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Introduction

Introduction

Partout dans le monde, I'étre humain a su tirer de son environnement des remedes a des
maladies diverses via les expériences cumulées au fils des années. Dans les grandes
civilisations qui ont marqué I'humanité, se trouve une bonne partie de I'histoire de I'utilisation
des plantes en tant que reméde. La civilisation arabo-musulmane a marqué son empreinte
dans le domaine des plantes médicinales et a booste I'exploitation des plantes pour l'usage
médicinal (Elhaci, 2015).

Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans
les pays en voie de développement, se soigne surtout avec des remédes traditionnels & base de
plantes. Cette source semble inépuisable puisque seuls pres de 400.000 especes végétales
connues ont été investiguées sur les plans chimique et pharmacologique, et que chaque espece

peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de constituants différents (Farhat, 2016).

C’est dans le cadre d’une valorisation des matic¢res végétales en vue des utilisations
thérapeutiques que I’étude des deux espéces de la famille des Lamiaceae est présentée ici.
Une large variété de produits naturels caractérise les especes de cette famille, les plus
rencontrés sont les polyphénols, les flavonoides, les terpénes et les tanins. Les especes de la
famille des Lamiaceae sont connues pour leurs utilisations en médecine traditionnelle a cause
de leurs diverses activités comme : anti-inflammatoire, antipyrétique, cardioactive,

antifongique, mais essentiellement 1’activité antioxydante (Fraga et al., 2005).

Ce dernier a pour but de défendre contre les oxydants (les especes réactives oxygénées
« ERO ») qui sont I’origine directe de différents états pathologiques tels que le vieillissement
et le cancer et indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées alimentaires. Quel que soit
le cas, le risque est aggravé avec I’accumulation de ces molécules dans I’organisme en
aboutissant a une chaine réactionnelle radicalaire qui dégrade les molécules vitales
biologiques a savoir I’ADN, les lipides, les protéines et les glucides. En appuyant sur cette
vision, un renouveau de la phytothérapie vers cette vague verte qui produit une foule des

antioxydants a fin de contrer et piéger ces oxydants (Belyagoubi et Benhammou, 2012).

Les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA) et
butylhydroxytoluéne (BHT), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers
que les antioxydants naturels (Lisu et al., 2003). Cependant, il a ét¢ montré que ces

antioxydants de synthéese pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000). Par conséquent, et vue le
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désir des consommateurs de retourner a l'utilisation des produits naturels, la recherche des

sources naturelles d'antioxydants a provoquer I'intérét des grands laboratoires spécialisés.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en
évaluant les propriétés antioxydantes des trois extraits (méthanolique, acétate d’éthyle et 1-
butanol) des deux plantes médicinales d’origine saharienne et méditerranéennes : Lavandula

antineae et Thymus algeriensis.

C'est dans cette optique que se situe notre étude dont les objectifs principaux se

résument dans les volets suivants :

e Préparation des extraits méthanoliques, 1-butanol, et acétate d’éthyle de la

partie aérienne de Thymus algeriensis et Lavandula antineae.

e Evaluation de la teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits préparées

des deux plantes.

e FEtude de [Dactivité antioxydante des trois extraits des especes Thymus
algeriensis et Lavandula antineae par différents méthodes : piégeage de radical
DPPH, réduction du fer (FRAP) et la capacité antioxydante totale (TAC).
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Chapitre 1 Geéneralités sur les plantes étudiée

1.1. Definition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour
la santé humaine. Elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et
infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur
(Dutertre, 2011). On appelle plante médicinale toute plante qui renferme un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, soulager ou gueérir des maladies et parfois toxique selon
son dosage (Boughrara, 2016). Les plantes médicinales sont donc importantes pour la
recherche pharmaceutique et I'élaboration des médicaments, directement comme agents
thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere pour la synthese des medicaments ou

comme modele pour les composés pharmaceutiquement actifs (Kahlouche-Riachi, 2014).

1.2. Présentation de la plante Lavandula antineae
Est une plante aromatique, en générale lavandula est l'un des plus importants genres de

la famille des Lamiacées, est composeé d'environ 39 especes (Benabdelkader, 2012).

1.2.1. Descriptions botanique

1.2.1.1. Distribution géographique

Lavandula antineae est localisée sur les montagnes sahariennes (Algeérie) : Massif
central saharien des monts du Hoggar, Tibesti et Ennedi (Bruneau et Quezel, ,1961). Elle
pousse aussi au Nigeria, au Soudan (Krimat et al., 2014), et au Niger (I'Air Montagnes) sur
des habitats rocheux de plus de 1500 m (Balchin, 2002). Les lavandes poussent et
s'épanouissent mieux dans des terrains secs, bien drainés, Iégers, sablonneux et pierreux en

plein soleil (Grieve, 1971).

1.2.1.2. Classification
D’aprés (Ozenda, 2004), Lavandula antineae (fig.1) est une espece qui appartient a :
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Régne > Plantae

Division > Magnoliophyta
Classe > Mognolipsoda
Ordre > Lamiales

Famille > Lamiaceae

Genre > Lavandula

Espece > Lavandula antineae

Figure 1. Classification botanique de Lavandula antineae (Ozenda, 2004).

1.2.1.3. Caractéristiques
Est une plante a forte odeur, elle est sous arbrisseaux aromatique (Quezel et Santa,

1963), a comme particularité :

Feuilles : florales linéaires ou triangulaires, en général identiques aux autres, mais plus
réduites (Quezel et Santa, 1993), elles sont persistantes verts grisatres, tres variée, décussées,
opposees, sessiles ou pétiolées et simples ou composées (Benabdkader, 2012). Fleurs : de 12-
15 mm, bractéolées, elles peuvent étre le plus souvent bleues foncé (Quezel et Santa, 1993),
mauves, violettes pourpres, roses ou lilas et parfois blanches (Benabdkader, 2012). Tiges :

elles sont quadrangulaires.

1.2.2. Utilisation

En Algérie, la plante Lavandula antineae est utilisée localement dans la médecine
traditionnelle pour traiter les frissons, les ecchymoses, les cedémes et les rhumatismes (Krimat
et al., 2014). Elle est diurétique, sudorifique, vermifuge et stimulante. Elle est utilisés depuis
des siecles contre les maux de téte, les vertiges, la nausée et notamment comme anti-

inflammatoire et antiseptiques et pour traiter certaines brilures (Djerroumi et Nacef, 2004).

1.3. Présentation de la plante Thymus algeriensis

Thymus algeriensis (thym) est une plante aromatique, répandue en Algérie, appartient a
la famille de lamiaceae, qui posséde une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu'en thérapeutique (Gherman et al., 2005).
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1.3.1. Descriptions botanique
1.3.1.1. Distribution géographique

C’est une plante trés répondue dans le nord-ouest -africain (Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye), elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest, en
passant par la péninsule du Sinai en Egypte. Elle est trouvée également en Sibérie et méme en
Himalaya (Zeghib, 2013). En Algérie, Thymus comprend plusieurs espéces botaniques
réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides
(Nickavar et al., 2005).

1.3.1.2. Classification
Le genre Thymus comprend a peu prés 70 a 80 espéces de plantes ligneuses (Crespo et

al., 1991). D’aprés Quezel et Santa (1963), Thymus algeriensis (fig. 2) est une espece qui

appartient a:

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicotes

Sous classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espéce Thymus algeriensis

Figure 2. Thymus algeriensis (Quezel et Santa, 1963)

1.3.1.3. Caractéristiques
Thymus algeriensis est sous-ligneuses, odorantes, avec des feuilles contractées, elle est

sous arbrisseau pouvant atteindre plus de 25 cm de long, aromatisant trés agréable (Quezel et
Santa, 1962). Cette plante est composée de, Tiges : Sont ligneuses et rameaux sers, gréles,

dressés et velus, recouverts feuilles opposées.

Feuilles : elles sont florales courtement pétiolées, elles possedent de petites feuilles de

couleur verte foncée.
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Fleurs : elles sont rosées, et tres petites d'environ 5 & 6mm, en capitules terminaux avec

un calice glanduleux (Beloued, 2005).

1.3.2. Utilisation

Thymus algeriensis est utilisé en médecine traditionnelle pour leurs propriétés
biologiques et pharmacologiques. Les feuilles et les fleurs de cette espéces sont largement
utilisées pour leur propriétés, antiseptique, carminatif (Amin, 2005 ; Zargari, 1990). Le thym
d’Algérie est un amer astringent, stomachique, diaphorétique, antispasmodique et stimulant.
Elle est I'un des remedes populaires les plus utiles, contre toutes les maladies infectieuses
comme, la grippe, la pneumonie et les affections de I’appareil respiratoire comme le rhume, et

I’angine (Beloud, 2001).
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Chapitre 2 Métabolites secondaires

2.1. Généralité
Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures
(Kahlouche, 2014). Elles sont synthétisées dans une partie de la plante et stockés dans une
autre (Vu thi dao, 2008).Elle sont divisés principalement en trois grandes familles, les
polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Bendif, 2017).

2.1.1. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Les plus représentés sont les anthocyanes, les

flavonoides et les tannins (Nathalie et Jean-Paul, 2006).

2.1.2. Classification des polyphénols
2.1.2.1. Acide phénolique simple

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique et
au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres
sous forme d'hétérosides, ces acides phénoliques sont solubles dans les solvants polaires
(Wichtl et Anton, 2009). Leur biosynthese dérive de I’acide benzoique et d’acide cinnamique
(fig. 3) (Bruneton, 1993 ; Wichtl et Anton, 2009 ; Collin et Crouzet, 2011).

o} @)

X OH
(A) OH B)

Figure 3. Structure générale de I'acide benzoique (A) et de I'acide cinnamique (B).

2.1.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances tres répondus dans la régne végétale (Boughrara,
2016), elles ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-C3-C6), les trois carbones
servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un

hétérocycle oxygéne C (Kahlouche, 2014) (fig. 4).



Chapitre 2 Métabolites secondaires

Figure 4. Structure générale du noyau des flavonoides (Erlund, 2004).
2.1.2.3. Les tanins
Ou acides tanniques sont des composeés organiques complexes. lls sont souvent
contenus dans 1’écorce ou dans les feuilles. Usagée pour le tannage des peaux d’animaux en
cuir (Dangles et al., 1992), ils sont solubles dans 1’eau, avec des poids moléculaires compris
entre 500 et 3000 Dalton (Bruneton, 1999), d’apres leurs structures et leurs propriétés, deux

types de tannins sont distingués :

Les tanins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique, qui se lient aux molécules
de glucose (Bruneton, 1993 ; Hopkins, 2003) et d'acides phénols, qui sont facilement scindés

par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol (acide ellagique) (Bruneton, 2009).

Les tanins condensés : sont des composés phénoliques hétérogénes, se trouvent sous
forme d’oligomeres ou polymeres qui sont formés par condensation des molécules de

flavonoides entre elles (Bruneton, 2009) (fig. 4).

OH
OH HO O
HO (o - _~OH
HO o OH & O\/? O
OH v OH
OH - - ,
OH ‘ o OH OM
o
HO % = !
e OH OH
\R =
1 OH OH
OH Rz
(a) (b)

Figure 5. Structure générale du tanin condensé (a) et tanin hydrolysable (b).
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3.1. Généralités

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention
s'est portée sur l'activité antioxydante en raison du réle qu'elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et

la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour, 2001).

3.2. Stress oxydatif

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de
détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance oxydants /antioxydants est en
équilibre. Cependant dans certains cas, en raison d’une surproduction radicalaire ou d’une
diminution des capacités antioxydantes. Un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme appelé stress oxydatif

(Bendif, 2017).

Les especes activées de 1’oxygeéne de part leur structure électronique instable peuvent
attaquer les composants cellulaires. Les molécules biologiques : protéines, les lipides,
glucides et I’ADN sont sujettes a I’attaque radicalaire, provoquant ainsi un dysfonctionnement
dans les activités vitales des cellules a I’origine du développement de diverses pathologies
(Mohammedi, 2013).

3.4. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la
couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron nait suite & un apport d’énergie
susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les ¢€lectrons d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Bendif,
2017).

3.5. Différents formes des radicaux libres

Les radicaux libres interviennent dans les phénoménes du stress oxydant, par la
présence d’un électron célibataire sur un atome d’oxygeéne ou d’azote, ceci leur confére la
dénomination d’espéces réactives : les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) (tab. 1) et les

espéces réactives de 1’azote (ERA) (tab. 2).
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Tableau 1. Les éspece réactive de I'oxygéne (ERO).

Espéces oxygénées réactives radicalaires  Especes oxygéenées réactives non-

radicalaires
O2~ Anion radical superoxyde 10, Oxygéne singulet
HO>" Radical perhydroxyle H20. Peroxyde d’hydrogéne
HO" Radical hydroxyle HOCI Acide hypochlorique

RO." Radical peroxyle

RO ° : Radical secondaire alkoxyle

Tableau 2. Les espéces réactives de lI'azote (ERA).

Especes azotées réactives radicalaires Especes azotées réactives non-radicalaires

NO ° : Monoxyde d’azote NO; : Dioxyde d’azote
N203: Trioxyde d’azote

NO- - : lon nitrate

ONOO  : Peroxynitrite

3.5. Les antioxydants

Sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causes par les
radicaux libres dans ’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non-

enzymatiques (Mohammedi, 2013).

Systemes enzymatiques sont des systémes de défense tres efficaces. Selon Lehucher-
Michel, (2001) cette ligne de défense est constituée de Superoxyde dismutase (Catalyse la
dismutation de 1’anion superoxyde), Catalase (Métabolise H202), Glutathion peroxydase
(Action réductrice sur H202 et assure la transformation des hydroperoxydes organiques,
lipidiques notamment, de type ROOH en ROH).

Systemes non enzymatiques, comme les vitamines E (a-tocophérol) et vitamines C
(Acide ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux (flavonoides, xanthones,
coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique, tanins, anthocyanines,...etc). La

plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par
I’alimentation (Bendif, 2017).
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4.1. Matériel
4.1.1 Matériel VVégétal
4.1.1.1. Récolte des plantes étudiées

Lavandula antineae

La partie aérienne (feuilles, fleurs, et tiges) de la plante Lavandula antineae a été
récoltée en mars 2018 de la région de choucha la wilaya de Biskra. Elle est séchée dans un
endroit sec et aéré et a I’abri des rayons solaires a température ambiante, puis stockée jusqu'a

I’utilisation.

Thymus algeriensis

La plante Thymus algeriensis a été récoltée en avril 2018 de la région de Djendel -
wilaya de Ain Defla. La partie aérienne de la plante (feuilles, fleurs et tiges) est nettoyée, et
séchée a température ambiante et a ’abri de la lumiére dans un endroit sec, puis stockée
jusqu'a I’utilisation.

L’identification botanique de ’espéce des 2 plantes a été effectuée par Mr FADLAOUI

Haroun attachée de recherche au niveau de C.R.S.T.R.A.

4.2. Méthodes
4.2.1. Extraction

Le matériel végétal est broyé grossiérement dans un moulin électrique pour donner une

poudre.

4.2.1.1. Préparation des extraits hydro-alcooliques (méthanoliques)

La préparation des extraits méthanoliques de chaque plantes sont réalisée Selon Falleh
et al. (2008) avec une légere modification. Dans le présent travail, nous avons ciblé les
métabolites secondaires (essentiellement des composés phénoliques). Les extraits hydro-
alcooliques sont préparés par macération de 100g de la poudre végétale de Lavandula
antineae dans 600 ml et Thymus algeriensis dans 800 ml de mélange méthanol-eau
(70:30V/V), pendant 3jours a l’obscurité a température ambiante. Les extraits hydro-
alcooliques sont récupérés dans un premier temps aprés filtration du mélange a travers le
papier filtre Wattman. Les résidus obtenus sont repris pour une deuxiéme et troisieme fois
d’extraction avec des différents volumes d’un méme mélange hydro-alcoolique pour
augmenter le rendement des extraits. Les trois filtrats sont récupérés par 1’évaporation du
solvant a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C. Les extraits secs obtenus ont été ensuite

conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a leurs utilisations (fig. 6).
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La poudre végétale (100g)

Maceération dans le méthanol/eau (70/30) pendant
72h (3fois)

Filtrat Residu

Evaporation au
rotavapor et Séchage a
I’é¢tuve a 40°C

Figure 6. Protocole de I'extraction hydro-alcoolique (Falleh et al., 2008).

4.2.1.2. Fractionnement de I’extrait brut

Pour localiser la fraction antioxydante la plus active, le fractionnement de 1’extrait
aqueux a été mené en utilisant successivement quatre solvants organiques éther de pétrole,
dichlorométhane, acétate d’éthyle et le 1- Butanol pour en avoir deux fractions , la fraction
acétate d’éthyle (FAE) et la fraction butanolique (FB) (fig. 7).

La phase aqueuse est premierement mélangée avec 600 ml d’éther de pétrole, le
mélange est laissé décanter jusqu’a obtenue la phase organique, la phase aqueuse est

récupérée pour continuer les autres étapes.

On ajout 600 ml de dichlorométhane avec agitation et on laisse décanter jusqu’a

séparation nette en deux phase, phase dichlorométhane et phase aqueuse.

Apreés sa récupération, la phase aqueuse résiduelle est soumise a une autre extraction

liquide-liquide par I’acétate d’éthyle et par le 1-butanol, en suivant les mémes volumes.
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Les différentes phases organique de 1’acétate d’éthyle et 1-butanol sont évaporees a
I’aide d’un évaporateur rotatif et ensuit séchées dans 1I’étuve a 40 C°, puis pesés pour calculer

le rendement.
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Figure 7. Protocole de fractionnement (Falleh et al., 2008).
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4.2.2. Détermination du Rendements des extraits secs

Le rendement indique la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction.

Le pourcentage des extraits (méthanolique, acétate d’éthyle et 1-butanol) a été

déterminé par la formule suivante :

{ R(%) =M/Mox100 ]

v" R (%) : Rendement exprimé en %.
v" M: Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.
v" Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traité.
4.2.3. Dosages des composeés phénoliques et des flavonoides totaux

4.2.3.1. Dosages des composes phénoliques

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode de

Djeridane et al. (2006) utilisant le réactif de Folin Ciocalteu (fig. 8).

Un volume de 100 ul pour chaque extrait est introduits dans des tubes a essai, le
mélange (500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 1000 pl d’eau distillée) est
additionné, Les tubes sont agités et conservés durant 1 min a la température ambiante. Apreés
1 min 1500 pl de carbonate de sodium (Na.COz) a 20% est ajouté. Les tubes sont agités et
conservés durant 1 heure a la température ambiante et a 1’obscurité. L’absorbance est mesurée

a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage a différentes concentrations (0,8 a 0,0015 mg/ml) d’acide
gallique a été préparée. Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait sec (mg EAG/g d’extrait

Sec).
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0.1 ml de P’extrait

0.5 ml de Folin-Ciocalteu 1 ml d’eau distillé

Incubation 1 min a température

ambiante

1.5 ml carbonate de sodium

Incubation 1 h a température

ambiante

Lecture a 765

Figure 8. Protocole du dosage des polyphénols.

4.2.3.2. Dosages des flavonoides
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
Adaptée par Topcu (2007) (fig. 9).

500 pl de chaque extrait est mélangé avec 1500 pl d’eau distillé suivis de 150 pl de
nitrite de sodium (NaNOz) (5%), aprés 5 min 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI5)
(10%) est ajouté au mélange, aprés 6 min d’incubation a la température ambiante, on ajout
immédiatement 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (4%), le mélange est complétement
agité afin d’homogénéiser le contenu. La lecture est faite a 510 nm contre un blanc I’aide d’un

spectrophotometre.
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La concentration des flavonoides a été déterminé a partir d'une courbe d'étalonnage
réalise par un standard étalon la quercétine a différentes concentrations (0,8 a 0,0015 mg/ml)
dans les mémes conditions que 1’échantillon, et exprimée en mg d’équivalent de Quercétine

par gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait sec).

0.5 ml de D’extrait

1.5 ml eau distillé 0.15 ml nitrite de sodium a 5%

Incubation 5 min a température

ambiante

0.15 ml de trichlorure

d’aluminium a 10%

Incubation 6 min a température

ambiante

0.5 ml d’hydroxyde de
sodium a 4%

Lecteur a 510

Figure 9. Protocole de dosage des flavonoides.

4.2.5 Mis en évidence de I’activité antioxydante

4.2.5.1. Etude de pouvoir réducteur du radical DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl-
Hydrazil)

Principe

La méthode du DPPHe est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de 1’espece

radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui
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aboutit a la formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H. Ainsi plus la perte de couleur

est rapide plus le donneur d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort (Belmokhtar,
2015).

DPPH+ (AH) =) DPPH-H+ (A-)

Protocol

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée Selon la méthode de (Lopes-
Lutz et al., 2008). 25ul des différentes concentrations (3,2 a 0,0015 mg/ml) de chaque extrait
sont ajoutés a 1 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025g/l). Parallelement, un
controle négatif est préparé, en mélangeant 25ul de méthanol avec 1 ml de la solution
méthanolique de DPPH, aprés 30min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante
I’absorbance est mesuré au spectrophotomeétre de longueur d’onde 515nm. Le contrdle positif
est représenté par une solution d’un antioxydant standard, BHA (hydroxyanisole butylé) et
BHT (butylhydroxy toluéne) dont 1’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que

les échantillons et pour chaque concentration (Bougandoura, 2013) (fig. 10).

0,025 ml de I’extrait 1 ml solution
(3,2-0,0015mg/ml) I méthanolique du DPPH

Incubation 30

min a ’obscurité

Lecture a 517

Figure 10. Protocole du test de piégeage du radicale DPPH (Lopes -Lutz et al., 2008).

La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimeée en pourcentage d’inhibition

du radical DPPHe suivant 1’équation :

[ % Inhibition = (A contrdle — A échantillon) x100/A contrdle }

v 1 %: Pourcentage d’inhibition de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
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v A Echantillon : Absorbance de 1’échantillon.
v A Contrdle : Absorbance du contrdle négatif.

4.2.5.2. Détermination du pouvoir réducteur du fer : FRAP (Ferric reducing
antioxydant power)

Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant, cette technique
est développée pour mesuré la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®)
présent dans le complexe KsFe(CNe) en fer ferreux (Fe?*). En effet, le Fe**participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu réactionnel

est déterminé a 700nm (Hubert, 2006) (fig. 12).

Protocole

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 800 a 1.56 pg/ml) est mélangé
avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C
pendant 20 min. ensuite, on ajout 2.5ml d’acide trichloracétique (C2HCI302) a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un
aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution
aqueuse de FeClz (Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel
se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé. Le contréle positif est représenté par
un standard d’un antioxydant; BHA et BHT dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi, 1965).
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1 ml de I’extrait (800-1.56pg/ml)

2.5 Tampon phosphate (pH = 6.6) 2.5 ml de (Kz Fe (CN) s a 1%)

Incubation a 50 C° pendent

20 min dans un bain marie

_ : 2,5ml de TCA a (10%)
Centrifugation a 3000 rpm

(10 min)

Préléevement de 2.5 ml du surnageant

0.5ml Fe CLz a (0.1%) 2.5ml de ’eau distillée

Lecture a 700 nm

Figure 11. Protocole d'étude de pouvoir réducteur FRAP.

4.2.5.3. Activité antioxydante totale (TAC)
Principe

Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de I’extrait pour former
un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide (Prieto et al., 1999).

Protocol
La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de

phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999) (fig. 12).
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Un volume de 0.1 ml de chaque extrait méthanolique est mélangé avec 1 ml de solution
du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement, I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient
3 ml de la solution du reactif et 0.3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions

que I’échantillon.

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme par millilitre (mg/ ml).

0,1 ml de P’extrait 1 ml de réactif de
(800-1.56pg/ml) I molybdate
Incubation
90min a 95C°

Lecture a 695 nm

Figure 12. Protocole d'étude de test TAC.

4.3. Analyse statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillons analysé et résultats ont été
exprimé sous forme : moyenne + ecartype. Des comparaisons statistiques ont été effectuées en
utilisent le logiciel SPSS (IBM SPSS Statistics 25) par le test ANOVA 1 ou la différence est

considéré comme significatif. La différence ont été considérée d’étre significative a a = 0,05.
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5.1. Le rendement d’extraction
Pour I’obtention des différents extraits a partir de poudre de la partie aérienne des
plantes Lavandula antineae et Thymus algeriensis, nous avons réalisé une extraction par

macération hydroalcolique (Falleh et al., 2008).

L’utilisation des solvants a polarité différentes permet de séparer les composés de la
poudre de plantes selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction et donc permet
de separer ses flavonoides selon leur degré de glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di
et triglycosylés) (kholkhal, 2014).

Apres le séchage ; les trois extraits obtenus, 1’extrait brut méthanolique, la fraction
d’acétate d’¢éthyle et la fraction butanolique sont tous sous forme poudre, chaque extrait a été

caractériseé par sa couleur et son rendement, le tableau 3 résume les différents résultats.

Le rendement d’extrait méthanolique a été déterminé par rapport au poids du matériel
végétal sec rendu en poudre, mais les deux derniers extraits (acétate d’éthyle et butanolique)

sont obtenus a partir de poids sec d’extrait méthanolique.

Tableau 3. Résultats des couleurs des aspects et des extraits des deux plantes.

Extraits Couleur Aspect
Les plantes
Meéthanolique Marron foncé Poudre
Lavandula - — .
antineae Acétate d’éthyle Marron claire Poudre
Butanolique Jaune claire Poudre
Méthanolique Vers foncé Poudre
Thymus Acétate d’éthyl Vers foncé Poud
algeriensis cétate d’éthyle ers foncé oudre
Butanolique Marron claire Poudre

D’aprés les résultats obtenus et qui sont résumés dans 1’histogramme (fig. 13) Nous
constatons que les meilleurs taux des extraits étaient de ’espéce L. antineae (Extrait
butanolique 68%, acétate d’éthyle 30%), par ailleurs on a remarqué que le rendement le plus
¢élevé de I’espéce T. algeriensis est I’extrait butanolique (20.68%), suivi par 1’extrait d’acétate
d’éthyle (13.11%), et enfin 1’extrait méthanolique (7.4%).
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Pour les deux plantes, Le rendement en extrait butanolique était plus élevé par rapport a

I’extrait acétate d’éthyle, cette différence était trés remarquable pour L. antineae.

i Lavandula antineae 1 Thymus algeriensis

68%

70 ~
60 -
50 A
40 A 30%
30 A

20 A 10,51% 13,11%

A%
10 -

rendement d'extrait en %

MeOH AcOEt BuOH

Figure 13. Rendements des différents extraits des deux plantes et Lavandula antineae
Thymus algeriensis.

EMeOH : Extrait méthanolique ; EACOEt : Extrait de 1’acétate d’éthyle ; EBUOH : Extrait de
1- butanol.

Le rendement d’extrait MeOH du L. antineae qui a €té trouvé dans notre travail était
inférieur au résultat de Krimat et al. (2014) ou le rendement d’extrait méthanolique égale a
(15,1%), par contre nos rendements en I’extrait butanolique et acétate d’éthyle (fig. 13)
étaient supérieurs aux rendements de Krimat et al. (2014) qui sont respectivement 13,31% et
53,70%.

Ainsi le rendement d’extrait méthanolique de L.antineae était élevé en le comparant
avec le rendement de méme extrait de Lavandula stoechas (9,78%) trouvé par Balouiri
(2011).notre résultat été supérieure au résultat de Bouhrab et al. (2014), ou I’auteur a travaillé
sur les feuilles séches (100g) de Lavandula stoechas et Lavandula multifida, et il a trouvé des
rendements en extrait éthanolique qui égalent a 2,78% et 1,06% respectivement. Ce qui

suggere que le solvant (méthanol) utilisé est le meilleur pour 1’extraction.

Le rendement de I’extrait méthanolique de Thymus algeriensis qui a été trouvé dans
notre travail était inférieur par rapport au résultat de Kholkhal (2013) ou le rendement

d’extrait méthanolique de T. algeriensis était d’une valeur de 9,25%.
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Ainsi que notre rendement de I’extrait brut méthanolique est supérieur a celui
mentionnés dans le travail de Yakhlef (2010), qui a trouvé un rendement de 6.24 %, a partir

des feuilles de Thymus vulgaris.

La différence de rendement entre les extraits est probablement due aux plusieurs
facteurs, tels que les propriétés génotypiques, le contenu chimique de chaque espéce, ainsi
que I’effet de I’origine géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte, la
duree et les conditions de stockage. En plus de la méthode d’extraction, le systéme solvant
utilisé est I’'un des facteurs qui influencent le rendement d’extraction et méme la qualité¢ de

I’extrait (Zaaror, 2012).

5.2. Teneur en polyphénols totaux et flavonoides
Les dosages spectrophotométriques avaient pour objectif la détermination de la teneur

des polyphénols totaux et des flavonoides.

5.2.1. Teneurs en Polyphénols totaux
La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été

déterminée par la méthode de Djeridane et al. (2006) utilisant le réactif de Folin Ciocalteu.

La courbe d’étalonnage a été tracé en utilisant I’acide gallique comme standard (0,1 a

1,2 mg/ml), et leurs absorbances ont été enregistrés a 765 nm.

Le taux de phénols totaux est déterminé a partir de I’équation de régression linéaire de
la gamme d’étalonnage d’acide gallique : y = 2.570x - 0.557 sachant que le coefficient de
détermination est R?= 0,971 (fig. 14).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait Sec).
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Figure 14. Courbe d'étalonnage d'acide gallique.

Les teneurs en composés phénoliques totaux de I'extrait méthanolique et de ses fractions
a présentent dans le tableau 4. 1l ressort que les teneurs en composeés phénoliques les plus
élevées se trouvaient dans les fractions acétate d'éthyle des deux plantes L.antineae et
T.algeriensis étaient (607,67 = 0,57 et 55533 = 0.57 mg EAG / g d’extrait sec,
respectivement), Suivi de I’extrait butanolique de T. algeriensis avec une valeur de 482,67 +
1,52 mg EAG/g d’extrait sec. Ceci peut étre expliqué par le fait que les composes
phénoliques de L. antineae et T.algeriensis étaient principalement solubles dans l'acétate
d'éthyle.

Une différence a été enregistrée entre les teneurs en polyphénols des extraits
méthanolique des deux plantes L. antineae avec une valeur de 523,33 + 0,57 mg EAG/g
d’extrait sec, et T.algeriensis égale a 474,00 + 0 mg EAG/g d’extrait sec.
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Tableau 4. Résultats du dosage des polyphénols (mg EAG/g d'extrait sec) des différents
extraits des deux plantes.

Polyphénols mg EAG/g

Les plantes e d’extrait
Meéthanolique 523,33 £ 0,57

Lavandula antineae Acétate d’éthyle 607,67 + 0,57
Butanolique 461,00 £ 0
Méthanolique 474,00£0

Thymus algeriensis Acétate d’éthyle 555,33 £ 0,57
Butanolique 482,67 +1,52

Les résultats trouvés dans notre travail sur L.antineae sont supérieures a ceux
mentionnés dans le travail de Krimat et al. (2014) qui a obtenu un teneur en composés
phénolique de 262,35 + 6,04 mg EAG/g de I’extrait acétate d’éthyle suivi de 22,25 + 2,43 mg
EAG/g d’extrait méthanolique et enfin 1’extrait butanolique avec une valeur de 16.49+3.66

mg EAG/g d’extrait sec.

Ainsi que notre teneur en polyphénols dans I’extrait méthanolique est beaucoup plus
élevé de celui présenté dans 1’étude d’Echchegadda et al. (2014) de L. dentée qui est de
184,02 mg/g d’extrait aqueux.

Le teneur en polyphénol totaux de I’extrait méthanolique de T.algeriensis qui a été
trouvé dans notre travail était supérieur par rapport au résultat de Yakhlef et al. (2010) ou le
teneur d’extrait méthanolique de T. vulgaris du partie aérienne était d’une valeur de 165,46
+ 32,14 mg EAG/q.

Ainsi que notre teneur de polyphénol est supérieur a celui mentionnés dans le travail de
Madi, (2010), qui a trouvé 18,57 + 0,02 mg EAG/g d’extrait méthanolique de T. algeriensis
d’El-kala.

On compare nos résultats avec ceux obtenus par Bakchiche et Gherib (2014) I’on peut
dire que I’extrait méthanolique de T. algeriensis était plus élevé que 1’extrait éthanolique de la

méme espece avec une valeur 18,73 £+ 4,59 mg EAG/g de matiére seche.
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Cette différence dans les teneurs peut étre expliqguée par les conditions
environnementales, climatiques et période de collecte qui peut modifier les compositions de la
plante ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions expérimentales. En outre, une
grande variabilité a différents stades de maturation et pour différentes condition de culture,
telle que la température et les précipitations, est connue pour affecter les teneurs en composés
phénoliques (El abedletal, 2014).

5.3. Teneur en flavonoide

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Topgu et al., 2007) la quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue
dans une longueur d’onde de 510 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe
d’étalonnage (fig. 15), ayant I’équation: y = 22,32x + 0,067 avec un coefficient de corrélation
R2 =0,997.

La quantit¢ des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par gramme d’extrait sec (Mg EQ/g d’extrait sec).
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Figure 15. Courbe d'étalonnage de la quercétine.

Les résultats du dosage des flavonoides totaux de l'extrait méthanolique et de ses
fractions présentent dans le tableau 5, qui montre que Les teneurs les plus élevées en
flavonoide de L. antineae est trouvé dans la fractions acétate d’éthyle 53,24 + 0,05 mg EQ/g
d’extrait sec, suivi par la fraction butanolique 22,33 + 0,03 mg EQ/g d’extrait sec et enfin I’
extrait méthanolique 17,38 + 0,045 mg EQ/g d’extrait sec , ce qui est due probablement a le
fait que les flavonoides de L. antineae étaient principalement plus solubles dans la fraction
I'acétate d'éthyle.
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La concentration des flavonoides de T. algeriensis est de 54,52 + 0,09 mg EQ/g
d’extrait butanolique suivi par 49,09 = 0,07 mg EQ/g d’extrait acétate d’éthyle et enfin 27,93

+ 0,03 mg EQ/g d’extrait sec pour 1’extrait méthanolique.

Dans notre présent travail, on a constaté un teneur plus élevé en flavonoide dans la
fraction acétate d’éthyle de 1’espéce L. antineae que celle-ci dans la fraction butanolique de

I’espece T. algeriensis.

Tableau 5. Résultats du dosage des flavonoides totaux de différents extraits de deux plantes.

Les plantes Exraits Flavong;lgftgg FQ1e
Méthanolique 17,38 £ 0,045

Lavandula antineae Acétate d’éthyle 53,24 + 0,05
Butanolique 22,33 +0,03
Méthanolique 27,93 £ 0,03

Thymus algeriensis Acétate d’éthyle 49,09 + 0,07
Butanolique 54,52 + 0,09

Les teneurs en flavonoide des extraits du L. antineae était élevé que celles
mentionnées par Krimat et al. (2014), qui a trouvé 4.03+£0.03 mg EQ/g dans I’extrait
méthanolique, 2.51+0.02 mg EQ/g dans I’extrait acétate d’éthyle et 1.96+0.02 mg EQ/g dans

I’extrait butanolique.

Nos résultats de I’extrait méthanolique de T. algeriensis était inférieur de celles
obtenues par Kholkhal et al. (2013) qui montrent que la partie aérienne renferme un taux en

flavonoides de 298,2 mg EC/g, et la partie racinaire de 90,75 mg EC/g.

Ainsi que notre résultat de I’extrait méthanolique a manifesté une teneur plus élevé que
celle pour I’extrait éthanolique de Bakchiche et Gherib, (2014) qui égale a 3,24 + 0,60 mg
EQ/g de matiere séche)

Nos résultats montrent que la fraction acétate d’éthyle est riche en flavonoides par
apport a la fraction butanolique pour I’espéce L. antineae, par contre 1’espéce T. algeriensis
qui est riche en flavonoides dans 1’extrait butanolique par rapport a celui de I’extrait d’acétate

d’éthyle. La richesse en flavonoides dans nos extraits est due a la méthode d’extraction qui
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menée a température ambiante ce qui permet d’extraire le maximum des composés (Topgu,
2007) et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures

¢élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction (Lee et al., 2003).

5.4. Résultats des activites antioxydantes

L'activité antioxydante de la partie aérienne des deux plantes est principalement due
aux composes actifs présents dans celles-ci. Dans cette étude, L’activité antioxydante de L.
antineae et T.algeriensis a été mesurée a 1’aide du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), du
pouvoir réducteur (FRAP) et de I’activité antioxydants totale(TAC) (Bougandoura, 2012).

5.4.1. Etude de pouvoir réducteur du radical DPPH

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques, acétate et butanolique des deux
plantes et de I’antioxydant standard (BHA, BHT) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a
I’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette (DPPH*) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 515nm.
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances antiradicalaires (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Les courbes du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de concentration des
BHA, BHT, les extraits de L.antineae et de T.algeriensis sont illustrées dans les figures 16,

17, 18, 19 respectivement.
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Figure 16. Pourcentage d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de la concentration de
BHA.
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Figure 17. Pourcentage d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de la concentration de
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Figure 18. Pourcentage d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de la concentration
des extraits de L. antineae.
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Figure 19. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction de la concentration des
extraits de T. algeriensis.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la

concentration soit pour les standards ou pour les extraits testées.

Les résultats obtenus du I’activité antioxydant de 1’extrait méthanolique de L.antineae a
mentionné une activité de piégeage du DPPH nettement proche a pourcentage d’inhibition
de T.algeriensis, et plus important que celle des antioxydants standards (BHA a 55,52% et
BHT & 55,11%) (fig. 16 et 17). Son pourcentage d’inhibition est de I’ordre de 62,7% et
62,91%, a une concentration finale de 0,8 mg/ml (fig. 18 et 19).

Pour les fractions de I’espece L.antineae montrent que les pourcentages d’inhibition de
DPPH des extraits sont 89,74% et 79,16% respectivement pour les extraits butanolique et
acétate d’éthyle (fig. 18), par contre T.algeriensis sont 76,12% et 86,64% (fig. 19), toujours a

la méme concentration.

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un compose, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Ismaili et al.,

2017) Les calculs des IC50 sont schématisés sur la figure 20.
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Figure 20. I1Cso des extraits des deux plantes du test de piégeage du radicale DPPH.

Tous les extraits des deux plantes et les standards ont un pouvoir anti-radicalaire vis-a-
vis du DPPH (fig. 20). Le standard BHA présente une meilleure activité anti-radicalaire
(IC50 égale 0,18 + 0,001 mg/ml), méme supérieure a celle du standard BHT (ICso égale 2,94
+ 0,03 mg/ml).

Pour I’extrait méthanolique, la meilleure activité est enregistrée dans I1’espéce

T.algeriensis a une valeur de 0,63 + 0,01 mg/ml.

L’extrait acétate d’éthyle manifeste aussi une bonne activité en comparant avec 1’extrait
butanolique de I’espéce T. algeriensis. Par contre, L.antineae montre que la bonne activité
anti-radicalaire présente dans 1’extrait butanolique a ICso égale 0,43 £+ 0,002 mg/ml, I’étude
statistique (p = 0,632>>0.05), montre qu’il n y a pas une différence significative entre les

extraits des deux plantes.

Nos résultats de ’activité anti-radicalaire des extraits de L.antineae sont inférieurs a
celui mentionnés dans le travail de Krimat et al. (2014) qui a trouvé une valeur d’ICso égale
0,007 £ 0,0002 mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle, suivi par une 1C50 égale 0,016 + 0,0006
mg/ml pour I’extrait butanolique et enfin une ICso égale 0,023 + 0,0002 mg/ml pour 1’extrait

méthanolique de la méme plante.

En comparant les résultats de I’espeéce T.algeriensis, les extraits acétate d’éthyle et
butanolique possedent une activité antioxydante supérieure a celle étudiée par Kholkhal et
al., (2013), qui montrent que la concentration d’inhibition varient considérablement entre les

deux organes, la partie aérienne de T.ciliatus est présenté une activité anti-radicalaire (ICso
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¢gale a 0,85 mg/ml) pour I’extrait acétate d’éthyle et ICso égale a 1,5 mg/ml pour I’extrait
butanolique. Par ailleurs, Les extraits acétate d’éthyle et butanolique des racines ont présenté
une activité anti-radicalaire (ICsop égale a 4,5 mg/ml et ICso égale a 6.25 mg/ml
respectivement), ceci s’explique par le fait que nos extraits contiennent des quantités

supérieures en composes antioxydants.

Ainsi que notre activité anti-radicalaire de 1’extrait brut méthanolique est inférieur a
celui mentionnés dans le travail d’Ismaili et al., (2004) qui montre qu’une excellente
efficacité de 1’extrait méthanolique de T.satureioides a piéger le radical DPPH en enregistrant

une ICso égale 0,014 mg/ml.

Notre extrait méthanolique possede des capacités de neutralisation du radical libre
DPPH intéressantes, puisqu’ils agissent a faible dose, par rapport au résultat de Bakchiche et
Gherib (2014), qui a montré que 1’extrait éthanolique de T. algeriensis a présenté une activité
anti-radicalaire de 0.235 = 0.018 mg/ml.

5.4.2. Détermination du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

C’est une analyse de I’activité antioxydante rapide, et reproductible .Dans cette
méthode, la détermination de 1’activité antioxydante est basée sur la capacité des polyphénols
(spécialement les flavonoides) a réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. En tracant
les courbes des absorbances obtenues de nos différents extraits pour les deux plantes étudiée
(figures 22 et 23), on a pu remarquer que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration de nos extraits, et ¢a été confirmé par beaucoup d’autres

scientifiques (Su et al., 2008 ; Liuk et al., 2009).

Les résultats représentés dans figures 21 et 22 ont révelé que le pouvoir réducteur des
échantillons augmente avec une augmentation de la concentration (une absorbance élevée a

700 nm correspond a un pouvoir réducteur élevé).
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Figure 21.Pouvoir réducteur des différents extraits de L. antinneae.
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Figure 22. Pouvoir réducteur des différents extraits de T. algeriensis.

Nous pouvons voir que la capacité réductrice des standards (BHA et BHT) est

supérieure a celle des extraits des deux plantes (fig. 21, 22).

Dans notre travail (fig. 21, 22), nous avons pu constater que 1’extrait butanolique de
I’espéce L. antineae a manifesté un pouvoir réducteur plus important avec une absorbance de
0,38 + 0,002 enregistrée a la concentration 0,2 mg/ml, par contre ’espéce T. algeriensis a
donné un pouvoir réducteur plus important dans I’extrait acétate d’éthyle avec une absorbance
de 0,52 + 0,007 a la méme concentration. Par ailleurs le pouvoir réducteur le plus faible a été

enregistré dans 1’extrait acétate d’éthyle de L. antineae avec une absorbance de 0,31 £ 0,001,
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suivi par I’extrait butanolique de T. algeriensis avec une absorbance de 0,15 + 0,005 toujours

a la méme concentration.
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Figure 23. Pouvoir réducteur des différents extraits des deux plantes.

Les résultats consignés dans la figure 23 montrent que L’extrait butanolique de T.
algeriensis a manifesté un fort pouvoir réducteur (PRos = 0.19 £ 0.004 mg/ml) qui est
meilleur a celui de BHA, par contre, qui est plus faible que celle de standard BHT, Le
classement des extraits testés comparativement avec les deux témoins, BHA et BHT selon

leur activité antioxydante par ordre décroissant est comme suite :

BHT (0.076 mg/ml) > EBUOH (0,19 mg/ml) > EAcOEt (0, 25 mg/ml) > EMeOH (0,31
mg/ml) > BHA(0,33) pour I’espéce T.algeriensis.

BHT (0.076 mg/ml) > EBUOH (0,28 mg/ml) > EMeOH (0,32 mg/ml) > BHA(0,33) >
EAcOEt (0,37 mg/ml) pour I’espece L.antineae.

D’aprés ce classement, on remarque que 1’extrait butanolique de L. antineae a une

meilleure activité que celles de I’extrait acétate d’éthyle.

D’aprés I’analyse statistique on constate qu’il n y a pas différence significatif entre les
extraits des deux plantes (p = 0,518>>0.05) dans I’activité antioxydante.

Nos résultats des extraits de L. antineae étaient inférieurs par rapport aux pouvoir
réducteur déterminé par Krimat et al., (2014), qui a étudié la partie aérienne de la méme
espece qui a une valeur de 0,073 = 0,001mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle, suivi de 0,201

+ 0,001mg/ml pour I’extrait méthanolique, par contre notre extrait butanolique a une forte
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activité de réduire le fer par rapport a celui trouve par Krimat et al., (2014) avec un valeur de
0,37 £ 0,006 mg/ml pour le méme extrait.

5.5. Activité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydant obtenus a partir des extraits brut méthanolique, butanolique et
acétate d’éthyle a été estimée grace a une courbe, réalisée avec un extrait de référence, I’acide
ascorbique a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide

ascorbique par ml d’extrait (mg/ml d’extrait).

Les figures 24 et 25 rapportent les résultats obtenus du pouvoir antioxydant testé par
la méthode au molybdate d’ammonium des différents extraits organiques des deux plantes T.

algeriensis et L. antineae.

La capacité antioxydante totale des extraits des plantes étudiées a été déterminée et
comparée avec le standard, en I’occurrence 1’acide ascorbique. Les résultats obtenus exprimés
en terme de pouvoir réducteur 0,5, ont montrés que [I’extrait butanolique de L. antineae a
manifesté une absorbance plus important de 1,26 + 0,005 enregistrée a la concentration
3,2mg/ml, Suivie de I’extrait acétate d’éthyle avec une absorbance de 1,12 + 0,003, puis
I’extrait méthanolique avec une absorbance 0,68 = 0,004, a la méme concentration (fig. 24).
Par ailleurs 1’extrait acétate d’éthyle de T. algeriensis (fig. 25) a présenté une absorbance
plus élevé que celle du butanol (1,56 + 0,013 et 1,4 + 0,01 a la concentration 3,2mg/ml,

respectivement), suivi de I’extrait méthanolique (0,92 + 0,004).

Les résultats obtenus montrent que les absorbances du standard et des extraits
augmentent en fonction de la concentration. Par ailleurs les absorbances du standard restent

supérieures aux absorbances des différentes fractions des deux plantes.
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Figure 24. La capacité antioxydante totale des différents extraits de L. antineae.
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Figure 25. La capacité antioxydante totale des différents extraits de T. algeriensis.

A partir des résultats obtenus (fig. 26), nous avons remarqué que le contrble positif
(acide ascorbique) a présenté une activité antioxydante totale importante. Quant aux extraits
organiques de L. antineae, nous avons remarqué que l’extrait butanolique a présenté le
pouvoir antioxydant le plus important par rapport aux autres extraits, (absorbance 0.5 a une
concentration de 0,92 mg/mL), suivi par celui de 1’extrait acétate d’éthyle (absorbance : 0.5 a
une concentration de 1,2 mg/mL) et I’extrait méthanolique avec une concentration de 2,11

mg/ml.

En I’occurrence, la fraction acétate d’éthyle de T. algeriensis a manifesté un pouvoir

réducteur plus importante a 1’absorbance 0,5 qui égal a 0,35 mg /ml que la fraction

37



Chapitre 5 Résultats et discussion

butanolique (0.52 mg/ml) par ailleurs en remarquait que le plus faible pouvoir a enregistré

dans I’extrait méthanolique de L. antineae (1,25mg/ml).

D’apres 1’étude statistique (p = 0,129>>0.05), montre qu’il n y a pas une différence

significative entre les extraits des deux plantes.
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Figure 26. La capacité antioxydante totale des différents extraits des deux plantes.

Les propriétes biologiques, sont liées certainement aux vertus thérapeutiques attribuées
a une gamme extraordinaire de molécules bioactives, synthétisées par la plante comme des
agents thérapeutiques. Ces molécules naturelles phénoliques sont tres recherchées en
phytothérapie vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des
antioxydants de synthése (Belyagoubi, 2012).
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Conclusion

Conclusion

La connaissance et [’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine pour
I’€tre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique a connu un regain
d’intérét durant ces derni¢res années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette
diversité, en propriétés biologiques, est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées
a une gamme extraordinaire de molécules bioactives, synthétisees par la plante comme des
agents thérapeutiques. Ces molécules naturelles phénoliques sont tres recherchées en
phytothérapie vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des
antioxydants de syntheése.

Dans le but de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes intéresse a
I'évaluation de I’activité antioxydante des trois extraits (méthanolique, acétate d’éthyle et
butanolique de la partie aérienne de deux plantes endémiques, a savoir : Lavandula antineae

et Thymus algeriensis.

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante
chez les deux espéces. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait butanolique de
Lavandula antineae et Thymus algeriensis ont manifesté un bon rendement avec 68% et
20,68% respectivement, alors que le rendement? le plus faible a été 7,4% d’extrait

méthanolique de T. algeriensis.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de déterminer
les teneurs en polyphénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en flavonoides par le
trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus nous ont révélé que I’extrait riche en
polyphénols est I’extrait acétate d’éthyle pour les deux especes, ainsi que les extraits riches
en flavonoides sont 1’extrait butanolique de L. antineae et I’extrait acétate d’éthyle de T.

algeriensis.

Les potentialités antioxydants de I’extrait méthanolique et leurs fractions acétate
d’éthyle et butanolique ont évalué par divers mécanismes ; piégeage du radical libre DPPH,
le pouvoir réducteur et capacité antioxydante totale, ou le BHA, le BHT et I’acide
ascorbique ont utilisé comme des standards. Les résultats in vitro ont révélé un fort pouvoir de
piégeage du DPPH supérieur au standard BHT exercé par tous les extraits des deux plantes.
La valeur ICsp la plus basse a été constatée avec 1’extrait méthanolique de L.antineae (1,62
mg/ml). Par ailleurs, tous les fractions ont manifesté un pouvoir réducteur ou la fraction

butanolique du T. algeriensis, était la plus efficace.
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Conclusion

Cette fraction arrive a réduit a 1’absorbance 0,5 des molécules de fer a la dose de 0.19
mg/ml. Les fractions acétate d’éthyle et butanolique ont démontré une activité antioxydante
totale important, constaté essentiellement pour les deux espéces. La fraction acétate d’éthyle

de T. algeriensis a manifesté une capacité antioxydante maximale a 1’absorbance 0,5 a la dose

de 0,35mg/ml.

Il serait intéressant de procéder différentes méthodes d’extraction et de dosage afin
d’avoir un rendement plus élevé. On pourrait également rechercher d’autres effets bénéfiques,

de ces mémes extraits, a savoir des activités antidiabétiques, anticancéreuses, cicatrisantes.

Ainsi déterminer des nouvelles substances bioactives naturelles et pourront répondre

aux différents problemes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.
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Annexe 1 : Réactifs chimique et appareillages utilisé

Réactifs chimiques

2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH).
Acide ascorbique.

Acide gallique.

Acide sulfurique (H2SOs).

Acide trichloroacétique (TAC).

BHA.

BHT.

Carbonate de sodium (Na2CO3).
Chlorure ferrique (FeCls)
Ferricyanure de potassium KzFe(CN)s
Hydroxyde de sodium (NaOH).
Méthanol.

Molybdate d’ammonium.

Nitrite de sodium (NaNO3).
Phosphate de sodium(NasPQa).
Quercétine.

Reactif de Folin-Ciocalteu.

Tampon phosphate (pH 6,6).

Trichlorure d’aluminium (AICls).

Appareillage

Agitateur.

Autoclave.

Balance de précision.

Centrifugeuse.

Etuve.

Evaporateur rotatif (Heidolopf).
Spectrophotometre (JENWAY, 6310).
Vortex.

Annexe 2 : préparation des solutions pour le dosage de polyphénols

» Solution de I’acide gallique

Dissoudre 1 mg d’acide gallique dans un volume de 1ml méthanol/eau (V/V : 80/20).

» Solution de Carbonate de sodium a 20%

Dissoudre 20g de Na2COsz dans 100 ml de I'eau distillée.

> Solution de Folin-Ciocalteu
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Diluée au (1/10), puis préparé dans 1’eau distillée

Annexe 3 : préparation des solutions pour le dosage des flavonoides
» Solution de quercétine

Dissoudre 1 mg de quercétine dans un volume de 1ml méthanol/eau (V/V : 70/30).
» Solution de nitrite de sodium & 5%

Dissoudre 5g de NaNOs dans 100 ml de I'eau distillée
» Solution de Trichlorure d’aluminium a 10%

Dissoudre 10g d’AICI3 dans 100 ml de I'eau distillée.
» Solution d’hydroxyde de sodium a 4%

Dissoudre 4 g de NaOH dans 100 ml de I'eau distillée.

Annexe 4 : Préparation du DPPH a 0,025 g/I

e Solution de DPPH a 0,025 g/l : dissoudre 2,5 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol/eau (V/V : 80/20).

e Solution d’extrait meére a Img/ml : 1mg d’extrait dans 1ml de méthanol/eau (V/V :
80/20).

Annexe 5 : Préparation des solutions pour le pouvoir réducteur
> Préparation de tampon phosphate a pH=6,6

e Solution de di-hydrogénophosphate de potassium
Meélanger 74,5 ml Na2HPO4

avec 125,5 ml KH2PO4, jusqu'a
e Solution de di-sodium hydrogénophosphate PH 6.6.

KH2PO4 : 9,08 g/150 ml d’eau distillé.

Na2HPO4 : 9,47 g/100 ml d’eau distillé.
> Solution Des standards BHA et BHT

e Dissoudre 3,2 mg de BHA ou BHT dans un volume de 1ml methanol/eau (V/V :
80/20).

> Solution ferricyanure de potassium al%
Dissoudre 1 g de KasFe(CN)s dans un volume de 100ml d’eau distillée.

» Solution d’acide trichloracétique a 10%
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Dissoudre 10 g de TAC dans un volume de 100ml d’eau distillée.
> Solution alcoolique de chlorure ferrique & 0,1%.
Dissoudre 0,1 g de FeCl; dans un volume de 100ml d’eau distillée.
Annexe 6 : préparation des solutions pour la capacité antioxydante totale
» Solution d’acide sulfurique (0,6mM)

Pour préparer la solution d’acide sulfurique, il faut calculer le volume initiale puis ajouter

I’eau distillé jusqu’ a le volume finale.

C2xV2xM 0,6 x 0,03 x98,08
V1 = V1 =
dx103x P 1,840 x 10° x0,95
Donc : V1= 1,0099 ml.

» Solution de phosphate de sodium (28 mM)

* Pour préparer une solution de phosphate de sodium, il faut premiérement calculer sa

masse.
Ona: C=28 Mm C =0,028 mol/l.

M = 119,98 g/mol.

V =0,03 ml.
n=CxV=m/M, Doncm=CxVxM m = 0,028 x 0,03 x 119,98

Donc : m = 0,10078 g.

Puis Dissoudre 0,10078 g de NazPOs dans un volume de 30ml d’eau distillée.

» Solution de molybdate d’ammonium (4 mM)

e Pour préparer une solution de molybdate d’ammonium, il faut calculer sa masse.
Ona: C=4Mm C =0,004 mol/l.

V =0,03 ml
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M = 1235,86 g/mol
N=CxV=m/M Doncm=CxVxM m = 0,004 x 0,03 x 1235,86
Donc: m = 0,14830 g.

Puis Dissoudre 0,14830 g de molybdate d’ammonium dans un volume de 30ml d’eau
distillée.
M : la masse molaire ; m: la masse ; d: la densité ; C : la concentration ; V : le volume ; P :

la pureté.

Finalement pour préparer le tampon molybdate, on mélange les trois volumes de chaque

solution (acide sulfurique, phosphate de sodium et molybdate d’ammonium)
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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants & partir des sources naturelles, nous avons interessé
dans ce travail a 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques et les propriétés antioxydants des extraits des deux
plantes Lavandula antineae et Thymus algeriensis. La premiére partie de cette étude concerne ’extraction et la
quantification des polyphénols totaux et des flavonoides. La deuxiéme partie a été 1’étude de I’activité antioxydante des
extraits des deux plantes en utilisant les techniques suivantes : piégeage du radical DPPH, réduction de fer et la
capacité antioxydante totale. Les résultats obtenus ont montré la richesse de L. antineae et T. algeriensis en
polyphénols et en flavonoides des deux fractions acétate d’éthyle et butanolique.

Les méthodes de I’activité antioxydante ont montré que tous les extraits des plantes étudiées ont présenté
différentes propriétés antioxydantes . La fraction acétate d’éthyle de T. algeriensis posséde un fort effet piegeur des
radicaux DPPH par rapport L. antineae. Autant que les extraits butanolique et acétate d’éthyle de T. algeriensis a

présenté le pouvoir réducteur le plus fort vis-a-vis des tests FRAP et TAC respectivement.

Mots clés : Lavandula antineae, Thymus algeriensis, polyphénols, flavonoides, activité antioxydants.

Abstract

As part of the discovery of new antioxidants from natural sources, we have investigated in this work the
evaluation of phenolic compounds and the antioxidant properties of extracts of both plants Lavandula antineae and
Thymus algeriensis. The first part of this study concerns the extraction and quantification of total polyphenols and
flavonoids. The second part was the study of the antioxidant activity of extracts of both plants using the following
techniques: DPPH radical scavenging, iron reduction and total antioxidant capacity. The results obtained showed the
richness of L. antineae and T. algeriensis in polyphenols and flavonoids of the two fractions ethyl acetate and butanol.

The methods of antioxidant activity showed that all the extracts of the plants studied had differently antioxidant
properties. The ethyl acetate fraction of T. algeriensis has a strong scavenging effect of the DPPH radicals relative to L.
antineae. As much as the butanolic and ethyl acetate extracts of T. algeriensis showed the strongest reducing power with

respect to the FRAP and TAC tests respectively.

Keywords: Lavandula antineae, Thymus algeriensis, polyphénols, flavonoids, antioxidant activity.




