, a I'exception de C. creticum

ou le rendement le plus faible est celui de I’extrait aqueux.

Le rendement d’extraction de T. vulgaris (TA et TE) reste supérieur a celui rapporté par Sokmen et
al. (2004), Ramchoun et al. (2012), Yakhlef (2013) et Kholkhal (2014) qui ont travaillés sur
plusieurs espéces de Thymus (T. vulgaris, T. atlanticus, T. satureioides, T. spathulifolius T. ciliatus
et T. coloratus) et qui ont trouvés des rendements variables allant de 9,25 jusqu’a 14,8 % pour les

extraits aqueux et alcooliques.

Contrairement a T. vulgaris, quelques rapports seulement décrivent I'extraction des especes de la
méme famille que C. creticum. En ce qui concerne l'extrait CA, on a trouvé un rendement supérieur
a celui obtenu pour Anchusa azurea (Boussoualim, 2014) ou le rendement d’extraction ne dépasse
pas 3.61 %. En plus, I’extraction aqueuse et éthanolique d’Heliotropium indicum et Borago
officinalis (Patomo, 2006 ; Zemmouri, 2014) a donnée des rendements inférieurs a ceux obtenues

dans la présente étude (18 % a 45 % du poids sec).

)
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Cette variabilité dans les valeurs des rendements d’extraction est due a plusieurs facteurs entre
autres : la distribution géographique, la température et le pH du milieu d’extraction, ainsi que le
solvant utilisé pour I’extraction (volume et nature). Le caractére polaire ou non des composés
phénoliques conditionne le choix du solvant approprié. La solubilité des polyphénols est étroitement
liée au degré de polymérisation en raison de I’augmentation de nombre de groupement hydroxyles
(Bonnaille et al., 2012). En plus, des études ultérieures ont rapportés que les plantes ayant des
rendements d’extraction élevés contiennent une forte teneur en composés phénoliques (Lehtinen et
Laakso, 1998 ; Borneley et Peyrat-Maillard, 2000).

2. Teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins hydrolysables

Apreés extraction, les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins hydrolysables dans
les extraits aqueux et éthanoliques des différentes plantes sont estimées en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu, la méthode de trichlorure d’aluminium et la méthode décrite par Mole et Waterman

(1987), respectivement. Les résultats sont représentés dans le tableau 04.

Tableau 04. Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tannins hydrolysables dans les
différents extraits de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et d'Arum italicum.

Polyphénols totaux Flavonoides Tannins hydrolysables

(mg EAG/g d’extrait) (mg EQ/g d’extrait) (mg EAT/g d’extrait)

TA 90.91 + 1.67 13.36 £ 0.20 32.94 +0.37
T. vulgaris

TE 89.70+ 2.90 11.37+1.02 107.20 + 1.60

CA 56.99 + 2.60 3.58 £ 0.01 83.68 + 1.60
C. creticum

CE 83.54 + 2.67 21.06 £2.93 64.98 £ 0.25

AA 2.79+£0.17 0+£0.05 6.28 +2.22
A. italicum

AE 7.65+0.59 0+0.09 1.09 +0.24

Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3).

Bl
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Le tableau 04 montre que les extraits éthanoliques sont riches en polyphénols totaux et en tanins
hydrolysables alors que leurs composition en flavonoides est relativement faible. De plus, il est a
noter que T. vulgaris a la meilleure teneur en polyphénols, en tannins hydrolysables et en

flavonoides suivi par C. creticum et A. italicum.

Les résultats du dosage démontrent que TA contient des teneurs élevés en polyphénols, en
flavonoides et en tannins hydrolysables que celles rapportées par Habashy et al. (2018) (44.16 +
1.47 mg EAG/g, 17.86 + 0.71 mg ER/g et 21.49 + 1.68 mg ECA/g, pour polyphénols, flavonoides et
tannins, respectivement). Par ailleurs, TE possede des teneurs plus faibles par rapport a ce qui est
rapporté par EI-Newary et ses collaborateurs en 2017 (214.55 + 15.65 EAG/g, 143.75 + 13.45 mg
ECA/g pour les polyphénols et les flavonoides).

En 2014, Zemmouri et al. ont montré que I'extrait aqueux de Borago officinalis, une plante
appartient de la famille de Boraginaceae, contient une teneur en polyphénols et en tannins égale a
35.48 £ 2.70 mg EAG/g et 3.14 = 0.60 mg EAC/qg, respectivement. Des teneurs qui sont nettement
inférieures aux valeurs obtenues pour CA. De plus, les mémes auteurs ont trouvé que la teneur en
polyphénols (94.09 £ 1.72 mg EAG/g) et en flavonoides (37.65 + 3.93 mg EQ/g) dans I'extrait
éthanolique de Borago officinalis était supérieur a celle de CE dans la présente étude.

Concernant I’A. italicum, on a constaté que les deux extraits AA et AE renferment des teneurs
faibles voir nulles en polyphénols, en flavonoides et en tannins par rapport aux autres especes
étudiés. Des résultats qui sont nettement inférieurs a ceux rapportés par Farahmandfar et al. (2019)
ou la teneur en polyphénols et en flavonoides des feuilles d'Arum maculatum était de 39.85 + 0.3
mg EAG /g et 1.67 = 0.65 mg ECA/g, respectivement pour 1’extrait aqueux, et de I’ordre 51.09 +
1.43 mg EAG /g, 4.17 £ 1.25 mg ECA/g pour I'extrait éthanolique.

Tous comme le rendement, les variations dans la teneur en composés phénoliques dépendent de
plusieurs facteurs essentiellement le climat, la localisation géographique (Ryan et al., 1999), la
saison de culture, la saison de récolte, la maturité, les conditions de stockage et les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante (Poyrazoglu et al., 2002). Les teneurs en polyphénols, en
flavonoides et en tannins hydrolysables peuvent servir comme des bons indicateurs des capacités
pharmacologiques des plantes médicinales (Viuda-Martos et al., 2010), mais 1’objectif principale du
dosage de ces métabolites secondaires réside dans le fait que la majorité des propriétés

antioxydantes des plantes sont attribués a leur présence (Li et al., 2007).
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3. Activité antioxydante de T. vulgaris, C. creticum et d'A. italicum

L effet antioxydant des composés phénoliques est désormais munis d’un grand intérét du a son effet
protecteur contre les diverses maladies ainsi qu’a son effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
(Bubonja-Sonje et al., 2011).

Cependant, les processus oxydatifs sont tres variés et complexes et la nature de 1’activité
antioxydante peut étre multiforme et attribuée aux différents mécanismes tels que le piégeage des
radicaux libres (effet scavenger), la chélation des ions métalliques de transition (la réduction) et
méme la prévention de I’initiation d’une chaine d’oxydation productrice des ROS (la peroxydation
lipidique) (Ozen, 2009). Ainsi, la combinaison de plusieurs tests antioxydants complémentaires les
uns aux autres est utile afin d’évaluer le potentiel antioxydant des plantes ou de leurs extraits
(Ksouri et al., 2009).

3.1. Effet piégeur envers le radical ABTS"™

L’activité anti-radicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la réduction du
radical ABTS" « 2,2'-Azinobis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) » (Moon et Shibamoto,
2009). Ce radical cationique est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de
potassium pour donner une solution colorée en bleu-vert (Prouillac, 2009). La neutralisation du
radical ABTS"™ par un antioxydant se traduit par la décoloration de la solution et la diminution de
I’absorbance (Giilgin, 2010). Une diminution qui est proportionnelle a 1’effet antioxydante (Re et
al., 1999).

Les profils de 1’activité anti-radicalaire obtenus (Figure 10) révelent que la capacité de piégeage du
radical ABTS*® par les extraits et le BHT est augmenté d’une maniére concentration-dépendante. A
faible concentration (0-10 pug/ml), TE et TA exercent 1’effet piégeur le plus puissant par rapport aux
autres échantillons y compris le BHT. Une expérience réalisée in vitro a montré que l'extrait
acetonique de T. vulgaris est capable de pieger 70 % des radicaux DPPH" a la concentration de 500

png/ml (Kazeem et al., 2015).

D’autre part, nos résultats indiquent qu’une concentration de 48 pg/ml de CE et CA est capable de
piéger 63.78 + 0.46 % et 60.85 * 3.95 % des radicaux ABTS"* alors que Anitha (2012) suggérent
que C. zeylanicum a une activité de 84.63 % a une dose de 800 pg/ml envers le radical ABTS*"®.
Concernant les extraits AE et AA, une activité relativement faible a été enregistrée pour 48 pg/ml
(21.48 £ 0.71 % et 26.48 = 3.09 %). L'étude de Farahmandfar et son équipe montre que l'extrait
éthanolique d'Arum maculatum posséde un effet piégeur similaire (31.19 + 2.12 % d’inhibition)

pour une concentration de 200 ppm (Farahmandfar et al., 2019).
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Figure 10. Effet piégeur des différentes concentrations des extraits de T. vulgaris (A), C. creticum
(B), A. italicum (C) et du BHT envers le radical ABTS"®. Chaque valeur représente la moyenne de

3 essais + SD.
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La concentration nécessaire pour réduire 50 % des radicaux ABTS™ (ICso) est utilisé pour estimer
I’activité antioxydante d’un composé ; plus la valeur d’ICso est basse, plus I'activité antioxydante est
élevée (Benabed et al., 2017). Les valeurs obtenues sont illustrés dans la figure 11. En comparant
les ICso des extraits a celle du standard, on peut dire que I’activité anti-radicalaire de TA, TE, CA et
CE (25.99 + 0.39 pg/ml, 11.23 £ 1.82 pg/ml, 48.86 £ 1.92 pg/ml et 36.43 = 9.28 pg/ml) est
significativement similaire a celle de BHT (18.32 £ 0.17 pg/ml).
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Figure 11. Activité anti-radicalaire des extraits de T. vulgaris, C. creticum, A. italicum et du BHT
contre le radical ABTS™ exprimés en ICso. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) ;
" (p > 0.05), ** (p <0.01), *** (p < 0.001), comparant avec le BHT (ANOVA a un facteur suivi du

test de comparaison multiple du Dunnett).

L'ICso de TA et TE est en accord avec les valeurs obtenues par Yakhlef (2013) dont la concentration
nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH est 13.97+ 0.584 ug/ml. Par ailleurs, les mémes
extraits sont plus forts que I’huile essentielle de T. vulgaris étudiée par Ballester-Costa et al. (2017)
qui présente un bon effet anti-radicalaire avec une 1Cso égale a 6.46 + 0.11 mg/ml contre le radical
ABTS™.

D’autre part, et en ce qui concerne les extraits CA et CE, nos valeurs d’ICso sont supérieures a celles
décrites par Anitha et al. (2012) qui ont étudiés plusieurs fractions de C. zeylanicum (éther de
pétrole, benzene, acétate d'éthyle, méthanol et éthanol) et qui ont trouvés les valeurs d'ICso
suivantes : 17.93 pg/ml, 18.32 pg/ml, 20.56 pg/ml, 28.33 ug/ml, 29.56 pg/ml.

Contrairement a T. vulgaris et C. creticum, les extraits d’A. italicum sont dotés d’un pouvoir
antioxydant modéré contre les radicaux ABTS'®, avec une ICso égale a 94.1 + 65.81 pg/ml et

343.2 £ 7.29 pug/ml pour I'extrait AA et AE, respectivement.
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Des valeurs qui sont plus élevées que celles obtenues par Jaradat et Abualhasan (2016), ou I'extrait
méthanolique d'A. dioscoridis, A. elongatum, A. hygrophilum et A. palaestinum, posséde une
capacité de piégeage du radical DPPH" avec une ICso de l'ordre de 6.7 + 0.75 pg/ml, 19.9 + 0.63
pag/ml, 9.9 + 0.49 pg/ml et 6.9 + 0.62 pg/ml, respectivement.

La différence de l'activité antioxydante des extraits pourrait étre attribuée a une différence de la
teneur en polyphénols et/ou en flavonoides. Plusieurs études indiquent la présence d’une corrélation
positive entre 1’activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques et leurs structures
(Luximon-Ramma et al., 2002 ; Lamien-Meda et al., 2008 ; Suhartono et al., 2012). Généralement,
les polyphénols avec un nombre élevé des groupements hydroxyles présentent I’activité anti-
radicalaire la plus élevée (Heim et al., 2002), due a leur pouvoir de donner plus d’atomes
d’hydrogénes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007). L’activité anti-
radicalaire est donc dépendante du nombre, de la position et de la nature des substituant sur les
cycles B et C (groupements hydroxyles, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al.,
2010). Ainsi, I’effet anti-radicalaire n’est pas seulement concentration-dépendant mais également

structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

3.2. Pouvoir réducteur du Fer

La capacité de donner des électrons dans une réaction d’oxydoréduction peut étre aussi utilisée pour
d’estimer 1’activité antioxydante d’un composé. Dans cette technique, il est possible de mesurer la
capacité des antioxydants présents dans les extraits des plantes en mesurant leur pouvoir réducteur
du fer ferrique (Fe*®) du ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe*2). Celui-ci se traduit par le
changement de la couleur jaune du ferricyanure de potassium vers une couleur bleue verdatre dans
un milieu acidifié par ’acide trichloracétique, dont I’intensité de la couleur dépend du pouvoir
réducteur (Ribéro et al., 2008).

La figure 12 refléte la capacité des extraits éthanoliques et aqueux a réduire les ions Fe** d’une
maniére concentration-dépendante ; c’est-a-dire que la capacité de réduction de fer est
proportionnelle & 1’augmentation de la concentration des d’extraits. A 45 ug/ml, le pouvoir
réducteur de I’extrait aqueux est relativement supérieur par rapport a 1’extrait éthanolique et au
BHT, a I'exception d'A. italicum. De plus, il est a noter que le meilleur pouvoir réducteur a éeté

obtenu par T. vulgaris suivi par C. creticum et A. italicum.
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Figure 12. Pouvoir réducteur des différentes concentrations des extraits de T. vulgaris (A), C.

creticum (B), A. italicum (C) et du BHT. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.
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Le potentiel réducteur est également exprimé en concentration effectrice lorsque 1’absorbance est
égale a 0.5 ou I’ECso1la plus faible correspond a I’extrait le plus actif. La figure 13 montre que les
extraits aqueux et éthanolique de T. vulgaris et C. creticum possédent une capacité réductrice
similaire a celle de BHT et une meilleur capacité réductrices par rapport aux extraits d'A. italicum
(p > 0.05). Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Habashy et al. (2018) qui ont trouvé que
I’ECso de l'extrait aqueux de T. vulgaris est égale a 4.22 = 0.23 pg/ml. Par contre, CA et CE
exercent un effet réducteur relativement élevé a celui décrit par Bensaid et son équipe (2018) qui a
travaillé sur la fraction d’acétate-éthyle des feuilles de C. cheirifolium (ECso = 0.622 + 0.009

mg/ml).
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Figure 13. Pouvoir réducteur des extraits de T. vulgaris, C. creticum, A. italicum et de BHT
exprimé en ECso. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3), ™ (p > 0,05), *** (p < 0,001),

comparant avec le BHT (ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison multiple du Dunnett).

Il existe une bonne relation entre le pouvoir réducteur des extraits aqueux et éthanolique et leurs
teneurs en polyphénols ou I'extrait éthanolique, qui est le plus riche en composés phénoliques
(polyphénols totaux et tannins) présente 1’activité réductrice la plus puissante. Ainsi, le pouvoir
réducteur des extraits pourrait étre lié a la présence des groupements hydroxyles dans les composés
phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Kumarappan et al. (2012) ont signalé
que les donneurs d’électrons pourraient réagir avec les radicaux libres pour les transformer en
produits plus stables et arréter les chaines des réactions radicalaires ; c’est ce qu’on appelle pouvoir
réducteur. Ils ont rapporté aussi que ’activité antioxydante des composés naturels peuvent avoir une
corrélation réciproque avec leur pouvoir réducteur du fer (Kumarappan et al., 2012 ; Guettaf et al.,
2016).
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3.3. Blanchissement de p-caroténe

Dans le systeme acide linoleique/p-caroténe, 1’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux
peroxydes, qui vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi son oxydation et la disparition
de son couleur orange. Cependant I’addition d’un antioxydant pure (Von Gadow et al., 1997) ou
sous forme d’extrait végétal (Koleva et al., 2002) pourrait neutraliser les radicaux peroxydes et
donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du p-caroténe. Cela induit un retard de la cinétique

de décoloration du B-caroténe au cours du temps.

Pour évaluer la puissance des extraits aqueux et éthanoliques a ralentir ou inhiber 1’oxydation de B-
caroténe, un suivi de la réaction d’oxydation a été réalisé en mesurant tout abaissement
d’absorbance a 490 nm en fonction du temps. Les résultats obtenus, exprimés en pourcentage

d’inhibition du blanchissement de p-caroténe, sont représentés dans la figure 14.

A partir des courbes de blanchissement du B-caroténe, il est clair que le pourcentage d’inhibition
des extraits diminue progressivement en fonction de temps pour atteindre des valeurs plus ou moins

basses.

En présence du controle positif (BHT), les absorbances de la solution de B-carotene restent presque
stables durant toute la période d’incubation. Alors que les contrdles négatifs ne montrent qu’une
trés faible activité antioxydante qui ne dépasse pas 11.19 % et 6.68 % pour l'eau et I'éthanol,

respectivement, aprés 48 heures d’incubation (Figure 15).

La figure 15 montre également que I’oxydation couplée de I’acide linoléique et de B-caroténe est
efficacement inhibée par TE, CA, TA, CE, mais faiblement inhibée par AA et AE. Ainsi, ’activité
antioxydant la plus élevée est donné par TE avec un pourcentage de 56.51 £+ 2.11 %. Une activité
qui reste significativement inférieure a celle du BHT (94.08 + 3.64 %) (p < 0.001). Les autres
extraits montrent des activités voisines mineures dont I’ordre est comme suit : TE > CA (53.53 +
3.38 %) > TA (45.94 + 1.71 %) > CE (43.07+ 1.11 %) > AE (17.47 + 0.64 %) > AA (15.49 + 0.90
%).

L’inhibition de 1’oxydation de p-caroténe par TA et TE est inférieure a celle obtenue pour 1’huile
essentielle de T. serpyllum (84.2 %) et T. linear (76 %) pour une concentration de 4mg/ml (Hussain
et al., 2013) et aussi inférieure a ce qui est décrit par Bouhdid et son équipe (2006) qui ont trouvés
un pourcentage d’inhibition égale a 70 % et 74.5 % pour I’huile essentielle de T. vulgaris et T.

satureioides, respectivement.
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Figure 14. Activité antioxydante des différents extraits T. vulgaris (A), C. creticum (B), A. italicum
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Lorsqu'on compare le pourcentage d'inhibition de C. creticum de la présente étude avec celui de
I'extrait éthanolique de Borago officinalis décrit par Gupta et Singh (2010), on le trouve plus
supérieur (81 % pour 200 ppm). En ce qui concerne I'A. italicum, Uguzlar et al. (2011) ont signalé
que I'extrait méthanolique des graines d'A. dioscoridis a un pourcentage d'inhibition de
78.3 £ 1.7 %. Une inhibition qui est clairement supérieure celle d’A. italicum.
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Figure 15. Pourcentage d’inhibition du blanchissement de B-carotene apres 48 heures par les
différents extraits, le BHT et les contrdles négatifs. *** (p < 0.001), comparant avec le BHT

(ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison multiple de Dunnett).

Le systétme [-caroténe/acide linoléique est tres utile comme modele mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006). Ainsi, I’acide
linoléique pourrait servir comme modéle d’acides gras trouvés dans les membranes biologiques
(Bougatef et al., 2009).

Les radicaux peroxydes, provenant de 1’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir des
groupements méthylénes diallyliques de 1’acide linoléique, attaquent le [B-caroténe hautement
insaturé entrainant ainsi son oxydation (Amarowicz et al., 2010). Cependant, la présence des
antioxydants dans le mélange réactionnel pourrait inhiber relativement 1’oxydation de B-carotene.
Cette inhibition est due probablement, soit a I’inhibition de I’auto-oxydation de 1’acide linoléique

ou au piégeage des radicaux peroxydes formés durant leur oxydation (Tepe et al., 2005).
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LiyanaPathirana et Shahidi (2006) ont rapporté, également, que I'échantillon qui inhibe ou retarde le
blanchissement du P-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme
antioxydant primaire dont I’activité antioxydante peut étre due a la présence des polyphénols ou des
flavonoides. Ces derniers jouent un role tres important dans la stabilisation de la peroxydation
lipidique (Baghiani et al., 2010) ou leurs activité antioxydante est largement prédite en fonction
de leur structure chimique (Rastija et Medic-Saric, 2009). C’est pourquoi Deba et al. (2008)
suggerent que 1’activité antioxydante des extraits des plantes réside dans le fait que les polyphénols
ont la capacité¢ de donner des atomes d’hydrogéne aux radicaux libres issus de I’oxydation de

I’acide linoléique et, par conséquent, de stopper I’attaque radicalaire vis-a-vis le p-caroténe.

3.4. Effet piégeur du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH") est un radical libre extrémement réactif. 1l est formé dans les systémes
biologiques & partir de I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions
métalliques comme le fer et le cuivre, suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et Freeman,
2001). In vitro, La capacité des extraits des plantes a piéger le radical OH" est estimée selon la
méthode décrite par Smirnoff et Cumbes (1989), dont le principe est basé sur la production du
radical hydroxyle a travers la réaction de Fenton. Le radical OH" ainsi produit réagi avec le sodium

salicylate pour produire le salicylate hydroxylé.

L’augmentation proportionnelle de la capacité de piégeage des différents extraits et de la vitamine C
vis-a-vis le radical OH" est illustrée dans la figure 16. A la concentration de 340 pg/ml, TA, TE, CA
et CE ont montrés un effet scavenger puissant par rapport a la vitamine C (338.5 + 0.26 %, 363.86 +
4.90 %, 235.44 + 2.80 % et 272.41 + 0.86 %, respectivement). En ce qui concerne les extraits AE et
AA, et pour la méme concentration (340 pg/ml), un pourcentage de piégeage du radical OH’

inférieure a celui de la vitamine C et de I'ordre de 58.16+ 0.51 % et 52.48 + 1.99 %, a été enregistré.

La figure 17 montre que les extraits de C. creticum sont les plus actifs avec une ICsp égale a 24.21 +
0.33 pg/ml et 33.15 £ 2.30 pg/ml, pour CA et CE, respectivement. Celles-ci sont mieux que I’ICsp
obtenue par la vitamine C (76.06 + 3.26 pug/ml). Les autres extraits ont des activités antioxydantes
voisines mineurs dont l'ordre est comme suit : TE (52.93 £ 0.95 pg/ml) > TA (67.02 = 1.83 pg/ml)
> AE (106.86 + 0.16 pg/ml) > AA (143.43 £ 5.02 pg/ml).
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Compte tenu les résultats obtenus et la présence de plusieurs composés phénoliques dans les
différents extraits étudiés, les activités observées contre les radicaux hydroxyles sont probablement
dues a la présence de ces composés, qui contribuent aux effets protecteurs observés dans la présente

étude.
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Figure 17. Activité anti-radicalaire des déférents extraits et de la vitamine C envers le radical
hydroxyle exprimés en 1Cso. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) ; *** (p < 0.001),

comparant avec la vitamine C (ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison multiple du
Dunnett).

Selon les données expérimentales de la littérature, deux mécanismes antioxydants envers le radical
hydroxyle ont été impliqués ; 1’un consistant a supprimer la production du radical hydroxyle et
I’autre a piéger directement le radical hydroxyle. Le premier était lié & la transition des ions
métalliques car le peroxyde d’hydrogéne est relativement stable en I’absence d’ions de métaux de
transition (Zhang et al., 2011). Des études antérieures ont montré egalement que le mécanisme par
lequel les flavonoides diminuent la production des radicaux hydroxyles semble étre un mélange de
chélation de fer libre (Soucek et al., 2011) et de piégeage direct des radicaux hydroxyles (Frémont
etal., 1999).
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs doués de plusieurs
propriétés thérapeutiques. La majorité des médicaments actuels sont des copies concentrées de
remedes végétaux, notamment les polyphénols, les flavonoides et les tannins qui sont les composes

les plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

Notre étude a été consacrée au dosage de quelques composés phénoliques et a I’étudie de 'activité
antioxydante des extraits obtenus a partir des feuilles de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et
les tubercules d'Arum italicum. Ces trois plantes sont largement utilisées en pharmacopée
traditionnelle dans la région de Jijel. Cette étude a également permis de montrer 1’effet du solvant

d’extraction sur la teneur des composés dosés ainsi que sur leur activité antioxydante.

Les procédés d'extraction utilisés nous a permis de retenir trois extraits aqueux et trois extraits
éthanoliques. Le dosage des différents composés phénoliques montre que nos échantillons sont
relativement riches en polyphénols totaux, en tannins hydrolysables et pauvres en flavonoides. Les
teneurs de ces composés dans les extraits analysés différent d'une plante a une autre : Thymus

vulgaris est la plus riche suivi par Cynoglossum creticum et Arum italicum.

L’étude de I’activité antioxydante des différents échantillons par plusieurs méthodes ; piégeage du
radical libre ABTS et le radical hydroxyle, la réduction du fer et le blanchissement du B-carotene, a
montré que tous les extraits possedent une activité antioxydante plus ou moins importante in vitro
en fonction de la concentration et de la nature des composés phénoliques. Les résultats indiquent
que les deux extraits de T. vulgaris et de C. creticum présentent des activités antioxydantes
intéressantes vis-a-vis a toutes les techniques testées par rapport aux extrait d’A. italicum qui a

montré des activités faibles.

Par conséquent, on conclut qu’il y a une forte relation entre la teneur en composées phénoliques et
I’activité antioxydante : les extraits les plus riches en composés phenoliques exercent les effets
antioxydants les plus puissants. Alors cette coordinance confirme que I’activité antioxydante
des extraits étudiés est due principalement a leur composition phénolique. Ceci valide
’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelles et ainsi aiderait a valoriser ces plantes dans le

domaine de la médecine moderne.

a0
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L’ensemble de ces résultats obtenus ne constituent bien évidemment qu’une premiére étape dans la
recherche des substances naturelles biologiquement actives. Et pour compléter cette étude, il serait
souhaitable de :

> Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests
biologiques : anti-tumoral, anticancéreux et anti-inflammatoire.

» Analyser les extraits obtenus par des méthodes plus performantes telles que I’HPLC, CPG-SM,
déterminer la composition exacte et les teneurs en principes chimiques des extraits et confirmer

les résultats obtenus.

» Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés pharmacologiques.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique A=765 nm (la moyenne de trois essais).
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine A=430 nm (la moyenne de trois essais).
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de I'acide tannique A=660 nm (la moyenne de trois essais).
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Activité antioxydante de Thymus vulgaris L., Cynoglossum creticum Mill.

et d’Arum italicum Mill. de la wilaya de Jijel (étude in vitro)
Résumé

Les plantes médicinales présentent une source importante des différents antioxydants qui peuvent minimiser les
effets néfastes des radicaux libres sur I’organisme humain. La présente étude est réalisée dans le but de quantifier
les composés phénoliques et d’évaluer les propriétés antioxydantes des extraits aqueux et éthanoliques des feuilles
de Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum et les tubercules d'Arum italicum. L’extrait TE semble étre le plus riche
en polyphénols totaux (89.70 + 2.90 mg EAG/g) et en tannins hydrolysables (107.20 + 1.60 mg EAT/g) suivit de
TA, CE, CA, AE et AA. Tous les extraits ont révélé un effet scavenger variable envers les radicaux libres (ABTS"™®
et OH®), dont I’ICsp varie entre 11.23 + 1.82 ug/ml et 48.86 £ 1.92 pg/ml pour le radical ABTS*® et 24.21 + 0.33
pg/ml et 67.02+ 1.83 pg/ml pour le radical OH®, a I'exception des extraits d'A. italicum ou 1’effet anti-radicalaire
parait trés faible. Le meilleur pouvoir réducteur est enregistré pour ’extrait TA (ECso = 50.28 + 0.93 pg/ml) alors
que le plus faible est obtenu par I’extrait AA (ECso = 400.75 mg + 54.38 pg/ml). L’inhibition du blanchiment du
B-caroténe est relativement faible, dont le pourcentage d’inhibition est compris entre 56.51 + 2.11 % (TE) et 15.49 +
0.90 % (AA). En effet, ces plantes peuvent étre considérées comme une importante source d’antioxydants naturels
qui peuvent assurer la neutralisation des radicaux libres et par conséquence la prévention de diverses maladies.

Mots clés: Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum, Arum italicum, polyphénols, tannins hydrolysables,
flavonoides, activité antioxydante, ABTS*®, OH®, pouvoir réducteur, B-caroténe.
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Abstract

Medicinal plants are an important source of antioxidants that can inhibit the harmful effects of free radicals on the
human body. This study was undertaken to quantify the phenolic content and to evaluate the antioxidant properties
of aqueous and ethanolic extracts from the leaves of Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum and Arum italicum
tubers. TE extract contain the highest amount of polyphenols (89.70 + 2.90 mg EAG/g extract) and hydrolysable
tannins (107.20 + 1.60 mg EAT/g extract) followed by TA, CE, CA, AE and AA. All extracts revealed a relative
scavenger effect against ABTS+* and OH* free radicals, with 1Cso ranging from 11.23 + 1.82 pg/ml to 343.2 £ 7.29
pg/ml for the ABTS™ radical and 24.21 + 0.33 pg/ml and 143.43+ 5.02 pg/ml for OH*® radical. The best reducing
power was recorded for TA extract with an ECsy equal to 50.28 = 0.93 pg/ml and the lowest for AA extract with
ECso = 400.75 + 54.38 pg/ml. The highest inhibition of B-carotene bleaching was noted with TE extract (56.51 +
2.11%) whereas the lowest was marked by the AA extract with (15.49 + 0.90 %). Indeed, these plants can be
considered as an excellent source of natural antioxidants for the prevention of various diseases.

Key words: Thymus vulgaris, Cynoglossum creticum, Arum italicum, polyphenols, hydrolysable tannins,
flavonoids, antioxidant activity, ABTS+*, OH®, reducing power, B-carotene.
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