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Résumé

Résumeé

Les plantes médicinales représentent une des sources de médicaments pour environ 80 %
des populations africaines. La présente étude, s’intéresse a la valorisation de trois plantes
aromatiques et médicinales Thymus riatarum, Thymus blecherianus et Thymus citriodorus L. qui
peuvent €tre susceptibles d’étre exploitées dans les domaines médicaux et industriels.

Les huiles essentielles du T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L., ont été
extraites par hydrodistillation et analysées par CPG-SM. Les résultats de la composition
chimique de I’huile essenticlle du T. riatarum a révélé que les composés majoritaires sont le
thymol, le borneol et 1’o—phellandrene. Concernant les composés dominants dans I’huile
essentielle du T. blecherianus, on note le carvacrol, le bornyl acetate et borneol. Les principaux
constituants des huiles essentielles du T. citriodorus. L sontterpinyl formate, geraniol,
isogeraniol, cubenol, citronellyl tiglate, thymol, pulegone et le caryophyllene oxide. Les huiles
essentielles des trois plantes étudiées possédent une activité antibactérienne remarquable vis-a-
vis des souches bactériennes étudiées (E. coli, K. Pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, C.
koseri et Acinetobacter) connues comme responsables des infections nosocomiales au Centre
Hospitalier Universitaire de Fes Maroc. Elles sont dotées aussi de propriétés antioxydantes
intéressantes.

Le criblage phytochimique des extraits non volatils des trois plantes étudiées montrent la
présence des tanins, flavonoides, polyphénols, terpenes et stérols. Le dosage des polyphénols,
flavonoides pour les extraits des feuilles du T. riatarum, blecherianus et citriodorus L. montre
que ces derniers sont riches en composés phénoliques. L’évaluation de I’activité antioxydante in
vitro des extraits réalisés par trois méthodes : la capacité de piégeage du radical libre (DPPH), le
pouvoir chélateur du fer (FRAP) et la capacité antioxydante totale (CAT) montrent que les
extraits des plantes étudiées sont doués d’un pouvoir antioxydant trés important. Ce pouvoir
varie selon le type du solvant utilisé, et selon la plante étudiée.

L’activité hépatoprotectrice est menée in vivo sur des rats Wistar albinos. Les extraits
aqueux ont révélé une hépatoprotection significative objectivée par une réduction notable des
marqueurs biochimiques enzymatiques notamment les transaminases (ASAT et ALAT), la
phosphatase alcaline (PAL) et la bilirubine totale. L’extrait aqueux du T. riatarum est plus
puissant que les deux autres extraits.

Mots clés: Thymus riatarum, Thymus blecherianus, Thymus citriodorus L, huile essentielle,
activité antibacterienne, activité antioxydante, activité hépatoprotectrice.



Abstract

Abstract

Medicinal plants represent one of natural source of drugs for nearly 80 % of African populations.
The present study is interested in the valorization of three aromatic and medicinal plants Thymus
riatarum, Thymus blecherianus and Thymus citriodorus L. which can be likely to be exploited in
the medical and industrial fields.

The essential oils of T. riatarum, T. blecherianus and T. citriodorus L., were extracted by
hydrodistillation and analyzed by CPG-SM. The results of the chemical composition of the
essential oil of T. riatarum revealed that the major compounds are thymol, borneol and o -
phellandrene. The dominant compounds in the essential oil of T. blecherianus are carvacrol,
bornyl acetate and borneol. The main constituents of essential oils of T. citriodorus L are
terpinyl formate, geraniol, isogeraniol, cubenol, citronellyl tiglate, thymol, polégone and
caryophyllene oxide. The essential oils of the three plants studied have remarkable antibacterial
activity against resistant bacterial strains studied (E. coli, K. Pneumoniae, P. aeruginosa, S.
aureus, C. koseri and Acinetobacter) responsible for nosocomial infections at the University
Center Hospital of Fes Morocco, and are also interesting antioxidant properties.

The phytochemical screening of the non-volatile extracts of the three plants studied shows the
presence of tannins, flavonoids, polyphenols, terpenes and sterols. The extracts of T. riatarum,
blecherianus and citriodorus L. revealed the richness in phenolic compounds. The evaluation of
the antioxidant activity in vitro of the extracts produced by three methods: the scavenging
capacity of the free radical (DPPH), the chelating power of iron (FRAP) and the total antioxidant
capacity (CAT) show that the extracts of the plants studied have a very important antioxidant
power. This power depends to the type of solvent or the plant studied.

Hepatoprotective activity is carried out in vivo in albino Wistar rats. The aqueous extracts
revealed a significant hepatoprotection by a notable reduction of the enzymatic biochemical
markers in particular the transaminases (ASAT and ALAT), the alkaline phosphatase (PAL) and
the total bilirubin. The aqueous extract of T. riatarum is more potent than the other two extracts.

Key words: Thymus riatarum, Thymus blecherianus, Thymus citriodorus L, essential oil,
antibacterial activity, antioxidant activity, hepatoprotective activity.
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Introduction géenérale

Le Maroc est un pays a la géographie tres variée entre 1’océan Atlantique et la mer
Méditerranée, il possede une combinaison des milieux froids et glacials des hauteurs enneigés de
I’Atlas et des confins arides et chauds des hamadas désertiques du Sahara. Cette combinaison
des facteurs de diversité peut prétendre d’offrir une diversité physionomique des formations
végétales, diversité paysagere des sites, diversité écologique des habitats et diversité biologiques
des biotopes. La flore trés diversifiée (environ 4500 plantes) dont 800 sont connues en médecine
traditionnelle (Benzyane et al., 2010). Parmi les 951 espéces appartenant a la flore endémique,
21% sont représentés par les plantes marocaines (Libiad et al., 2015). Le Maroc est considérée
comme 1’un des principaux pays producteurs d’huiles essentielles. Les huiles essentielles
Marocaines sont trés connues sur le marché international et plus particulierement aux USA et en

Europe.

Les produits naturels ont fait un retour en force ces dernieres décennies. Plusieurs facteurs
sont derriere ce retour tels que, le cot moins €élevé que les médicaments synthétiques et la
disponibilité surtout dans les régions éloignées. Aujourd’hui, bien que nous ayons vu le
développement des médicaments synthétiques, de nombreux pays méme les pays développés
continuent & compter sur les remédes traditionnels. Ainsi, les effets indésirables induits par les
médicaments synthétiques inquiétent les utilisateurs qui se tournent vers des soins moins
agressifs pour 1’organisme. Ajouté a cela, les plantes médicinales sont des sources importantes
de base de médicaments et prés de 80% de la population mondiale utilise des médicaments a
plantes comme reméde pharmaceutique initiale (WHO, 2004). En plus de leur réle
environnemental, les plantes présentent une importante source de revenus pour les populations
rurales dans les pays en voie de développement (EI Meskaoui, 2013). En outre, les risques de
toxicité dus a la méconnaissance des plantes et a ’absence d’un mode d’emploi approprié et
d’une maitrise d’une posologie définie, incitent a prendre conscience des dangers encourus lors

de la médication par les plantes.

Par ailleurs, les plantes médicinales et aromatiques (PAM) sont également utilisées pour la
lutte contre divers maladies et aussi dans le processus de stress oxydatif. Les radicaux libres sont

impliqués dans 1’étiologie de plusieurs maladies qui sont maintenant considérées comme 1’un
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des problémes majeurs de santé publique. On note, 1’asthme, les cancers, le diabéte sucré, les
désordres métaboliques et les maladies d’Alzheimer (Tiwari, 2005). Les radicaux libres sont des
especes chimiques fortement réactives et potentiellement préjudiciables. Lors d’un stress
oxydatif, les radicaux libres non piégés induisent des dommages importants aux composants
cellulaires tels que les lipides, les protéines et I’ADN. Ainsi, I’importance des antioxydants s’est
focalisée sur la recherche et I’isolation des antioxydants naturels a partir des végétaux afin de
remplacer les antioxydants synthetiques. Les plus utilisés dernierement sont le
butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA), qui devaient apporter une solution
au phénomene de stress oxydant ; mais ils ont été suspectés de posséder une certaine toxicité et
qu’ils étaient responsables de dommages causés dans le foie et de carcinogenese (Atmani et al.,
2009).

La résistance des microorganismes pathogénes aux antibiotiques et les effets indésirables
des médicaments synthétiques inquiétaient les chercheurs ces derniéres années. C’est pour cette
raison, que leurs centres d’intérét s’installent sur la recherche et le développement de nouvelles

armes naturelles, thérapeutiques efficaces et moins agressives pour 1’0organisme humain.

L’objectif principale de la présente étude se focalise sur la valorisation de trois especes de
thym : Thymus riatarum, Thymus blecherianus et Thymus citriodorus L par 1’étude de leurs
extraits volatils et non volatils et I’évaluation de leurs activités biologiques et pharmacologiques.

Le choix de ces différentes especes est basé sur le fait que T. riatarum est une espéce
endémique de la région de Riata située a quelque kilométre de Taza et qui n’a jamais fait, a notre
connaissance, I’objet d’une étude antérieure en terme d’extrait non volatil. La valorisation de
cette plante a été accompagnée avec deux autres especes de thym de la méme région a titre de

comparaison (Thymus blecherianus et Thymus citriodorus L).

Notre travail est subdivisé en trois parties. Il commence par une synthése des connaissances
bibliographiques, nous nous sommes intéressés a donner un apercu systématique sur les plantes
aromatiques et médicinales, les infections nosocomiales, le stress oxydant et 1’effet
hépatoprotecteur. La deuxiéme partie est consacrée aux matériel et méthodes. La troisiéme et
derniére partie est réservée aux résultats et discussion, elle est présentée sous forme de quatre

chapitres :
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Premier chapitre est consacré a un screening phytochimique des huiles essentielles du T.

riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L et 1’évaluation de leurs activités antibactériennes.

Deuxiéme chapitre est focalis€ sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante des huiles

essentielles du T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L.

Troisieme chapitre consiste au dosage des composés phénoliques et 1’étude in vitro de 1’effet
antioxydant des extraits du T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L obtenus par deux

techniques différentes : Soxhlet et macéré.

Quatrieme chapitre est réservé aux résultats de 1’activité hépatoprotectrice des exraits
aqueux du T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L sur un modéle animal; les rats Wistar

albinos.
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Chapitre | : Plantes aromatiques et médicinales

I. Définition
Toute plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques est considérée comme plante
médicinale et aromatique. Cela signifie qu’une de ses parties (racine, feuille, bulbe, fleurs,
graines ou fruits) peut étre employée dans le but de prévenir, soulager ou guérir des
maladies.(Schauenberg & Paris, 1977; Vercauteren, 2012). Ces plantes sont utilisées en cuisine,

en phytothérapie, en médecine, en cosmétique et en parfumerie. (Bhar & Balouk, 2011).

Les plantes sont universellement reconnues comme une ressource essentielle pour la planete
et un élément essentiel de la diversité biologique du monde. Elles oxygénent I’air et favorisent
I’éveil et la concentration, de plus, les plantes peuvent améliorer la qualité de la vie et le milieu
de travail.

Il. Importance des plantes aromatiques et medicinales

1.1 L’action des plantes médicinales

La plupart des espéces végétales présente une grande importance economique et culturelle,
en fournissant des vétements, de la nourriture, du carburant, des médicaments et des abris pour
I’homme dans le monde entier. Les plantes jouent également un réle majeur dans la stabilité des
écosystemes et le maintien de 1’équilibre écologique de la terre (Djoghlaf & Webbe, 2009). Elles
sont utilisées aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie grace a leur contenance en

principes actifs qui agissent directement sur I'organisme (Chevallier, 2001).

1.2 La phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs «phytos» qui signifie plante et
« therapeuo » qui signifie soigner. C'est I’une des formes de traitement les plus anciennes qui
continue a jouer un role important en Afrique et en Asie par l'usage des plantes médicinales
(Sebai & Boudali, 2012). Malgré les énormes progres realises par la médecine moderne, il existe
toujours les effets indésirables induits par les médicaments chimiques ce qui pousse les

utilisateurs de se tourner vers des soins moins agressifs. C’est pour cela on voit que la


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cuisine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phytoth%C3%A9rapie
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_m%C3%A9dicinale
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phytothérapie qui propose des remédes naturels et bien acceptés par lI'organisme (Chevallier,
2001).

Composition

I11.1 Composes volatils : Les huiles essentielles

111.1.1 Définition
L'huile essentielle (HE) est un mélange complexe de molécules odorantes et volatiles
contenues par les plantes aromatiques, elle se rencontre dans tout le regne végétal, cependant,
elle est particulierement abondante chez certaines familles: Rutaceae, Lamiaceae, Myrtaceae...
(Talbaoui et al., 2012). La norme frangaise AFNOR a défini I’huile essentielle comme tout
« produit obtenu a partir d’'une matiére premicre végétal, aprés séparation de la phase aqueuse
par des procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques

a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par la distillation séche » (Pibiri, 2006; Afnor, 2000).

111.1.2 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
L'huile essentielle est un liquide homogeéne, bien que constitué d'un assemblage hétérogene
sur le plan chimique par la diversité des structures présentes (Endrias, 2006). Rarement colorée,
insoluble dans 1’eau, volatile, totalement soluble dans les alcools et 1’¢ther. Leur densité est, en
général, inférieure a celle de I’eau (Bhar & Balouk, 2011). Seules 3 huiles essentielles de girofle,
cannelle et sassafras qui ont une densité supérieure a celle de I'eau. La plupart des HE ont un

indice de réfraction élevé et dévient la lumiére polarisée (Endrias, 2006).

Tableau 1: Caractéristiques physico-chimiques liées a la volatilité de quelques constituants
odorants (Denny, 1991)

i ’ ] . Rapport
C 7 . P’01d.s' . Point d’ébullition a Teusmq df > ap: ‘ll d'entrainement 760
“omposé Formules | moléculaire 760 Ho (°C calculée a 373°K nH 1
OV ) mmHg (°C) (nmHg) mmHg (mole
d'he/mole de 1'eau)
o pinéne C1oH1s 136 155,0 141,0 1/4.4
B pinéne C1oH1s 136 168.3 120,0 1/5:3
limonéne | CioH1s 136 1750 72,6 1/9,5
carvone | C1oH140 150 2275 9,6 1/78,2
Carvacrol | C10H14O 150 2370 5.3 1/142 4
camphr C10H160 152 209,2 20,0 1/37,0
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111.1.3 Facteurs influencant la composition d’une HE
La présence ou I’absence de certains constituants dans la plante dépend de 1’un ou de la
combinaison de trois facteurs (le patrimoine génétique, 1’age et I’environnement de la plante). En
effet, les conditions environnementales qui sont appelés facteurs extrinséques, tel que, la nature
du sol, la température, I’altitude et I’humidité influencent sur la composition chimique et le

rendement des huiles essentielles (Pala-Padl et al., 2001).

L’influence des conditions de transport, mode de récolte, séchage et de stockage sur la
composition chimique a été décrite (Yayi et al., 2004). Les changements les plus importants
interviennent pendant I’hydrodistillation sous I’influence des conditions opératoires, notamment
du milieu (l'acidité, température) et de la durée d’extraction. D’autres facteurs tels que les
traitements auxquels on peut procéder avant ou pendant [’hydrodistillation (dégradation
chimique ou enzymatique, broyage, agitation) contribuent a la variation de la qualité et du

rendement de I’huile essentielle (Rivera, 2006).

111.1.4 Méthodes d’extractions des huiles essentielles
Le choix de la technique dépend principalement de la matiére premiére : son état original et
ses caractéristiques, sa nature proprement dite. Le rendement « HE/matiére premiére végétale »

peut étre extrémement variable selon les plantes (Desmares & Delerme, 2008).

Les huiles essentielles sont extraites principalement par deux méthodes de distillation et une

méthode d’expression a froid (Rivera, 2006).
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111.1.4.1 Entrainement a la vapeur d’eau

e

1
vapeur d'eau saturée en
composés aromatique

réfrigérant
serpentin a
eau

vapeur d'eau
recondensé

Figure 1: Principe de I’appareillage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Le principe de cette technique (Figure 1) consiste a soumettre le matériel végétal a
I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable, qui traverse les végétaux et emporte
avec elle les molécules aromatiques. Le mélange de vapeurs se condense alors en traversant une

surface froide pour étre récupérée en phase liquide ou I’huile essentielle est séparée de 1’eau par

décantation (Smadja, 2009 ; El Haib, 2011).

111.1.4.2 L’hydrodistillation

u“.JlJJJL’,.‘ 1]

Figure 2: Montage d’hydrodistillation (Clevenger)
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L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére premicére dans un ballon rempli d’eau.
L’ensemble est porté a ébullition. Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. Elles
passent par un réfrigérant a eau ou elles sont condensées, puis sont récupérées dans un récipient.

Cette méthode est simple et ne nécessite pas un appareillage colteux ( Bruneton, 1993).

111.1.4.3 L’expression a froid

Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus spp.) par des procédés
mécaniques a température ambiante. L'expression a froid consiste a soumettre la substance
végétale a une forte pression a l'aide d'une presse hydraulique (Desmares et al., 2008). Les

composés volatils ne subissent aucune modification (Chaintreau et al., 2003).

111.1.5 Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

111.1.5.1 Effet antioxydant

Les antioxydants sont des agents protecteurs des cellules. lls permettent aux cellules de
lutter contre le stress oxydatif provoqué par les rayonnements, ou les agents chimiques. Il existe
deux types d’antioxydants, Ceux qui sont naturellement synthétisés par les cellules, ils sont dits
endogenes et le deuxieme type regroupe les antioxydants exogénes apportés par 1’alimentation. Il
s’agit notamment des vitamines C et E (Nadji, 2010). Beaucoup de recherches ont montré que
certaines huiles essentielles sont plus efficaces que quelques antioxydants synthétiques (Amzad
et al., 2008). Ce qui confirme que I’utilisation traditionnelle de 1’huile essentielle et des extraits
des plantes médicinales dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement a I’odeur et a
I’ardbme plaisant, mais aussi a des possibilités préservatives des substances présentes dans les

feuilles de ces plantes (Caillet & Lacroix, 2007).

111.1.5.2 Activité antimicrobienne
C’est I’activité la mieux étudiée par les scientifiques, les huiles essentielles sont connues par
une activité antimicrobienne tres efficace. La plupart des travaux antérieurs ont montré que
certaines plantes aromatiques et leurs huiles essentielles pourraient étre employées pour
empécher la croissance des microorganismes pathogenes et contaminants (Gachka et al., 2007;
Rasooli et al., 2008) ainsi pour empécher la croissance des microorganismes d’altération et
pathogenes (Sacchetti et al., 2005; Piyo et al.,2009; Hadizadeh et al.,2009) et pourraient étre

10
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aussi employer dans les aliments pour prolonger la durée de conservation des aliments d’ou

I’amélioration de la sécurité alimentaire (Foda et al., 2010; Ghasemi et al., 2010).

111.1.5.3 Activité anti-inflammatoire
Les Huiles essentielles ont une place de choix dans le traitement de 1’inflammation et
peuvent agir de différentes maniéres. Les aldéhydes contenus dans ces substances naturelles qui
sont responsables des défenses anti-inflammatoires naturelles de I’lhomme (Raymond, 2005).

111.1.5.4 Effet antispasmodique
Les huiles essentielles possédant des esters ou des éthers possedent une action sur les
spasmes des muscles lisses ou striés comme I’huile essentielle d’Hélichryse. De nombreuses HE
sont réputées pour diminuer ou supprimer les spasmes tels que la mélisse, la verveine

odorante....etc (Pascual et al.,2001).

111.1.5.5 Effet sur le systeme nerveux
Les huiles essentielles peuvent réguler le systeme nerveux central en exercant un effet

antispasmodique, sédatif, antalgique et inducteur du sommeil (Mayer, 2012; Dorosz et al., 2011).

111.1.5.6 Effet insecticide
Récemment, il y a un intérét croissant pour [’utilisation probable des extraits de plantes
comme solution de rechange aux insecticides synthétiques (Taleb-Toudert, 2015). Les huiles
essentielles de certaines plantes comme Lippia citriodora ont une action répulsive, réduit la

fécondité et influence défavorablement 1’apparition de progéniture (Taleb-Toudert, 2015).

111.1.5.7 Effet antiviral
Les molécules aromatiques de certaines plantes sont douées de propriété antivirale grace a la
liposolubilité de ces HEs, ce qui leur permet de pénétrer dans I’enveloppe virale riche en lipides.
Les HEs sont plus actives sur les virus enveloppés car ils sont plus fragiles que les virus nus. Ils
sont donc particulierement efficaces envers les virus herpes. L’activité virucide de I’huile
essentielle de thym vis-a-vis du virus de I’ Herpes a été récemment démontrée (Goetz &
Ghedira, 2012).

11
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111.1.5.8 Effet Antiseptique

Les propriétés antiseptiques et desinfectantes sont souvent retrouvées dans les huiles
essentielles possédant des fonctions aldéhydes ou des terpénes comme I’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata.

111.1.6 Toxicité des huiles essentielles
Toute plante médicinale est susceptible de provoquer des effets secondaires. Malgré, que ces
effets induits par les plantes soient généralement mineurs et rares. Mais tout en négligeant le
mode d’emploi et la posologie adéquate, 1’'usage des plantes peut engendrer des effets néfastes et
peut méme étre a ’origine d’intoxication telles que les réactions allergiques, les réactions
cutanées type photosensibilisation, ou d’atteintes de différents organes tels que les reins, le foie,

le cceur et le systeme nerveux central (Posadzki et al., 2013).

111.2 Composés organiques
Ce sont des molécules organiques complexes généralement répartis en trois grandes

familles: Les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides (Lutge et al., 2002).

111.2.1 Les composés phénoliques

Il existe une trés grande variété de phénols. Ces derniers sont présents chez toutes les
plantes vasculaires plus précisément dans toutes les parties des végétaux supérieures (fruits,
feuilles, racines, tiges). Les caumarines, les tanins et les flavonoides constituent les principales

classes des composeés phénoliques (Crozier et al., 2006; Beta et al., 2005).

111.2.1.1. Les flavonoides
Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, ils sont des pigments responsables de la
coloration des fruits, des fleurs et parfois des feuilles. Ils sont particulierement actifs dans le
maintien d'une bonne circulation, certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales (Sebai & Boudali, 2012; Chevallier, 2001). On distingue les
flavonoides hétérosides qui sont hydrosolubles et solubles dans les alcools et les flavonoides

solubles dans les solvants organiques généeralement apolaires ( Bruneton, 1999).

12
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Figure 3: Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chanu, 2006)

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont:

Flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins.
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Figure 4: Structure des différentes classes des flavonoides (Martinez-Cayuela, 1995)

111.2.1.2 Les tanins
On trouve les tanins dans de nombreux végétaux tels que les écorces d’arbres, les fruits
(café, datte, raisin, cacao...). Ceux-ci donnent un golt amer a I'écorce ou aux feuilles et les
rendent impropres a la consommation pour les bétails ou les insectes. On distingue les tanins
hydrolysables qui contiennent un sucre dans leur structure et les tanins condensés qui ne

renferment pas de sucre dans leur structure ( Bruneton, 1999).

13
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111.2.1.2.1  Les tanins condensés (pro-anthocyanidines)

Largement présents dans le regne vegétal et de structure complexe, et que 1’on rencontre
dans de nombreux produits alimentaires notamment les fruits, les légumes, les boissons
(Peronny, 2005). lls ne possedent pas de sucres dans leur molécule (Figure 5); ils ne sont
hydrolysés ni par les acides, ni par les tannasses mais en présence d’acide forts ou d’agents

d’oxydation.
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Figure 5: Structure des tanins condensés et leur monomére (Peronny, 2005).
111.2.1.2.2 Tanins hydrolysables
Ce sont des esters de glucose, ils sont caractérisés par la présence du sucre dans leur
structure et ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique (Figure 6). lls
libérent alors une partie phénolique qui peut étre de I’acide gallique et une partie non phénolique

(le plus souvent du glucose ou de 1’acide quinique) (Macheix, 1996).
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Figure 6: Structure des tanins hydrolysables et les acides associés (Peronny, 2005)
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111.2.1.3 Coumarines
Les coumarines sont des composés issus du métabolisme de la phénylalanine (Figure 7), ils
sont caractérisés par une odeur de foin fauché. (Cowan, 1999). A I’exception des algues, ces
composés sont les constituants caractéristiques du regne végetal chlorophyllien. Les familles les
plus riches en coumarines sont : les Légumineuses, Thymeleacées et Rutacées. Ils se trouvent
dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des
graines (Deiana et al., 2003).

Figure 7: Structure de base de Coumarine

111.2.1.4 Les terpénes

Les terpénes sont une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en
particulier les coniféres. Ils ne sont pas formés a partir de I'isoprene CsHg bien qu'ils aient pour

formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (CsHg), (Bhat et al., 2005).

111.2.1.5 Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales (I’herbe a savon ; le réglisse ; le
bouillon blanc ; le Modene). Elles doivent leur nom au fait qu’elles forment dans 1’eau une

solution moussante comme une eau de savon (Sebai & Boudali, 2012).

111.2.1.6 Les glucosides
Les glucosides sont des hétérosides dérivés du glucose. lls produisent du glucose lorsqu'ils
sont hydrolysés, décomposés par fermentation ou par I'action de certaines enzymes,
thérapeutiquement actifs, souvent toxique. On peut classifier les glucosides en suivant le

classement botanique des espéces dans lesquelles ils sont présents.
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111.2.1.7 Les vitamines
De nombreuses plantes médicinales sont particuliérement riches en vitamines, ce sont des
substances qui agissent a faibles doses, on distingue les vitamines hydrosolubles et liposolubles.
La carotte est riche en béta-carotene (pro vitamine A) et le citronnier notamment contient des
doses élevées de vitamine C (Chevallier, 2001).

111.2.1.8 Les minéraux
De nombreuses plantes medicinales sont trés riches en minéraux. lls sont nécessaires a
diverses fonctions métaboliques, a la différence des enzymes, non catalyseurs. Les plantes,
notamment celles issues de I'agriculture biologique, tirent les minéraux du sol et les transforment

en une structure aisément assimilable par I'organisme.
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CHAPITRE Il : Infection nosocomiale

Définition générale et prévalence

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a defini les infections nosocomiales (IN),
appelées aussi « infections hospitalieres » comme des infections acquises pendant un séjour a un
établissement de santé et qui n’étaient ni présentes ni en incubation au moment de 1’admission
du patient (Mayon-White et al., 1988). Lorsque la situation de I’admission n’est pas connue, un
délai d’au moins 48 heures aprés admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation
lorsque celle-ci est connue) est accepté pour distinguer une infection d’acquisition nosocomiale

d’une infection communautaire (OMS, 2002).

Jusqu’au milieu des années 1980, le risque infectieux nosocomial était sous-estimé. Ce
risque a été longtemps négligé en Afrique sub-saharienne, méme si la prévalence des infections
nosocomiales est plus élevée que dans les pays développés. La prise de conscience de la réalité
de ce phénoméne, dans un contexte d’amélioration de la qualité des soins, a conduit a ériger la

maitrise du risque infectieux nosocomial en véritable priorité sanitaire (Pittet et al., 2008).

Les infections nosocomiales constituent 1’une de dix principales causes de mortalité dans le
monde. L’OMS estimait en 2009 que 1,4 millions de personnes étaient malades dans le monde a
cause des infections contractées en milieu hospitalier. Ces infections touchent 5 a 10 % des
patients (WHO, 2009). La prévalence des infections nosocomiales (IN) est de 10,5 % au canada,
6,7 % en France, 6,2 % en Belgique et 4,5 % aux USA (Vrijens et al., 2009).

Dans certains pays en développement, le taux le plus élevé de prévalence de ces infections
est estimé a 25,0 % (Vrijens et al., 2009). C’est le cas de I’ Albanie en 2009 ou la prévalence des
IN était de 19,1% ; en Tunisie avec 17,8 % et au Brésil avec 14,0 % (WHO, 2009). Au Maroc,
une étude réalisée en 2006 a montré un taux d’infections nosocomiales de 17,8 % (Dridi et al.,
2006). La prévalence des IN est nettement plus élevee dans les pays en développement que dans
les pays développés.
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Facteurs entrant en jeu dans Dapparition des infections
nosocomiales

1.1 Agents microbiens

Pendant le séjour dans un établissement hospitalier, le patient est exposé a divers agents
microbiens. La probabilité qu’une exposition conduise a la maladie dépend en partie des
caractéristiques du micro-organisme en cause, y compris sa virulence intrinséque, sa résistance

aux anti-infectieux, et de la quantité de matériel infectieux (inoculum).

Une grande variété de parasites, de virus, de bactéries et de champignons peuvent étre a
I’origine d’IN (Lemsanni, 2019; Maoulainine et al., 2014). Ces agents peuvent provenir de la
propre flore du patient, ce qu’on appelle infection endogéne ou d’une autre personne présente
dans I’hépital : infection croisée. Il peut aussi s’agir de germes présents sur un objet ou dans une
substance récemment contaminée par une autre source humaine d’infection (infection

environnementale).

1.2 Vulnérabilité du patient

Plusieurs facteurs personnels entrent en jeu dans 1’acquisition de 1’infection :

- L’age;

- L’état immunitaire ;

- Les maladies sous-jacentes et les interventions diagnostiques et thérapeutiques chez le
nourrisson et la personne agée ;

- Les patients atteints de maladies chroniques telles que I’insuffisance rénale, tumeurs
malignes, diabete, ou syndrome d’immunodéficience acquise (sida), sont plus vulnérables
aux infections opportunistes ;

- Certains traitements (antibiotiques qui déséquilibrent la flore des patients et sélectionnent
les bactéries résistantes ; traitements immunosuppresseurs) ;

- Les lésions de la peau ou des muqueuses permettent aux micro-organismes d’échapper aux
mécanismes naturels de défense ;

- La malnutrition constitue également un risque.
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1.3 Facteurs environnementaux

Les hoépitaux constituent un environnement dans lequel se trouvent rassemblées des
personnes chez lesquelles le risque d’infection est accru et des personnes infectées. Les patients
atteints d’infections ou porteurs de micro-organismes pathogenes, lorsqu’ils sont hospitalisés, sont
des sources potentielles d’infection pour les autres patients et pour le personnel. Ceux qui
contractent une infection a 1’hopital constituent a leur tour une source d’infection. Les germes
présents dans la flore microbienne peuvent contaminer des objets, des dispositifs médicaux et des

substances qui entrent ensuite en contact avec des sites anatomiques vulnérables.

I11.  Mesure de prévention des infections nosocomiales

La prévention des infections nosocomiales est complexe car la plupart d’entre elles reléve de
plusieurs facteurs. Cela implique une maitrise de tous les facteurs liés a la situation médicale des
patients, la qualité des soins et la sécurité de I’environnement hospitalier pour assurer une
vigilance renforcée (Hugo & Didier, 2005). Cette vigilance accrue autour de ’application de

plusieurs pratiques simples et d’efficacité démontrée :

I11.1 Mesures institutionnelles
- Politique et stratégie de lutte contre les IN ;
- Fonctionnement du CLIN et de I'équipe opérationnelle en hygiéne hospitaliere ;
- Evaluation et accréditation dans le domaine du risque infectieux (politique qualité -

gestion du risque.

111.2 Mesures épidémiologiques
- Surveillance épidémiologique des IN ;
- Gestion et maitrise d'un phénomene épidémique ou inhabituel ;

- Suivi d'indicateurs microbiologiques (bactéries multi-résistantes).

111.3 Mesures concernant la formation
- Formation initiale des personnels médicaux et paramédicaux ;
- Formation continue autour des themes :
e bon usage des antibiotiques

e accidents par exposition au sang (AES)
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I11.4 Mesures concernant I'architecture, les locaux, les circuits et les matériaux
- Architecture, organisation spatiale et fonctionnelle ;
- Entretien et désinfection quotidien des locaux Circuits des personnes, des eaux, et de 1’air
par des méthodes adéquates ;

- Maitrise de I'élimination des déchets d'activité de soins.

111.5 Mesures d*hygiéne de base
- Lavage des mains, tenue vestimentaire et le port des gants ;
- "Précautions générales standard" (vis- a vis des risques de transmission par le sang, les

liquides biologiques ou tout autre produit d'origine humaine).

111.6 Mesure d’hygiéne du patient
- limiter la durée d’hospitalisation et a un usage optimal des anti-infectieux (Lemsanni,
2016; OMS, 2002).

I11.7 Mesures d'hygiéne des soins
- Utilisation des antiseptiques ;
- Prévention des infections, site par site ;

- Prévention de la diffusion des bactéries multi résistantes aux antibiotiques.

111.8 Mesures concernant les dispositifs médicaux
- Utilisation de l'usage unique ;
- Pré-désinfection, nettoyage, désinfection ou stérilisation.

IV. Résistance bactérienne

La résistance bactérienne aux antibiotiques ou antibiorésistance c’est une caractéristique
importante des infections nosocomiales, elle est considérée comme un probléeme majeur
compliquant le traitement des infections bactériennes surtout par la dissémination des souches
multi-résistantes (Ventola, 2015). Une souche est dite résistante lorsque la concentration
d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est notablement plus élevée que la concentration

atteignable in vivo (Granier & Jarlier, 1996).
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Il existe deux types de résistances: la résistance naturelle qui survient lorsque toutes les
souches d’une méme espece sont resistantes & un antibiotique, et la résistance acquise qui

survient lorsque seulement quelques souches d’une méme espece, normalement sensibles a un

antibiotique deviennent résistantes.
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Chapitre 111 : Stress oxydatif

Définition

On peut définir le stress oxydatif comme étant un déséquilibre entre la présence de radicaux
libres et la capacité de 1’organisme a neutraliser leur action par les systéemes antioxydants (Boyd et
al., 2003). La production d’espéces réactives de 1’oxygéne est utile mais peut étre néfaste pour
I’organisme lors d’une production excessive et en ’absence de mécanismes de défense. Ce
déséquilibre peut endommager quelques macromolécules telles que les acides nucléiques,
protéines et lipides, conduisant a I’apparition des diverses maladies (Pisoschi & Pop, 2015; Smaga
etal., 2015).

Stress oxydatif
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(Pesticides, nettoyants, etc).
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Figure 8: Shéma présentatif du stress oxydant

Radical libre

Un radical libre ou espéces réactives de 1’oxygéne est un fragment obtenu par scission
d'une molécule et qui posséde un électron célibataire, non apparié, ce qui lui confére une grande
réactivité chimique (Vansant, 2004). C'est donc une molécule instable, tres réactive avec les
molécules environnantes. Un radical libre tente de céder ou de gagner un électron et transmet ses

propriétés a une autre molécule, d'ou des réactions en chaine (Goudable & Favier, 1997).
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Dans l'organisme, et plus précisément au niveau des mitochondries, I'oxygene est a l'origine
de la formation des especes réactives de I'oxygene parmi lesquels se trouvent des radicaux libres.
Des radicaux libres se forment lors de différents processus biologiques: stress, respiration,
inflammation. Par exemple, lors de la respiration cellulaire, la molécule de dioxygene gagne un

électron et forme un superoxyde.
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Figure 9: Shéma présentatif de la neutralisaton des radicaux libres par un antioxydant

1. Les effets protecteurs des antioxydants

La fabrication des radicaux libres peut étre augmentée face a certains facteurs comme la
pollution, le tabac ou les rayons UV du soleil. Cet excés des espéces réactives de 1’oxygeéne peut
entrainer un vieillissement prématuré des cellules, ou bien certaines maladies comme les
cancers, les maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires etc. En neutralisant les
radicaux libres, les antioxydants interviennent pour empécher la dégradation des cellules et
protégent ainsi I'organisme.

IVV. ROles physiologiques des espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Les especes réactives de I’oxygene présentent un paradoxe dans leurs fonctions biologiques.
D’une part, ils préviennent les maladies en aidant le systéme immunitaire par la médiation de la
signalisation cellulaire et en jouant un rdle essentiel dans 1’apoptose. D’autre part, ils peuvent

endommager des macromolécules importantes dans les cellules.
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V. Oxydation des macromolécules

V.1 Peroxydation des lipides

Appelé encore lipoperoxydation est I'oxydation des lipides insaturés, soit par des espéces
radicalaires de I'oxygene, soit catalysée par des enzymes. Au sein des cellules et des organismes
la peroxydation lipidiques est responsable de dommages tissulaires dus a la formation
de radicaux libres lors du processus de peroxydation.

La réaction incontrélée des ERO avec les lipides membranaires conduit a une génération
innombrable de radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui provoque la
détérioration des membranes(Kardeh et al.,2014;Pisoschi & Pop, 2015).

V.2 Oxydation des protéines

Les protéines sont susceptibles d'étre oxydées par les espéces réactives d’oxygene. Cette
réaction d’oxydation peut se réaliser de deux fagons soit en cassant les liaisons peptidiques tout
en modifiant ainsi la chaine protéique ou en provoquant des modifications par addition de
produits issus de la peroxydation lipidique. Les principaux produits de 1’oxydation des acides
aminés constitutifs des protéines sont les carbonyles qui sont utilisés comme marqueurs du stress
oxydant. Les protéines oxydées deviennent tres hydrophobes, par extériorisation des zones
hydrophobes centrales et la formation des amas ou par suppression de groupements amines
ionisables (Goto & Radak, 2013).
La plupart des acides aminés sont sensibles a 1’oxydation, en particulier, la méthionine et la
cystéine sont facilement oxydables (Raedschelders et al., 2012). L’oxydation de la proline,
I’arginine et la lysine provoque des marqueurs de dérives carbonylés (Pisoschi & Pop, 2015).
L’oxydation des protéines est impliquée dans 1’étiologie de plusieurs maladies telles que les
maladies neurodégénératives, la dystrophie musculaire, I’athérosclérose, et le vieillissement
(Pisoschi & Pop, 2015; Favier, 2003; Moniczewski et al., 2015).

V.3 Oxydation des glucides

Les ERO ciblent le plus souvent le glucose et les protéoglycanes du cartilage. L’oxydation
du glucose est directe et donne des dérivés carbonyls susceptibles de réagir avec une protéine
pour aboutir a la formation de produits finaux de glycosylation (PFG). Ces derniers en présence
de métaux de transition favorisent la libération d’Oz- et peuvent causer la rétinopathie chez les

personnes diabétiques (Halliwell & Gutteridge, 1995).
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V.4 Oxydation de ’ADN

Les especes réactives d’oxygene causent des dommages a ’ADN et aboutissent au
vieillissement et a la mort cellulaire (Saito et al., 2015). Le radical hydroxyle peut causer des
dommages oxydatifs qui peuvent aboutir une perturbation des processus de réplication, de
transcription et de traduction (Cardey, 2009; Favier, 2003; Cardey, 2009). Une des altérations
fréquentes de ’ADN est ’oxydation de la guanine par le radical hydroxyle formant la 8-
hydroxy-guanine (8-OHG) qui est considéré comme un marqueur de carcinogeneése et de lésions
nucléiques (Pisoschi & Pop, 2015; Sugamura & Keaney, 2011).

Antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme un agent capable, d’entrer en compétition avec
d’autres substrats oxydables et ainsi inhiber ou retarde 1’oxydation de ces substrats (Rahal et
al.,2014). llIs sont présents sous deux formes et peuvent intervenir en prévention de la formation

des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination.

V1.1 Les antioxydants primaires
Les antioxydants primaires permettent 1’interruption de la chaine autocatalytique avec la

relation suivante: AH + Re — A+ + RH.

La molécule AH est antioxydante si le radical formé A« est plus stable. La stabilité du radical

A+ peut s’expliquer par sa conversion en composés non radicalaires :
A*+ A’ - A-Aou A+ R* - A-R.

V1.2 Les antioxydants secondaires

IIs assurent I’inhibition de la production des radicaux libres. Ce sont des substances
décomposant les hydroperoxydes en alcool, des thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les
disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV, comme les carotenes, des chélatants des métaux
promoteurs d’oxydation type fer et cuivre, comme [’acide citrique et les lécithines) ou enfin de

séquestrants d’oxygene comme 1’acide ascorbique.
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CHAPITRE 1V : Effet hepatoprotecteur et
hépatotoxicite

Anatomie et role du foie

.1 Anatomie du foie

Le foie chez I’homme fait partie de 1’appareil digestif et c’est I’organe abdominal le plus
gros, pesant en moyenne 1.5 kg et constitue 2 % de la masse corporelle. 1l est constitué de deux
parties, le lobe droit (2/3 du volume) et le lobe gauche (1/3 du volume). Le lobule hépatique
(figure 10) se présente sous forme d’un hexagonal. Chaque lobule est formé par plusieurs
cellules: hépatocytes, cellules sinusoidales, cellules de Kupffer, et cellules stellaires (Malarkey et
al., 2005).

Veines interlobulaire (allant
vers la veine hépatique)
Veine centrale;

Travées

Conduit biliaire
interlobulaire

Cellules
sinusoidales

3 Conduit biliaire
g 2 Espace
interlobulaire | . 4
Veinule porte nterlobulaire

Arteriole porte

dans les parois des
sigusoides G

Figure 10: Structure d’un lobule hépatique.

26



Synthése bibliographique

Le foie est irrigué principalement par la veine porte et I’artére hépatique. Il est traversé par
1.4 1 de sang pendant chaque minute. La veine porte est responsable de 1’apport des nutriments
de I’intestin tandis que I’artére hépatique est responsable de I’apport d’oxygene. Le retour
veineux est assuré par les veines hépatiques. Ces derniers sont responsables de 1’évacuation du

sang qui se jettent ensuite dans la veine cave inférieure qui retourne au cceur (Dooley et al.,
2011).

.2 ROdle du foie

Le foie joue un rdle vital dans la régulation de divers processus physiologiques de
I'organisme. Il est impliqué dans plusieurs fonctions vitales, notamment les fonctions suivantes,
la sécrétion biliaire, le stockage des vitamines et le métabolisme des nutriments tels que les
glucides, les carbohydrates, les protéines et les lipides et I'excrétion des déchets. Il a une grande
capacité de désintoxiquer les xénobiotiques et de synthétiser des molécules utiles
(Shanmugasundaram & Venkataraman, 2006). Le foie participe a toutes les voies biochimiques
de la croissance, du métabolisme, du systeme immunitaire, et de la reproduction (Ward & Daly,
1999). En outre, il est considéré comme ’organe central de la détoxification des substances
toxiques exogenes et endogenes (Dufour et al., 2011). Il gére le métabolisme et I'excrétion des
médicaments et des substances toxiques du corps. Il assure la protection contre les substances

étrangeres en les éliminant (Saleem et al., 2010).

Il. Relation entre stress oxydant et maladies hépatiques

Le stress oxydant survient lors d’un déséquilibre entre la génération et 1’élimination des
radicaux libres. Ce déséquilibre est considéré comme facteur principal dans la pathogenése des
maladies hépatiques et dans leur progression vers la fibrose et la cirrhose (Cohen et al., 2011).
La chaine respiratoire mitochondriale représente la principale source des espéces réactives
oxygénées (ERO) et des especes réactives azotées (RNS). L’augmentation de I’expression et de
I’activité des cytochromes, principalement le CYP2EIL, représente également une source
importante de production d’ERO, au niveau du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie.
En outre, les ERO/RNS peuvent étre formés suite au métabolisme de certains médicaments par

les cytochromes au niveau des hépatocytes (Aubert et al., 2011).
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I11. L’hépatotoxicité

L’ hépatotoxicité ou la toxicité du foie est définie comme étant le pouvoir qu’une substance
provoque des dommages au foie. L’hépatotoxicité se manifeste sous forme d’hépatite ou encore
de nécrose, dans les cas plus sévéres. La stéatose hépatique survient lorsque le gras a s’accumule
dans le foie (Tillmann, 2020).

I11.1 Hépatotoxines

Les hépatotoxines sont des molécules chimiques, qui provoquent des atteintes hépatiques
plus ou moins graves. Plusieurs médicaments et composés chimiques ont été rapportés comme
des agents hépatotoxiques parmi lesquels on peut citer, le chloroforme, le benzene, le sélénium,
I’éthionine, et la thioacétamide et le tétrachlorure de carbone (CCly) (Timbrel, 2009).

111.1.1 Le tétrachlorure de carbone (CCl,)

Le tétrachlorure de carbone une molécule simple soluble dans les lipides et est par
conséquent tres bien répartie dans tout le corps, cependant, son effet toxique majeur est sur le
foie, quelle que soit la voie d'administration. Le CCly est utilisé pour induire 1’hépatoxicité
expérimentale car il est le plus communément utilisé d’une part et d’autre part, il induit une
pathologie rencontrée en clinique : une nécrose hépatique centrolobulaire, une stéatose hépatique
et des nécroses tubulaires rénales (El-Hadary et al., 2019). La toxicité de CCI, dépend
principalement de l'activation métabolique du cytochrome P450, c’est la raison pour laquelle le

foie est son cible principale (Dong et al., 2016).

La nécrose hépatique provoquée par CCL, est considérée comme étant bioactivée par les
cytochromes P450, ce qui conduit a la formation de radicaux libres et les espéces réactives de
I'oxygéne (ERO), ce qui entraine I'oxydation des protéines, la peroxydation des lipides, et
I'endommagement de la membrane hépatocellulaire (Elgawish, Rahman, & Abdelrazek, 2015).
Ce processus est accompagné par la libération de médiateurs inflammatoires par les
macrophages hépatiques activés, qui sont censés potentialiser I'atteinte hépatique induite par
CCl, (El-Hadary et al., 2019).
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111.2 Mécanismes de I’hépatotoxicité

Les principaux mécanismes par lesquels les xénobiotiques stéatose semblent étre
hépatotoxiques sont généralement, le stress oxydatif, la production de métabolites toxiques par
les cytochromes P450, la perturbation du metabolisme glucidolipidique et la dysfonction
mitochondriale. Les facteurs augmentant le risque d’hépatotoxicit¢é comme 1’obésité et la
stéatohépatopathie associee peuvent étre joué un rdle important, pour certains xénobiotiques.
Certains xénobiotiques comme 1’alcool et quelques médicaments peuvent augmenter la
progression de la stéatose en stéatohépatite non-alcoolique (NASH) ou aggraver chroniquement

la stéatose préexistante (Fromenty, 2014).

Les mécanismes d’aggravation de la stéatose peuvent étre variés; réduction de la sortie des
lipoprotéines de tres basse densité (VLDL), inhibition de la B-oxydation et stimulation de la
lipogenése. D’autres xénobiotiques comme le CCLy, le thioacétamide et certaines médicaments
(paracétamol, halothane) peuvent provoquer des hépatites aigués séveres (El-Hadary et al., 2019;
Tillmann, 2020). Un mécanisme qui est important dans cette situation est I’induction
préexistante de 1’activité du CYP2E1 hépatique principalement observée au cours de 1’obésité

(Fromenty, 2014) .

111.3 Marqueurs de la fonction hépatique
La fonction hépatique peut étre évaluée par le dosage biochimique de plusieurs enzymes

hépatique.

111.3.1 Transaminases
Enzymes qui accélerent le transfert d'un groupement aminé d'un acide aminé sur un acide
cétonique, ’augmentation de leur taux dans le sang est en effet révélatrice d'un certain nombre

d'affections ; leur mesure permet donc d'orienter le diagnostic hépatique.

111.3.1.1 Alanine-aminotransférase (ALAT)

L'ALAT se retrouve principalement dans le foie et les reins et en faible concentration, dans
les cellules des muscles striés et dans les globules rouges. Le taux sériques d’ALAT est inférieur
a 15 UI/L en cas normal et augmente lors d'une hépatite virale. 1l augmente aussi, dans de
moindres proportions, au cours d'autres atteintes hypatiques (cancer, hepatite toxique, cirrhose,

obstruction biliaire, etc.) et au cours de l'infarctus du myocarde (Yang et al., 2009).

29



Synthése bibliographique

111.3.1.2 Aspartate-aminotransférase (ASAT)

L’ASAT se présente principalement dans le foie et les muscles striés et dans les hématies.
Son taux sanguin est normalement inférieur a 20 UI/L. lls s’¢lévent en cas de destruction des
cellules, en particulier en cas d'infarctus du myocarde et de myopathie. Lors d’une destruction
des cellules hépatiques, le taux d'ASAT augmente moins que celui d'ALAT (Kamisan et al.,
2013).

111.3.2 Phosphatases alcalines (PAL)

I1 s’agit d’un groupe d’enzymes dont le rdle est de catalyser le dédoublement des esters
phosphoriques et dont 1’action optimale se fait a un pH alcalin. Ces enzymes se retrouvent dans
de nombreux tissus. Les taux des phosphatases alcalines sériques augmentent en cas de
cholestase. Cette augmentation est due a une production accrue de phosphatases alcalines par

I’hépatocyte soumis a la cholestase (Ozer et al. 2008).

111.3.3 Bilirubine totale

La bilirubine non conjuguée, liée a 1’albumine est présente dans le plasma, provenant de la
dégradation de I’héme par le systéme réticulo-endothélial. Son taux normal est entre 9 etl12
mg/L. Elle est Captée par I’hépatocyte et véhiculée par les protéines transporteuses jusqu’aux
sites de conjugaison. Une hyperbilirubinémie de type non conjuguée peut étre due a un exces de
production (hémolyse), a un deficit du transport ou plus souvent a la glucurono-conjugaison
intra-hépatocytaire. Une hyperbilirubinémie conjuguée est liée a un trouble de I’excrétion ou du
drainage biliaire. Cependant, une hyper-bilirubinémie de type mixte peut étre le fait de
perturbations complexe de I’hépatocyte (Alagille, Odievre, & Gautier, 1975).

V. L’effet Hépatoprotecteur des plantes

La maladie hépatique chronique représente lI'un des problémes majeurs de la santé mondiale.
Ainsi, les médicaments synthétiques disponibles pour traiter les troubles hépatiques peuvent
causer des dommages au foie (Tillmann, 2020) . Par conséquence, les recettes de plantes sont
devenues de plus en plus populaires, et leur utilisation est largement répandue (Appiah et al.,
2017). Plusieurs études ont rapporté 1’activité hépatoprotectrice des plantes médicinales (Nawaz
et al., 2014; Bakour et al., 2018). En outre, les plantes contiennent une variété de substances

hépatoprotectrices a savoir les polyphénols, monoterpénes, les coumarines, glycosides,
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alcaloides et xanthines (El-Hadary et al., 2019). Ainsi, environ 160 constituants chimiques de
100 plantes médicinales ont un effet hepatoprotecteur (Saleem et al., 2010). Il a été rapporté que
les plantes médicinales préviennent les dommages causés au foie par I’inhibition des activités

plasmatiques de 'ASAT, I’ALAT, le bilirubine, 1'albumine et de phosphatase alcaline (Dey et al.,
2015; Abirami et al. , 2015).
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CHAPITRE V : Présentation des plantes
etudiées

Historique

A 1’époque, le thym était considéré comme une plante importante dans I’Egypte ancienne.
Les Egyptiens I’employaient dans le processus de momification de leurs morts car il est avéré que
le thym a des propriétés conservatrices.et ¢’est ainsi qu’il est utilisé de nos jours pour conserver

les pieces de collections botaniques et anatomiques.

Les Grecs utilisaient aussi cette herbe en la brulant pour purifier 1’air et chasser les insectes,
ils la considérée aussi comme 1I’« ennemi du poison » et s’en servait pour I’assainissement des

chambres de malades.

Les Romains, de leur part brdlaient le Thym pour éloigner les créatures venimeuses, et

I’utilisaient aussi pour aromatiser le fromage (Charles, 2013).

Geéneralités sur le thym

Le genre Thymus connu dans tout le monde, vient probablement du latin "Thymus™ qui

signifie « parfumé » a cause de I’odeur agréable que la plante dégage ou du Grec "Thymos" qui
signifie "courage" ou "force (Stahl-Biskup & Saez, 2002). Au Maroc, elle est appelée Zaatar ou
Zaditra par les populations locales en arabe et et Azukni ou Tazuknite en berbére.
Le Thym, une plante aromatique de grande valeur aux usages multiples, originaire des régions
méditerranéennes, 1'Asie, 1'Europe du Sud et I’ Afrique du Nord (Maksimovi¢ et al., 2008). Il est
parmi les huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d’especes incluses dans la
famille Lamiacées, regroupant environ 350 especes, sous-espéces et variétés de plantes (Alaoui
et al., 2018). Au Maroc, il y a vingt et une especes de thym dont 15 sont endémiques, tel que
Thymus riatarum, Thymus bleicherianus, Thymus maroccanus, Thymus Zygis etc. (Fennane et
al., 2007).

32



Synthese bibliographique

I11. Description morphologique du thym

Le thym véritable est un sous-arbrisseau vivace et dense qui atteint une hauteur de 40 cm,
typiqguement méditerranéen, tres aromatique, appréciant les terrains secs et ensoleillés. Les
feuilles sont petites, ovales, aux bords enroulés, aux tons vert grisatre. Ses tiges ligneuses a la
base mais herbacées dans leur partie supérieure, dressées et tortueuses. Les fleurs de couleur
blanche & rose, les petites fleurs sont réunies par trois a l'aisselle des feuilles supérieures.
Carpelles lisse, ovoides (Spichiger et al., 2002).

Figure 11: Thymus
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IVV. Classification

La classification botanique du Thymus est présentée dans le Tableau suivant.

Tableau 2: Classification botanique du Thymus (Kholkhal, 2014)

Regne

Plantae

Embranchement

Tracheobionta

Sous embranchement

Magnoliophita

Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiale
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

V. Répartition géographique

La majorité des especes du genre Thymus se concentrent dans la région méditerranéenne

( Nickavar et al., 2005). Le Thym est réparti entre I’Europe du sud, I’Asie et la méditerranée

(Figure 12). Ce genre est tres répandu dans le Nord-africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye)

ainsi que dans les montagnes d’Ethiopie, les montagnes d’Arabie du Sud-Ouest et I’Egypte.

Passant par les régions arides de I’Asie occidentale jusqu’a 1’Himalaya, il peut méme atteindre

les limites de la région tropicale et du japon. Dans le nord, il pousse en Sibérie et en Europe

nordique (Martin, 2014).
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Figure 12: Distribution géographique du Thym dans le monde (Morales, 1997).

V1. Exigence écologique

Les variétés de Thym ont a peu prés les mémes besoins en termes d’habitat et de soins.
Elles sont trés résistantes, elles se développent bien dans un climat tempéré a chaud, sec,
ensoleillé (Daugan & Abdullah, 2017). La période de végétation de cette plante est de 200 a 210
jours (Pirbalouti et al., 2013) . Les especes de Thym sont plus efficaces dans les sols grossiers et
rugueux. Il est trés important que les sols soient légers et bien drainés pour pouvoir déployer
pleinement toutes ses vertus. Bien que le Thym soit résistant au froid, il peut étre protégé en

hiver dans les endroits exposés en le recouvrant.

VII. Utilisation du thym

Le Thym a pris une trés grande importance dans la médecine en raison de ses propriétés
pharmacologiques et biologiques. Le Thym est I’une des plantes les plus utilisées comme épices
et extraits a fort pouvoir antibactérien et anti inflammatoire dans la pharmacopée traditionnelle
(Labiad et al. 2017; Qualilalami et al., 2013).

En médecine traditionnelle, les feuilles de cette espéce sont utilisées sous plusieurs formes :
- Eninfusion contre les affections de voies respiratoires, la toux, et le rhume,

- Entisane tonique,
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- En décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et les trouble de 1’estomac et
I’intestin,

- En usage externe comme cicatrisants et antiseptiques. Les feuilles de Thym sont riches
en huile essentielle dont les propriétés sont mises a profit en phytothérapie. (Ghelichnia,
2016; Labiad et al., 2017).

Son huile est parmi les dix premiéres huiles essentielles du monde. Elle est antiseptique et
utilisée a ce titre pour soigner les infections pulmonaires tel que la bronchite et I'asthme. Son
pouvoir antiseptique s’exerce également sur le systeme digestif et notamment en cas de diarrhée
( Fadili et al., 2015).

De nos jours, le Thym est passé d'une herbe traditionnelle a une phytothérapie rationnelle.
C'est une source incroyable de fer, de calcium, de manganése et de vitamine K qui améliore
également le flux sanguin et stimule lI'ensemble du systéme. Cette plante a été appréciée
récemment par la force et les vertus antivirales (Pirbalouti et al., 2013; Javed et al., 2013). Les
huiles et les extraits de Thym sont largement utilisés dans la cuisine, en tant qu’herbe aromatique
et aussi grace a ses propriétés conservatrices 1’industrie pharmaceutique, cosmétique et en
parfumerie pour lI'aromatisation (Barati et al., 2013). Des études récentes ont montré que les
espéces de Thym ont un fort pouvoir antibactérien, antifongique, antiviral, antiparasitaire,

spasmolytigque et antioxydantes. (Aouam et al., 2018; Ghelichnia, 2016).

36



Matériels et Méthodes

Partie 11
Matériel et Méthodes
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Matériel et méthodes

. Matériel
1.1 Matériel végétal

Trois plantes appartenant au genre de Thymus ont été I’objectif de cette étude vu leur
utilisation dans la médecine traditionnelle marocaine d’une part et le manque de travaux de

recherche sur les propriétés biologiques de ces trois plantes d’autre part.

Les plantes du Thymus riatarum et Thymus blecherianus ont été récoltées durant la période
de floraison janvier dans la région de Taza en 2016. La plante du Thymus citriodorus L a été
récoltée de Taza pendant le mois de mars 2016. Ces especes ont été identifiées par les
Professeurs Amina Bari ; Botaniste de la faculté de sciences Dhar Mehraz, Université Sidi
Mohammed Ben Abdellah, Fés et Hassan Fougrach; Botaniste de la faculté de sciences Ben
M’sik, Université Hassan 2 casablanca.

1.2  Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats Wistar adultes males normaux pesant entre 150-
200 g, ¢levés dans I’animalerie du laboratoire PPSE ou ils ont séjourné sous les conditions
suivantes : une température de 25 + 2°C, 55 + 5% d'humidité et a cycle naturel de la lumiére. Les
animaux ont libre acces a I'eau et a I’alimentation. Les animaux sont soumis a jeun pendant une
nuit avant leur utilisation. Le soin et la manipulation des rats étaient en conformité avec les

normes directives internationalement reconnue pour l'utilisation des animaux.

1.3 Souches bactériennes

L’activité antibactérienne des huiles essentielles des plantes étudiées a été testée sur Six
souches, d’origine hospitaliére, responsables d’infections nosocomiales, qui ont été isolés des
patients hospitalisés au service de réanimation du Centre Hospitalier Universitaire a Fés. 1l s’agit
de bactérie Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter koseri et Acenitobacter) et Gram positif (Staphylococcus aureus). Le choix de ces
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souches est basé sur leur fréquence élevée a infecter les patients hospitalisés au service de

réani

mation et leur résistance a divers types d’antibiotiques utilisés pour le traitement des

infections nosocomiales.

Staphylococcus aureus : est une bactérie appartenant au groupe des cocci & Gram positif
qui tend & se grouper en amas. Elle appartient aux especes les plus couramment isolées
en milieux hospitalier. Staphylococcus aureus occupe une place importante dans les
infections communautaires (Wertheim et al., 2005;Vincenot et al. 2008;Chambers,
1997).
Escherichia coli (gram négatif), mobile grace aux flagelles péritriches. C’est une bactérie
présente dans l'intestin des étres humains et de certains animaux. Elle peut étre 1’origine
des infections urinaires ou digestives ainsi que diverses infections communautaires ou
nosocomiales (Mariani-Kurkdjian & Bingen, 2012;Fritze & Pukall, 2011).
Pseudomonas aeruginosa est un bacille qui réagit négativement a la coloration de Gram
(Gram négatif). Elle est tres résistante, et souvent responsable des infections nosocomiales.
C’est l'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniguement vu sa résistance a de
nombreux antibiotiques (Fritze & Pukall, 2011).
Klebsiella pneumoniae : est une bactérie immobile et capsulée. Elle est commensale de
I’Homme et des animaux. Considérée comme I'un des plus importants agents pathogénes
opportunistes qui causent des infections nosocomiales et communautaires (urinaires et
respiratoires) (El Fertas-Aissani et al., 2013).
Acenitobacter : Les souches du genre Acinetobacter sont constituées de bactéries a Gram
négatif, non fermentantes, non sporulées, coccoides, immobiles, aérobies strictes, a
métabolisme respiratoire strict, catalase positive et oxydase négative. Elles sont connues
comme étant capables de former des inclusions intracellulaires sous des conditions de
stress.
Citrobacter koseri: C’est un bacille de forme allongée qui se déplace a 1’aide d’un
flagelle comme les spermatozoides, naturellement présente dans le tube digestif des
humains et des animaux, mais qui se trouve aussi dans les aliments, 1’eau ou le sol. Cette
bactérie occasionne des infections urinaires mais peut également engendrer des infections

nosocomiales plus graves (Murray et al.,2010).
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1.4 Antibiotiques

Des disques d’antibiotiques sont déposés sur gelose inoculée par les bactéries afin d’étre
utilises comme des témoins negatifs de la croissance bactérienne: Imipenéme (IMP),
Amoxicilline (AMX), Céfotaxime (CTX), Kanamycine (K), Pénicilline (P), Ampicilline (AMP),
Norfloxacin (NOR), Pristinamycine (PT) (Figure 13).

Figure 13: Disques imprégnés d’antibiotique pour réalisation d’antibiogramme

1. Méthodes

1.1 Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d’obtention des huiles essentielles a savoir I’entrainement a la
vapeur, I’hydro-distillation...etc. Dans cette étude, nous avons utilisé la technique d’hydro-
distillation, c’est une technique d’extraction qui peut étre utilisée pour extraire des especes

insolubles dans ’eau.

L’extraction des huiles essentielle de Thymus riatarum, blecherianus et citriodorus L a été
réalisée par un hydrodistillateur au sein du laboratoire de la physiologie végétale a la Faculté des
Sciences Dhar ElI Mehraz de Fes. Cette technique consiste a introduire 100 g de la partie
aerienne de chaque plante avec 500 ml d'eau distillee. Le mélange est porté a ébullition pendant
3 heures (Fig. 14). Les vapeurs chargées d’huiles essentielles, en traversant le réfrigérant vont se
condenser et se séparent en deux phases liquides par différence de densité : une phase aqueuse (eau

aromatique) et une phase organique constituée par 1’huile essentielle.
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L’huile est finalement mise dans un tube taré afin de calculer le rendement. Et conservée a

4°C a I’abri de la lumiere jusqu'a leur usage (Ayoughi et al., 2011; Chanthaphon et al., 2008).

Figure 14: Montage expérimental d’hydrodistillation.

11.1.1 Détermination du rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par rapport

a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction. Le rendement est calculé comme suit :

m
0

Avec
R (%) : rendement en huile essentielle en g pour 100 g de matiere seche.
m : masse d’huile essentielle récupérée en g.

Mo : masse de matiére séche distillée en g.
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1.2 Extraction par les solvants organiques

11.2.1 Extraction par maceération
10 g de poudre de feuilles des trois espéces sélectionnées est macérée a température
ambiante dans 50 ml de solvants : ’acétate d’éthyle (AE), Méthanol (MeOH), Ethanol (EtOH)
et eau (Aq) pendant 24 heures. L’extrait est ensuite filtré sur papier Wattman. Le filtrat est

conservé a 4° C jusqu’a une utilisation ultérieure.
11.2.2 Par Soxhlet

La méthode du Soxhlet permet de faire I'extraction par solvant en continu d'une espece
chimique contenue dans une poudre solide. Dans cette étude, 1’extraction par Soxhlet a été
effectuée par épuisement du matériel végétal, en utilisant des solvants a polarité croissante :
acétate d’éthyle (Ac Eth), méthanol (MeOH), éthanol (EOh) et I’eau (AQ).

Le montage de I’appareil Soxhlet est constitué d’un extracteur qui est placé sur
un ballon contenant le solvant d'extraction (50 ml). Dans I'extracteur est insérée une cartouche
dans laquelle est placé la poudre contenant 1’échantillon végétal (5 g) ; puis un réfrigérant est
adapté au-dessus de I'extracteur. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par
le tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur,
faisant ainsi macérer le solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur
jusqu'a atteindre le sommet du tube-siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le
ballon, accompagné des substances extraites, et le solvant contenu dans le ballon s'enrichit donc

progressivement en composés solubles.

Le solvant continue alors de s'évaporer, alors que les substances extraites restent dans le
ballon. Aprés épuisement d’échantillon végétal, Les extraits obtenus ont été filtrés et séchés sous

vide a 40°C a l'aide d'un rotavapeur (Fig.15), puis conservés dans un réfrigérateur a 4°C.
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Figure 15: Montage expérimental de 1’appareil Soxhlet

Figure 16: Rotavapeur (Laboratoire LPPSE, FSDM)

43



Matériels et Méthodes

11.3 Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Les trois huiles essentielles ont été analysées par la méthode de chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (Fig. 17). Le principe de cette méthode réside dans la
séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport

masse/charge.

Dans cette étude, Les huiles essentielles ont été analysées par un CPG-SM de modele
Perkin Elmer Clarus MS 500 équipé d’une colonne capillaire en silice fondue ayant une phase
stationnaire apolaire de type HP-5MS (60 m x 0.32 mm, 0,25 um épaisseur de film). Un volume
de 1ul du mélange HE-Hexane 10% a été injecté dans la colonne. L’helium et le gaz vecteur

véhiculent a un débit de 1 ml/min.

La température du four a été maintenue a 40°C durant 2 minutes, puis 2°C/min jusqu'a
250°C et 10 minutes a 250°C. La température de I’injecteur est de 250°C et celle du détecteur est
de 260°C. On a appliqué un split de 10 : 100. Les spectres de masse sont enregistrés en mode

d’impact électronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV.

La détermination des composés a été réalisée en identifiant leurs indices de rétention (IR) par
rapport a ceux d’une série homologue de n-alcanes (C8 a C20) et en comparant leurs spectres de masse

a ceux donnees bibliographiques (Kondjoyan & Berdagué, 1996; Adams, 2007).

Passeur
Automatique

Sourcesde gaz

Lien informatique ) 3 o
. - i | Chromatographie
Spectrométrie de —5 — (17 Enphase gazeuse

masse — - |

Pompe avide

Figure 17: Chromatographie en Phase Gazeuse Couplée a la Spectrométrie de Masse (Cité
d’innovation F¢s).
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11.4 Méthodes d’activités biologiques

11.4.1 Criblage phytochimique

Pour mettre en évidence les différents groupes chimiques contenus dans les plantes étudiées,
nous avons opté a la réalisation d’un screening phytochimique qui est une analyse qualitative
basée sur des réactions de coloration et ou/ de précipitation. Nous nous sommes servis des
protocoles decrites dans les travaux antérieurs (Jean. Bruneton, 2009; Koffi et al., 2009;
Mogode, 2005).

v" Alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés par le réactif de Dragendorff. On introduit dans un tube a
essai 1 ml de filtrat issu de I’agitation et de la macération de I’acide sulfurique avec la poudre
vegétale séchée et filtré, et on ajoute 2 gouttes du réactif de Dragendorff. L’apparition d’un

précipité ou une coloration rouge orangé indique une réaction positive.
v' Anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones libres, 1ml de I’ammoniaque dilué a été ajouté a
I’extrait chloroformique obtenu. La présence des anthraquinones est confirmée par une

coloration de la phase aqueuse au rouge.
v Flavonoides

La réaction a la cyanidine a été utilisée pour mettre en évidence les flavonoides. 5 ml de
I’extrait aqueux a été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique. Apres I’ajout de 2 a 3 copeaux de
magnésium, une coloration rose orangée ou violacée apparait. L’addition de 1 ml d’alcool

isoamylique a intensifié cette coloration qui a confirmé la présence de flavonoides.
v Polyphénols

La détection des phénols a été réalisée grace a la réaction au chlorure ferrique (FeCls). A

chaque 2ml de I'extrait de plante on a ajouté 1 ml d'une solution de chlorure ferrique a 1%.
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L’apparition d’une coloration bleue ou verte foncée indique la présence des phénols (Sivaraj,

Balakrishnan, M.Thenmozhi, & Venckatesh, 2011).
v Saponines

Dans dix tubes a essai, nous avons réparti successivement, 1 ml a 10 ml du décocté et on
ajuste le volume dans chaque tube & 10 ml avec de I’eau distillée. Chaque tube a été agité
pendant 15 s puis laissé au repos pendant 15 min, une mousse est produite dans chaque tube,
dont sa hauteur est supérieure a 1 cm indique la présence des saponines. L indice de mousse (I)

est calculé par la formule suivante :

,_ 1000
=—— O

Avec : N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm. La présence de
saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100 (Dohoo, Martin, &
Stryhn., 2003).

v’ Stérols et terpénes

Les stérols et les terpenes ont été identifiés par la réaction de Liebermann. 5 ml de chaque
extrait est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique ; puis nous avons ajouté 0,5 ml
d’acide sulfurique concentré. L’apparition d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au

vert, a indiqué un test positif.
v' Tanins

La présence des tannins a été identifiée par ajout de FeCls. En ajoutant 2 a 3 gouttes de
solution de FeCI3 (1 %) a 1 ml de chaque extrait aqueux, on remarque 1’apparition d’une

coloration bleu foncé qui indique la présence des tanins.

11.4.2 Evaluation de ’activité antibactérienne
Dans cette étude, nous avons étudié ’activité antibactérienne des huiles essentielles de T.
riatarum, blecherianus et citriodorus L par la méthode de diffusion sur disque en milieu gelosé

afin de determiner le diameétre d’inhibition, ce test se fait de la méme maniere qu'un
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antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des HEs, et par la méthode de

microdillution pour calculer la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les suspensions bactériennes ont été préparées a partir des cultures pures et jeunes puis
incubées dans un milieu de gélose nutritive. Ces suspensions ont une opacité de 0.5 Mc Farland,
ce qui correspond a une densité optique de 0.08-0.13 a une longueur d’onde de 620 nm. La
concentration de 1’inoculum bactérien devra étre a I’ordre de 10® UFC/mI (Mello et al., 2014).
Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton (MH) coulées dans des boites de
Pétri sur une épaisseur de 4 mm, qui correspond a 20 ml pour les boites de diametre de 90 mm

puis séchées a I’étuve a 37°C avant I’emploi.

11.4.2.1 Méthode de diffusion sur disque ou méthode des aromatogrammes

Apres avoir bien étalé 1 ml de I’inoculum fraichement préparé de chaque souche a la surface
de la gélose MH. Des disques de papiers filtres (Whatman n°1, 6 mm de diameétre) préalablement
stérilisés sont déposés a la surface de 1’agar MH apres avoir été chargé de 15 pl de I’'HE. Aprés
24h d’incubation a 37°C, le diameétre d’inhibition est mesuré (Hayes & Markovic, 2002). En

prenant compte de trois cas :

- Diameétre inférieure ou égale a 6 mm = sensibilité du genre est nulle.
- Diametre compris entre 6 et 13 mm = sensibilité est modéreée.

- Diametre supérieure ou égale a 13 mm = germe est trés sensible.

Des antibiogrammes sont effectués en paralléle avec les aromatogrammes. Des disques sans
HEs sont déposés sur gélose inoculée pour servir de témoin positif de croissance des bactéries et

de s'assurer de I'état et de la conservation des souches testées.
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Disque de papier ‘ -
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle

‘ / 20 E =

Incubation a 37°C
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bactérien
L . U
Boite d? Pétni Diameétre
avec gélose d'inhibition

nutritive

Figure 18: Principe de la méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme).

11.4.2.2 Méthode de microdilution

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles a été déterminée selon la
méthode rapportée par Remmal et al. (1993) avec quelques modifications. Du fait de la non-
miscibilité des huiles essentielles a I’eau et donc au milieu de culture, une mise en émulsion a été
réalisée grace a une solution d’agar a 0,2 %. Elle permet d’obtenir dans le milieu une répartition
homogeéne des huiles essentielles et d’augmenter au maximum le contact germe/composé. Des
dilutions sont préparées au 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/300 et 1/500 dans cette solution
d’agar. Dans des tubes a essai contenant chacun 8ml du milieu solide LB, stérilisé a ’autoclave
pendant vingt minutes a 120 °C et refroidis a la température ambiante, on ajoute aseptiquement
2ml de chacune des dilutions de facon a obtenir les concentrations finales de 1/100, 1/250,
1/500, 1/1000, 1/2000,1/3000 et 1/5000 (v/v). On agite convenablement les tubes afin de bien
disperser I’huile essentielle dans le milieu de culture avant de les verser dans les boites de Pétri.
Des témoins, contenant le milieu de culture et la solution d’agar a 0,2% seule, sont également

préparés. Le dépot des souches bactériennes se fait a I’aide de la micropipette.
11.5 Evaluation de P’activité antioxydante

Plusieurs techniques peuvent évaluer le potentiel antioxydant des extraits de plantes in vitro.

Ces techniques sont basées sur le mélange de substances oxydantes comme les radicaux libres
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avec un échantillon qui contient des antioxydants capables de neutraliser ces radicaux libres soit

par transfert d’électron ou transfert d’un atome d’hydrogéne (Prior et al., 2005).

Afin de refléter le profil antioxydant des différents échantillons, notre choix s’est porté sur
I’utilisation de trois différents tests chimiques : La réduction du phosphomolybdate ou capacité
antioxydante totale (CAT), le piégeage du radical libre (DPPH) et le pouvoir réducteur de 1’ion
ferrique (FRAP).

11.5.1 Piégeage du radical libre DPPH

L’effet antioxydant des extraits a été mesurée in vitro par le 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) (Fig. 19), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée qui posséde une

bande d’absorbance a 517 nm.

Le test de DPPH utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Wu, Chen et al (Wu et al.,
2003), 100 ul de différentes concentrations de solutions échantillons sont ajoutées & 650 pul
d’éthanol a 96% et 750 pl de DPPH fraichement préparé (0,004%). L'absorbance du mélange a
été mesurée a 517 nm avec un spectrophotomeétre (Jasco V-530) apres 30 min d'incubation a
température ambiante dans I'obscurité. BHT a été utilisee comme témoin positif.

o, o,

—~
05N NO5 + RH O2N NO2
(Antioxydants)
2.2-diphényl-1-picrylhidrazyl 2.2-diphényl-1-picrylhidrazyl
(Forme radicalaire) (Forme non radicalaire)

Figure 19: Neutralisation du DPPH par un antioxydant (RH).

Le pourcentage d'inhibition a été calculé a l'aide de I'équation suivante :

%I = (1 - Absorbance échantillon / Absorbance controle négatif) x 100
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Les résultats du piégage du radical libre DPPH sont exprimés par la valeur d’ICs qui est la
concentration d’extrait de plante responsable de 1’inhibition de 50% de radicaux DPPH. Plus la
valeur d’ICs est petite, plus I’activité antioxydante des extraits est grande (Popovici & Saykova,
2009) .

11.5.2 Test de la réduction du Fer (FRAP)

C’est un test direct et rapide, utilis¢é pour mesurer le pouvoir des antioxydants non

enzymatiques. Il est basé sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique en fer ferreux.

Le pouvoir réducteur est basé par la méthode décrite par Oyaizu (Oyaizu, 1986) avec
quelques modifications, 100 uL de chaque échantillon a été mélangé avec 500 uL de tampon
phosphate et 500 pL de Férrocianates de potassium. Les solutions ont été bien mélangées puis
maintenus dans un bain-marie a 50°C pendant 20 min, ensuite 500 uL d’acide trichloracétique ont
été ajoutés au mélange. Le tout est centrifugé pendant 10 min a 3000 trs. 500 pl du surnagent de
chaque échantillon ont été ajoutés a 500 uL d’eau distillée et a 100 pL de chlorure ferrique.
L’absorbance a été mesurée a 700 nm (Jasco v-530) contre un standard qui est la Quercétine. Les
résultats ont été exprimés en ECso (mg/ml), sachant qu’ECs est définie comme la concentration

qui correspond a 0,5 de 1’absorbance.
11.5.3 Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4> en molybdate Mo (V) MoO?* pour former un complexe
vert de phosphate /Mo(V) a pH acide (Prieto et al., 1999).

100 pl de chaque échantillon a été ajouté a 1 ml de solution du réactif (0,6M acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les tubes sont
maintenus dans un bain-marie pendant 90min a 95C°. Apres refroidissement a température
ambiante, I'absorbance a été mesurée a 695 nm contre le blanc qui est préparé dans les mémes
conditions. L’acide ascorbique a été utilis¢ comme standard pour la réalisation de la courbe

d’étalonnage et la capacité antioxydante totale a été exprimee en mg Eq Vit C/g Ms.
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11.5.4 Dosage de polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été évaluée par la méthode de réactif Folin-
Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977). Le protocole de cette technique est basé sur la réduction
de ce réactif en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne par les groupements

réducteurs des composés phénoliques.

0.5 ml de chaque extrait d’une dilution connue est mis dans des tubes a essai contenant 2.5
ml de réactif Folin-Ciocalteau a 10% (v/v). Aprés repos du mélange pendant 5 min, 2 ml de la
solution de carbonate de sodium & 7 % ont été ajoutés. Aprés 2 h d’incubation a température
ambiante dans I’obscurité, L'absorbance a été mesurée a 760 nm (Jasco v-530). La concentration
des polyphénols dans différents extraits a été déterminée en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire établie avec 1’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions que
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 1g de matiere

végétale seche (mgEq AG/gMs).
11.5.5 Dosage de flavonoides totaux

Ce dosage a été déterminé par la méthode colorimétrique au le trichlorure d'aluminium
(Zhishen et al., 1999). Cette technique est basée sur 1’oxydation des groupements hydroxyle OH

libre des flavonoides par le trichlorure d'aluminium et la soude formant ainsi un complexe rose.

250 pL de chaque extrait ont été mélangé avec 75 pl d'une solution d'acétate de sodium
CH3COONa 5% et 75 ul d’une solution d'AICI; 10%. Le mélange est incubé pendant 30 min a
I’obscurité et a température ambiante. L'absorbance a été mesurée a 510 nm. Le Rutin a été
utilisée comme standard pour la réalisation de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont

exprimés en (mg Eq Rutin/g MS).
11.5.6 Dosage de flavones et flavonols

Le taux de flavones et flavonols contenus dans les extraits a été mesuré par la méthode de
Kosalec, et al., 2004. Le principe est de mettre 100 ul d’extrait de plante dans un tube a essai;
ajouter 100ul d’une solution éthanolique de chlorure d’aluminium a 20 % puis 100 ul d’acétate

de sodium et 2,5 ul d’eau, laisser incuber une heure a température ambiante. L’absorbance a été
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mesurée a partir du spectrophotometre UV a 420 nm. La concentration des flavones et flavonols
contenue dans les extraits a été calculée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant la Quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en exprimés en mg
d'équivalent de Quercétine par gramme de poids sec de chaque extrait (mg Eq Quercetine /g
Ms).

11.6 Activité hépatoprotectrice des extraits aqueux des trois plantes étudiées

L’effet hépatoprotecteur des extraits aqueux du T. riatarum, blecherianus et citriodorus L
est évaluée selon le protocole décrit par Kamisan et al., (2013). Les animaux sont regroupés en
six groupes, de six rats chacun, comme suit. Le premier groupe recoit oralement 10 ml/kg d’eau
distillée quotidiennement pendant 7 jours. Le deuxieme groupe, regoit aussi 10 ml/kg d’eau
distillée quotidiennement pendant 7 jours, lors du dernier jour, les rats recoivent 1 ml/kg du
tétrachlorure de carbone 50% par voie intrapéritonéale. Les animaux du troisieme groupe
recoivent par voie orale et quotidiennement pendant 7 jours 50, 150 et 300 mg/kg de I’extrait
aqueux du T. riatarum, respectivement. Trois heures aprés la derniére administration de 1’extrait,
1 ml/kg de CCla (50%) est injecté par voie intrapéritonéale. Le quatrieme groupe recoit par voie
orale et quotidiennement pendant 7 jours 50, 150 et 300 mg/kg de I’extrait aqueux du T.
blecherianus, respectivement. Aprés la prise orale de la derniére dose d’extrait, ces rats regoivent
par voie intrapéritonéale, 1 ml/kg de CCls (50%). Les rats du cinquieme groupe recoivent a leur
tour par voie orale et quotidiennement pendant 7 jours 50, 150 et 300 mg/kg de I’extrait aqueux
du T. citriodorus L, respectivement. Apres la derniére administration de 1’extrait, les rats de ce
groupe recoivent 1 ml/kg de CCls (50%) par voie intrapéritonéale. Les rats du sixieme groupe
constituent les standards; et sont prétraités par le silymarine 50 mg/kg par voie orale

quotidiennement pendant 7 jours avant I’intoxication par le CCly,

> Groupe 1 ou témoin T1 : a recu un volume de 10 ml d’eau distillé.

» Groupe 2 ou témoins T2 positif : 10 ml d’eau distillé + est intoxiqué par CCl, (1ml/kg).

» Groupes 3: traités par 1’extrait aqueux du T. riatarum avec des doses de 50, 150 et 300
mg/kg, respectivement + intoxiqués par le CCls (1ml/kg).

» Groupes 4 : traités par I’extrait aqueux du T. blecherianus avec les doses de 50, 150 et
300 mg/kg, respectivement + intoxiqueés par le CClsa (Iml/Kkg).
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» Groupe 5 : traités par I’extrait aqueux du T. citriodorus avec les doses de 50, 150 et 300
mg/kg, respectivement + intoxiqués par le CCls (1ml/kg).
» Groupe 6 : traité par le silymarine comme médicament de référence a la dose de 50
mg/ml intoxiqués par le CCls (1ml/Kkg).
Aprés 24 h de I’injection, tous les rats ont été sacrifiés par ponction cardiaque, le sang est
récupéré dans des tubes héparines. Aprés dissection le foie est immédiatement récupéré, nettoye
avec du NaCl 0.9% stérile et froid.
» Calcul de la prise du poids

Les rats sont pesés au début et a la fin de I’expérimentation, Avant sacrifice les rats sont pesés

calculer la différence entre le début et la fin de 1’expérimentation.

» Calcul du poids relatifs (PR)

Le calcul du poids relatifs du foie se fait par I’équation suivante

PR = (Poids du foie (Pf)/ Poids Corporel (PC))* 100

Apres centrifugation du sang récupéré a 3500 rpm pendant 15 minutes pour 1’obtention du
sérum. Le plasma recueilli est stocké a -20°C jusqu’au jour du dosage des différents paramétres.
Les paramétres dosés étaient : Aspartate aminotransférase (ASAT), Alanine amino-transférase
(ALAT), phosphatase Alcaline (PAL) et bilirubine totale.

1.7 Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD.
L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5 Demo. Les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test
ANOVA. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0.05 (p <
0.05).
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Chapitre I : Composition chimique des
huiles essentielles de Thymus riatarum,
Thymus blecherianus et Thymus citriodorus
L. et leurs activites antibactériennes

I. Introduction

Les infections bactériennes surtout nosocomiales représentent un véritable probleme de
santé publique en raison de la gravité de ces infections et de leurs conséquences en termes de
morbidité et de mortalité. Les causes de ce phénoméne sont multiples mais, la plus majeur est

I’utilisation excessive et/ou inappropriée des antibiotiques (Munita & Arias, 2016).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une grande menace pour la santé publique
compliquant le traitement des infections bactériennes surtout par la dissémination des souches
multi-résistantes (Ventola, 2015). La progression de cette multirésistance conduit a une
augmentation de la 1étalité de certaines infections bactériennes d’ou les infections nosocomiales
et représente donc un probléme majeur (Munita & Arias, 2016; Serragui et al., 2013). Le
phénomeéne de résistance est connu pour toutes les familles d’antibiotiques et concerne toutes les
especes bactériennes. Ces derniéres peuvent développer des mécanismes différents selon leurs
sensibilité initiale et leurs capacités a exprimer les diverses résistances d’ou la necessité de se
mobiliser en urgence pour chercher des nouvelles sources naturelles pouvant faire face a la

résistance bactérienne (Vaubourdolle, 2013).

L’objectif de ce chapitre, est d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de
Thymus riatarum, Thymus blecherianus et Thymus citriodorus contre des souches responsables
des infections nosocomiales par deux méthodes: la méthode de diffusion sur disque qui permet
de mesurer le potentiel antibactérien des huiles essentielles sur chaque bactérie en mesurant les
diamétres d’inhibition et la méthode des plaques de microtitrage qui permet de déterminer leur

concentration minimale inhibitrice (CMI).
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1.1 Composition chimique des huiles essentielles de Thymus riatarum

11.1.1 Rendement

Les huiles essentielles des feuilles séches de Thymus riatarum ont été extraites par un

hydrodistilateur de type Clevenger. L’huile essentielle obtenue est de couleur jaune péle avec un

rendement de 0,5 %.

11.1.2 Composition chimique

L'identification des différents constituants chimiques des huiles essentielles de ce Thymus a

été déterminée par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(GC/MS) gréace a la comparaison de leurs indices de rétention de Kovats avec ceux donnés dans

la littérature. Les pics des chromatogrammes obtenus ont été comparés a ceux des composés de

références (Figure 20).
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Figure 20: Chromatogramme de CG/MS de I’huile essentielle de Thymus riatarum.
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L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles a permet d’identifier quinze
composés présentant un pourcentage de 99,6 %. (Tableau 3). Les composés majoritaires sont
thymol (28.8%), borneol (20.0%) et o—phellandrene (13%).

Tableau 3: Composition chimique des huiles essentielles de Thymus riatarum

Constituants Indice de rétention | Tr (%)
(IR)

a- thujene 930 2.6
a-pinene 943 7.3
Camphene 957 2.1
a —Phellandrene 1003 13.0
2-carene 1007 0.8
3-carene 1020 1.2
Borneol 1170 20.0
Bornyl acetate 1289 4.9
Thymol 1297 28.8
Carvacrol 1305 2.3
Acethyl thymol 1357 4.6
Eugenol 1375 7.7
Longifolene 1403 1.1
Caryophyllene 1420 1.7
Caryophyllene oxide 1457 15
Total 99.6

1.2 Composition chimique des huiles essentielles de Thymus blecherianus

11.2.1 Rendement

Les huiles essentielles obtenues a partir des feuilles seches de Thymus blecherianus sont
d’une couleur jaunatre. Le rendement moyen fourni par extraction des HE de notre échantillon
est de 2 %.

11.2.2 Composition chimique

Les huiles essentielles du Thymus blecherianus ont été analysées par CPG-SM. Le

chromatogramme est présenté dans la figure 21.
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Figure 21: Chromatogramme de CG/MS de I’huile essentielle de Thymus blecherianus.

L’analyse chimique de I’huile essentielle nous a permis d’identifier 11 composés présentant un

pourcentage de 98.2 % (Tableau 4).

Tableau 4: Composition chimique des huiles essentielles de Thymus blecherianus

Constituants Indice de rétention Tb (%)
(IR)
a- thujene 930 1.4
a-pinene 943 0.9
Camphene 957 1.3
a —Phellandrene 1003 0.6
3-carene 1020 3.1
Borneol 1170 15.7
Bornyl acetate 1289 20.1
Thymol 1297 5.0
Carvacrol 1305 45.9
Eugenol 1375 3.1
Caryophyllene 1420 1.1
Total 98.2

Les résultats obtenus dans ce tableau nous ont permis d’identifier les composés majoritaires de

I’huile essentielle de ce Thymus : carvacrol (45.9%) suivi de bornyl acetate (20.1%) et borneol

(15.7%).
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11.3 Composition chimique des huiles essentielles de Thymus citriodorus L

11.3.1 Rendement
Les huiles essentielles du Thymus citriodorus L ont un aspect liquide mobile avec une couleur

jaune pale, une odeur et saveur citronnée douce avec un rendement de 1 %.
11.3.2 Composition chimique

Les huiles essentielles de la citronnelle ont été analysées par CG-MS. Le chromatogramme

est présenté dans la figure 22.
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Figure 22: Chromatogramme de CG/MS de I’huile essentielle de Thymus citriodorus L.

L’analyse chimique de I’huile essentielle nous a permis d’identifier quarante-trois composés

présentant un pourcentage de 95.4% présentés dans le Tableau 5.

Les principaux constituants de cette huile sont le terpinyl formate (10.4%), geraniol (8.7%),
isogeraniol (7.2%), cubenol (7%), citronellyl tiglate (6.4%), thymol (5.3%) pulegone (4.8%) et le
caryophyllene oxide (4%).
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Tableau 5: Composition chimique des huiles essentielles de Thymus citriodorus L

Constituants Pourcentage |IR Constituants Pourcentage |IR
(%) (%)
3-Carene 0.4 917 Eudesma-4,11-diene 0.4 1075
m-Mentha-4,8-diene 2.7 923 Longifolene 3.9 1086
Terpinyl propionate 2.2 929 Himachala-2,4-diene 1.6 1089
2,3-bornanediol 0.6 932 Himachala-3(12),4-diene (1.4 1093
1R-a-Pinene 0.4 937 Isoledene 0.6 1094
Isopulegyl acetate 1.9 941 Di-epi-a-cedrene 0.5 1096
p-mentha-1,4-diene 0.3 954 Patchoulene 1.7 1199
Squalene 1.6 960 Muuralene 0.9 1100
Terpinene 0.3 970 A-santanol acetate 2.0 1102
Phorbol 0.9 974 A-cedrene oxide 0.2 1105
terpinyl formate 10.4 984 Thymol 5.3 1108
Camphidine 1.3 987 Cubenol 7.0 1111
p-menth-4-en-3-one 2.8 1004 ¢-Himachalene 0.5 1113
isogeraniol 7.2 1012 Neoisolongifolene,8-bromo |0.3 1115
Pulegone 1.0 1014 Calarene epoxide 3.2 1118
Humulene 0.8 1016 Caryophyllene oxide 4.0 1121
a-Guaiene 0.3 1024 Epiglobulol 0.5 1122
citronellyl tiglate 6.4 1027 Spathulenol 0.9 1125
Pulegone 4.8 1033 Farnesyl bromide 0.9 1128
Geraniol 8.7 1036 Calarene epoxide 1.2 1132
Caryophyllene 3.0 1063 Ledene oxide 0.4 1134
A-terpenyl ester 0.3 1073
Total 95.4%
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1.4 Activité antibactérienne des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des trois huiles essentielles, vis-a-vis de six souches bactériennes
responsables d’infections nosocomiales, a été mise en évidence a travers deux techniques : la
premiere est la méthode de diffusion sur disque et la deuxiéme c’est la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de microdilution. Sachant que la CMI
est la plus faible concentration d'un agent actif qui empéche la croissance visible d'une ou de

plusieurs bactéries données.

Tableau 6: Activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées et des antibiotiques exprimes

en diametre d’inhibition.

Bacterial species Zone d’inhibition (mm)
Huiles Essentielles

T. blecherianus T. riatarum T. citriodorus Antibiotiques Standards
Escherichia coli 12.0+0.2 150+0.8 32.0+£0.7 18 (IMP), 5 (AMP), 0 (CEC), 12 (PT)
Klebsiella 14.3+0.8 18.0+0.6 16.0£0.5 30 (IMP), 0 (AMP), 12 (CEC), 10 (PT)
pneumonia
Staphylococcus 20.1+0.1 21.0+0.5 18.5+0.5 39 (IMP), 0 (AMP), 10 (CEC), 16 (PT)
aureus
Pseudomonas 16.0+£0.5 17.6+0.8 12.0+0.8 28 (IMP), 8 (AMP), 0 (CEC), 10 (PT)
aeruginosa
Acinetobacter 10.6+0.7 14.3+0.1 10.0+0.2 22 (IMP), 0 (AMP), 5 (CEC), 6 (PT)
Citrobacter Koseri 12.0+£0.5 15.5+0.9 28.0+0.8 17 (IMP), 8 (AMP), 15 (CEC), 8 (PT)

Les résultats des tests d’inhibition de 1’activité antibactérienne sont illustrés dans le tableau
6. Nous avons comparé 1’effet microbien des huiles essentielles des trois plantes. Les résultats
montrent clairement que toutes les souches bactériennes sont sensibles aux huiles essentielles
testés avec des diamétres d’inhibition allant de 10+0.2 a 32+0.76 mm. En effet, les huiles

étudiées sont efficaces contre les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives.

L'effet antibactérien le plus élevé des HE de T. citriodorus a été observé contre la souche E.
coli avec 32+0.76 mm. Par contre les huiles de T. blecherianus et T. riatarum ont montré un
effet élevé contre S. aureus avec un diamétre de 20,1+0,1 mm et 21+0,5 mm respectivement.
Cependant, l'inhibition la plus faible a été observée contre Acinetobacter pour toutes les huiles.

D'autre part, I'effet antibactérien des trois HEs de thymus a montré une activité plus forte par
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rapport a tous les antibiotiques standards utilises comme témoins positifs a I'exception de I'lMP

qui est trés recommandé par les cliniciens dans le cas des infections nosocomiales.

L'évaluation de l'activité antibactérienne par la méthode de microdilution (tableau 7) a
montré que les HEs de T. blecherianus, T. riatarum et de T. citriodorus sont efficaces a diverses
concentrations allant de 0,019 a 0,156 mg/ml. Comme présenté dans le tableau ci-dessous, la
concentration efficace la plus élevée était de 0,019 mg/ml contre S. aureus et Kilebsiella
pneumonia pour T. riatarum et contre E.coli pour T. citriodorus. Les huiles essentielles du T.
blecherianus ont aussi présenté une concentration efficace contre S. aureus avec une valeur de

CMI de 0,019 mg/ml. Ce qui concorde parfaitement avec les résultats des diamétres d’inhibition.

Tableau 7: Concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles en (mg/ml).

Souches bactériennes T.blecherianus T.riatarum T.citriodorus
Escherichia coli 0,156 0,078 0,019
Klebsiella pneumonia 0,078 0,019 0,078
Staphylococcus aureus 0,019 0,019 0,156
Pseudomonas aeruginosa 0,078 0,039 0,156
Acinetobacter 0,156 0,078 0,156
Citrobacter sp. 0,156 0,078 0,019

Discussion

I11.1 Rendement des huiles essentielles de Thymus riatarum, blecherianus et
citriodorus L.
Les huiles essentielles des feuilles de Thymus riatarum, blecherianus et citriodorus L. ont

¢été obtenues par appareil d’hydrodistillation. Pour les HEs obtenues a partir des feuilles de T.
blecherianus et de T. riatarum étaient de couleur jaune avec un rendement de 2 % et 0,5 %,
respectivement. Le rendement obtenu est supérieure aux resultats des études de la méme espece
avec un rendement de 1,75% et 0,26% pour T. blecherianus et T. riatarum respectivement
(Amarti et al., 2008; Fadli et al., 2014).
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Concernant, le T. citriodorus, qui est étudié pour la premiére fois au Maroc, ses huiles
essentielles étaient de couleur jaune péale et ont été obtenus avec un rendement de 1%. Ce
rendement est important de celui des feuilles récoltées en Turquie qui était de 0,9 % (Kizil &
Toncer, 2016). 1l est plus faible en comparaison avec ceux obtenus de la méme plante dans une
autre étude, rapporté par Bagdat et al. qui a indiqué que le rendement en huile essentielle de T.
citriodorus était entre 1,30 et 1,43 % (Bagdat et al., 2011).

111.2 Composition chimique des huiles essentielles de Thymus riatarum, blecherianus
et citriodorus L.

En ce qui concerne la composition chimique, quinze composés ont été identifiés dans 1’huile
essentielle des feuilles de T. riatarum apres analyse par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS), présentant un pourcentage de 99,6 % (Tableau 3).
Les principaux composés identifiés étaient le thymol (28,8%), le bornéol (20,0%) et l'a —
phellandréne (13%). Une composition différente a été récemment rapportée pour la méme
espece, les principaux composés étant le bornéol (41,67%), le terpinene-4-ol (8,65%) et le trans-
caryophyllene (7,59%) (Fadli et al., 2014). Une autre étude de cette HE a démontré que les
principaux constituants étaient le carvacrol (22,3%), le p-cyméne (17,5%) et l'a-terpinéne
(10,3%) (Amarti et al., 2011). En outre, Belmalha et al. (2012) a également révélé la
composition chimique de T. riatarum avec 33 composés identifiés (87,71%); le bornéol (31,3%)

a été identifié comme le composé le plus abondant.

Concernant la composition des huiles essentielles de T. blecherianus caractérisées par 11
composés s'élévent a 98,2%. Cette huile était dominée par le carvacrol (45,9%) suivi de I'acétate
de bornyle (20,1%) et du bornéol (15,7%). Amarti et al. (2011) a révélé une composition
chimique différente pour la méme espéce, dont les principaux constituants sont l'a-terpinéne
(42,20%) et le thymol (23,90%). Les analyses GC-MS ont conduit a I'identification de quarante-
trois composés présentant un pourcentage de 95,4% du total des huiles de T. citriodorus. Les
principaux constituants identifiés étaient le terpinyl formiate (10,4%), géraniol (8,7%),
isogeraniol (7,2%), cubénol (7%), tiglate de citronellyle (6,4%), thymol (5,3%) pulegone (4,8%)
et oxyde de caryophyllene (4%).

La composition chimique des huiles essentielles des feuilles du T. citriodorus marocain

obtenue dans cette étude a été comparee avec celle d'autres pays ; En chine, ’analyse de la
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composition chimique a montré que le bornéol (28,82%), thymol (14,43%), 3, 7-diméthyl-1, 6-
octadiene- 3-ol (8,26%), 1-méthyl-4-[alpha-hydroxy-isopropyl] cyclohexéne (8,23%) et terpenes
camphre (5,1%) constituent les principaux composants des feuilles du T. citriodorus (Wu et al.,
2013). Une composition différente d'huile essentielle de T. citriodorus est détecté aussi en
Turquie dont les principaux constituants étaient le trans geraniol (30,07%), le trans citral
(15,06%), cis-citral (11,71%) et cis-géraniol (7,65%) (Kizil & Toncer, 2016). Cependant, les
principaux constituants de I'huile de Thymus citriodorus d'Iran étaient le géraniol (54,4%),
géranial (13,9%), néral (10,1%), nérol (5,2%), 3-octanone (3,3%) et bornéol (3,2%) (Omidbaigi
et al., 2005). Une autre étude a indiqué précédemment pour la méme espéce que le géraniol était
le principal composé (plus de 60%). Alors que le géranyl acétate (1,0%), le butyrate de géranyle
(0,8%), le nérol (2,8%) et le citronellol (0,3%) sont des constituants minoritaires (Stahl-Biskup
& Holthuijzen, 1995). Bagdat et al., (2011) a également établi que le composant principal de

I'nuile essentielle de Thymus citriodorus a partir de vingt-et-un constituants était le géraniol.

La composition de nos huiles essentielles est différente de celle des autres pays
qualitativement et quantitativement. Ces variations dans la composition des huiles essentielles
des trois thymus peuvent étre attribuées a divers facteurs tels que les facteurs intrinseques
(génétiques) de la plante et les facteurs extrinseques: les conditions climatiques, I'emplacement
géographique. Les méthodes de distillation peuvent également influencer la composition des

huiles essentielles (Asdadi et al., 2015; Argyropoulou et al., 2007).

111.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées

L'effet antibactérien des trois HEs du T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus a été
testé contre six souches de bactéries : E. coli ; P. aeruginosa ; K. pneumonie ; S. aureus ;
Acinetobacter et Citrobacter koseri responsables des infections nosocomiales au Centre
Hospitalier Universitaire de Fés Maroc.

Selon nos résultats présentés dans le tableau 6, toutes les souches bactériennes étaient
sensibles aux HEs des Thymus étudiés. Le T. blecherianus et T. riatarum agissent a peu prées de
la méme fagon. L’effet antibactérien le plus élevé des HEs de T. blecherianus et T. riatarum a
été observe contre la souche de S. aureus avec un diamétre d’inhibition de 20,1 £ 0,1 mm et 21 +

0,5 mm pour T. blecherianus et T. riatarum respectivement. Cependant, I'inhibition la plus faible
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a éte observée contre Acenitobacter et Citrobacter Koseri. Concernant les huiles essentielles du
T. citriodorus, ont témoigné d’une activité inhibitrice meilleure par rapport a ceux des deux
autres huiles contre les souches bactériennes E.coli et Citrobacter Koseri avec des diametres
d’inhibition de I’ordre de 32+0.76 et 284+0.86 mm respectivement ce qui signifie une CMI égale
a 0,019 mg / ml contre les deux souches.

L'évaluation de l'activité antibactérienne par la méthode de microdilution (tableau 7) a
montré que les HEs du T. blecherianus, T. riatarum et T. citriodorus sont efficaces a diverses
concentrations allant de 0,019 & 0,156 mg / ml. La concentration efficace la plus élevée était de
0,019 mg / ml contre S. aureus pour les HEs du T. blecherianus, T. riatarum et également contre
K. pneumonia pour seulement le T. riatarum. Pour I’huile essentielle du T. citriodorus, elle est
eficace contre les souches bactériennes E.coli et Citrobacter Koseri avec une CMI égale a 0,019

mg/ml.

A D’exeption du T.citriodorus, on peut dire que les HEs sont géenéralement plus efficaces
contre les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives ce qui concorde
parfaitement avec des études antérieures. Ceci est di a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries gram négatives qui pourrait fonctionner comme une
barriere efficace contre n'importe quelle biomolécule et sans cette membrane, la paroi cellulaire
des bactéries Gram positives peut s'infiltrer plus facilement et les agents externes peuvent
perturber la membrane cytoplasmique (Bagamboula et al., 2004; Upadhyay & Ahmad, 2010;
Hammer et al., 2003).

Nos résultats sont plus importants que ceux rapportés par EI Bouzidi et al., (2013) sur
I'action efficace de I'HE sauvage et cultivée de T. maroccanus contre S. aureus avec une CMI =
0,46 et 0,96 mg/ml, respectivement. Une étude menée par Rota et al., (2008) a montré une
sensibilité accrue de S. aureus pour le chémotype Thymol de Thymus zygis ssp. Gracilis.
Cependant, Rota et al., (2008) ont constaté que E. coli est plus sensible que S. aureus au thym.
Des études antérieures ont également démontré que les huiles essentielles du T. riatarum et T.
numidicus présentaient une activité antibactérienne significative et la souche bactérienne S.
aureus présentait une inhibition plus élevée (Fadli et al., 2014; Adrar et al., 2016).

Cette grande activité antibactérienne de I'huile essentielle de thym peut s'expliquer par la
présence de carvacrol et de thymol (El-Jalel et al., 2018; Hussain et al., 2011), il est possible que

d'autres constituants mineurs contribuent également a l'activité. Il serait aussi légitime de
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déduire, que l'activité antimicrobienne des huiles testées résulte de Il'impact synergique de
I’association des composants dans I'HE (Ghasemi et al., 2013).

Vu la variabilité des quantités des composants des huiles essentielles, il est probable que
leur activité antimicrobienne ne soit pas attribué & un mode d’action, mais a plusieurs sites
d'action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

Jusqu’a présent, il n'existe pas encore une étude pouvant nous donner une idée claire et
précise sur le mécanisme d'action des huiles essentielles. Etant donnée la complexité de la
composition chimique des huiles essentielles, Il est trés probable que chacun des constituants a
son propre mode d'action. D'une maniére générale, leur action se déroule comme suit ; I’huile
essentielle attaque la paroi bactérienne grace a son caractere hydrophobe, ce qui provoque une
augmentation de la permeéabilité puis la perte des constituants cellulaires. Une acidification de
I'intérieur de la cellule se fait en bloquant la production de I'énergie. Tous ces changements,
aboutissent a la destruction du matériel génétique, conduisant ainsi la mort de la bactérie (Bajpai
etal., 2012; Sikkema et al., 1995).

IV. Conclusion

D’aprés les résultats de cette étude, on peut conclure que les huiles essentielles des trois
especes étudiées possédent une activité antibactérienne remarquable vis-a-vis des six souches
bactériennes responsables des infections nosocomiales chez les patients au Centre Hospitalier
Universitaire de Fés. Ainsi, ces huiles pourraient devenir un agent antimicrobien naturel et
peuvent étre utilisées comme outil de purification et de désinfection des établissements de santé

afin de prévenir ces infections nosocomiales.
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Chapitre 11 : Activité antioxydante des
huiles essentielles du Thymus riatarum,
Thymus blecherianus et Thymus citriodorus
L

I. Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisees depuis longtemps dans le processus de
stress oxydatif et la lutte contre les maladies infectieuses. Les radicaux libres sont impliqués
dans I’étiologie de plusieurs maladies qui sont maintenant considérées comme 1’un des

problémes majeurs de santé publique.

Lors d’un stress oxydatif, les radicaux libres non piégés induisent des dommages importants
aux composants cellulaires tels que les lipides, les protéines et I’ADN. Ainsi, I’importance des
antioxydants s’est focalisée sur la recherche et 1’isolation des antioxydants naturels a partir des
vegétaux afin de remplacer les antioxydants synthétiques les plus utilisés actuellement tels que le
butylhydroxytoluene (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA).

Notamment, les huiles essentielles sont considérées comme source potentielle de molécules
naturelles bioactives, susceptibles d’étre utilisées pour la protection des aliments contre
I’oxydation. De ce fait, le recours aux huiles essentielles ces dernieres décennies comme agent
antibactérien et antioxydant, ces huiles essentielles pourraient éviter a la fois les risques de
contamination et d’oxydation des aliments ce qui permettra de réduire ou remplacer les agents de

conservation chimiques ou synthétiques jugés souvent comme cancérigenes.

De nombreuses et diverses techniques sont disponibles pour évaluer les activités
antioxydantes de composés spécifiques ou de mélanges complexes tels que les huiles
essentielles. Cependant, une seule technique ne peut pas étre suffisante pour identifier tous les
mécanismes possibles caractérisant un antioxydant. C’est ainsi, que dans la présente étude, trois
dosages ont été réalisés afin d'évaluer in vitro les propriétés antioxydantes de nos échantillons
d'huiles essentielles a savoir 1’activité de piégeage des radicaux libres (DPPH), le pouvoir
réducteur des ions ferriques (FRAP) et la capacité antioxydante totale (CAT).
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1. Reésultats

1.1 Le piégeage du radical libre DPPHe

Nous avons évalué en premier I’activité antioxydante des HEs par le test du radical DPPH
qui permet de mesurer la capacité de piégeage des radicaux libres. Des dilutions en cascade des
trois huiles essentielles étudiées ainsi que le témoin BHT ont été préparées. La lecture de
I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne d’un passage de la couleur violette a la couleur jaune (Villafo et al., 2007).
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des huiles
essentielles étudiées comparé avec BHT.
D’aprés la figure 23, on remarque que le pourcentage d’inhibition des échantillons augmente
en fonction de la concentration. A partir de cette figure, on peut déterminer la valeur de 1’'ICsq
qui correspond a la concentration nécessaire pour neutraliser 50% du radical libre DPPH dont les

valeurs exactes sont présentées dans le tableau 8.

68



Résultats et discussions

Tableau 8: Activités antioxydantes des huiles essentielles en comparaison avec les standards.

DPPH 1Cs (mg/ml) FRAP ECs; (mg/ml) AAT (m% EEq Vit C /g
Thymus blecherianus 6.87+0.30° 14.73+0.25° 135.82;4.20d
Thymus riatarum 5.75+0.06" 11.86+0.15" 220.15+25.05°
Thymus citriodorus L 7.23+0.10° 15.50+0.36° 457.23 + 15.70°
BHT 0.11+0.002° - 540.62 + 40.0°
Quercétine - 0.03+0.006° 512.70 + 15.0°

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs £ SD, les différentes lettres dans une

méme colonne signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

L’ICs est inversement lié a la capacité antioxydante d'un compose, il exprime la quantité
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la valeur

d’ICs est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande.

D’apres les résultats, le T. riatarum présente la plus grande capacité de piégeage des
radicaux avec une valeur d’1Csy de I’ordre de 5,75 + 0,06 mg/ml suivi par T. blecherianus avec
une ICsp de I’ordre de 6,87 + 0,3 mg/ml. Le potentiel antioxydant significativement le plus faible
a eté enregistré pour les huiles essentielles du T. citriodorus (7.23 + 0.1 mg/ml). Cependant,
compareés a l'antioxydant de référence pur BHT (0,11 £ 0,002 mg / ml), toutes les HEs testés ont

montré une activité antioxydante significativement plus faible (Tableau 8).
1.2 Pouvoir réducteur (FRAP)

La capacité du pouvoir réducteur est une méthode utile pour mesurer les activités
antioxydantes (Hyun et al., 2014). Dans ce test, les radicaux hydroxyles sont générés par la
réaction de Fe®* et H,O,, et les agents antioxydants réduisent la génération de radicaux
hydroxyles en chélatant Fe? * (Bokhari et al., 2013).
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Figure 24: Absorbance en fonction des différentes concentrations des huiles essentielles
étudiées comparé avec la Querceétine.

Les résultats de cette activité (Tableau 8) ont montré que les HEs des trois plantes ont une
capacité réductrice comparable contre I'ion ferrique; 14,73 £ 0,25 mg /ml pour T.blecherianus et
11,86 + 0,15 mg/ml pour T. riatarum. Par contre I’huile essentielle du T.citriodorus posséde un
pouvoir réducteur trop faible avec un ECsy de 15.5 + 0.36 mg/ml. Ces résultats peuvent
expliquer que les HEs du T. riatarum présente un pouvoir réducteur important renferment des
molécules ayant un potentiel réducteur donneur d’électron plus fort. Toutes les huiles testées

présentent un pouvoir réducteur trées significativement inférieur a celui de la Quercétine.

11.3 Capacité antioxydante totale CAT

Les résultats de ce test (Tableau 8), exprimés en mg EqVitC/gHE, montrent clairement que
la capacité antioxydante totale de 1’huile essentielle du T. citriodorus était significativement
meilleure comparée a celle du T. riatarum et T. blecherianus. Toutefois les capacités
antioxydantes totales des différents échantillons restent significativement inférieures a celles du
BHT et de la Quercétine.
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I111. Discussion

D’aprés les résultats de ce pouvoir antioxydant, on constate qu’en générale, les HEs des
feuilles du T. riatarum possedent significativement le meilleur pouvoir antioxydant par rapport
aux autres huiles. Cependant, ce pouvoir reste significativement inférieur a celui de

I’antioxydant de référence BHT et Quercétine (Tableau 8).

En comparant avec une étude antérieure, qui a évalué I’activité antioxydante des feuilles du
T. bleherianus du Maroc par le test de DPPH (Amarti et al., 2011) dont les résultats ont revélé
que ces huiles possédent une activité antioxydante modérée, avec une 1Csp qui est de ’ordre de
77,8 ug/ml. Cette valeur est plus importante que celle des huiles qui font objet de la présente
étude (ICsp = 6,87 = 0,30 mg/ml) (Amarti et al., 2011).Une autre étude menée par Nikoli¢ et al.
(2014) montre que le T. serpyllum, T.algeriensis et T.vulgaris possédent une activité
antioxydante trés importante avec une valeur d’ICsy de 1’ordre de 0,96 pg/ml, 1Cso = 1,64 pg/mi
et 1Cso = 4,80 ug/ml, respectivement.

Les résultats obtenus par la méthode de FRAP, montrent que les huiles essentielles étudiées
possedent un pouvoir réducteur significativement faible en comparaison avec la quercétine.
Cependant, I’huile essentielle du T.riatarum posséde une bonne affinité a I’ion Fe?* par rapport
aux autres échantillons avec une valeur d’ECso de 1’ordre de 11,86+0,15 mg/ml. Cette valeur est
inférieure a celle trouvée dans une autre étude qui s’est intéressée sur les HEs du T. serpyllum et
T. algeriensis. Ces derniers possédent un pouvoir antioxydant de I’ordre de (ECso= 0,66 pug/ml et
0,68 pg/ml, respectivement) (Nikoli¢ et al., 2014). La méme chose pour les HEs du T.
maroccanus sauvage et cultivé avec une valeur de 139,31+1,08 et 149,41+1,13 npg/ml,
respectivement (El Bouzidi et al., 2013). Plusieurs études antérieures ont également rapporté
I'activité antioxydante des HEs de différentes espéces de Thymus (Nikoli¢ et al., 2014; Amarti et
al., 2011). Tohidi et al. (2017) ont démontré que la capacité de réduction de I'espece Thymus

augmentait avec l'augmentation de la concentration des huiles essentielles.

Le pouvoir réducteur intéressant des huiles de thym est souvent attribué a la présence de
thymol et/ou carvacrol, et sa richesse en flavonoides et polyphénols vu leurs forte corrélation
(Bahman et al., 2012; Sarikurkcu et al., 2018).
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L'activité antioxydante présentée par les HEs testés justifie les utilisations traditionnelles des
herbes de Thym. Le potentiel antioxydant observé serait di aux constituants phénoliques de
I'huile (Hazzit et al., 2009), tandis que I'efficacité chimioprotectrice de I'huile contre les troubles

liés au stress oxydatif est principalement due a ses propriétés de piégeage des radicaux libres et
de chélation des métaux.

IV. Conclusion

D’apreés les résultats de ce chapitre, on peut conclure que les huiles essentielles des trois
espéces étudiées sont dotées des propriétés antioxydantes intéressantes et peuvent étre utilisées

comme des antioxydants naturels dans le domaine pharmaceutique et agroalimentaire.
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Chapitre 111 : Dosage de Polyphénols,
flavonoides et évaluation de ’activité
antioxydante des extraits de T. riatarum, T.
blecherianus et T. citriodorus L. par deux
techniques : Soxhlet et macére

Introduction

La technique d’extraction dite Soxhlet est une méthode conventionnelle d’extraction qui
permet I'extraction par solvant en continu d'une espéce chimique contenue dans une poudre
solide. Parmi ces avantages, un gain de temps de manipulation (a condition de laisser I'appareil
fonctionner un certain temps), un intérét économique : elle requiert moins de solvant que la
méthode des macérations, et la troisiéme chose c¢’est que le solvant est constamment distillé, de
sorte qu'il ne se sature jamais. Cependant, I'extraction a chaud peut dégrader certaines substances
chimiques (Berrghioua, 2016).

Concernant la technique de macération c¢’est la méthode la plus simple a mettre en ceuvre
pour I’extraction des métabolites secondaires présents dans un mélange solide-liquide. Elle se
base sur 1’affinité des molécules pour différents solvants, les solvants les plus utilisés sont le
pentane, I’hexane, le dichlorométhane, I’oxyde de diéthyle, I’éthanol, le méthanol, 1’acétate
d’éthyle et I’eau. Cette technique nous permet d’obtenir des extraits riches en molécules d’intérét

(Ibafez et al., 1998).

Dans ce chapitre, on a procédé a 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits des trois
especes aromatiques du thym a savoir le T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L par le
biais de trois tests antioxydants différents mais complémentaires : activité de piégeage des
radicaux libres (DPPH), le pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) et la capacité
antioxydante totale (CAT). Les quantifications des principes actifs susceptibles d’étre
responsables aux activités antioxydantes ont été également mises en évidence. Il s’agit des

dosages des polyphénols, des flavonoides, des flavones et flavonols. Pour les trois especes du
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thym, I’extraction de ces composés est réalisée soit a froid par macération ou a chaud par la

technique de Soxhlet en utilisant quatre solvants : méthanol, éthanol, eau et acétate d’éthyle.

Résultats

1.1 Dosage de Polyphénols, flavonoides et évaluation de P’activité antioxydante des
extraits de T. riatarum, T.blecherianus et T.citriodorus par la technique de
Soxhlet

11.1.1 Rendement des extraits

Tableau 9: Rendements des différents extraits obtenus a partir de T. riatarum, T.blecherianus et
T.citriodorus

Extraits Rendement (%)
T. riatarum T.blecherianus T.citriodorus
Méthanol 8,17 12,32 13,6
Ethanol 104 15,45 14,85
Eau 14,22 20,01 16
Acétate d’éthyle | 2,6 6 4,33

Le tableau 9 présente les rendements des extractions qui ont été calculés par rapport au
poids sec total. On constate d’aprés les résultats que I’extrait aqueux présente le rendement le
plus élevé 20,01 % pour le T.blecherianus, 16 % pour le T.citriodorus et 14,22 % pour le T.
riatarum. Quant aux extraits méthanolique ont un rendement moindre avec les valeurs de 13,6%,
12.32 % et 8,17 % pour T. citriodorus L, T. blecherianus et T. riatarum respectivement. L’extrait

d’acetate d’ethyle présente le rendement le plus faible.

Il est remarquable que quel que soit le solvant utilisé, le rendement obtenu pour le T.

blecherianus est nettement supérieur a celui des deux autres especes.

11.1.2 Reésultats du criblage phytochimique
Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de famille chimique des substances organiques naturelles de la plante. Toutefois, ce
screening phytochimique ne renseigne point sur la nature des molécules chimiques. Bien

entendu, les tests de caractérisation phytochimique présentent des imprécisions car ils sont basés
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en partie sur 1’analyse qualitative. Le principe est soit basé sur la formation de complexes
insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés

en utilisant des réactions de coloration (conjugaison ou insaturation dans une molécule).

Tableau 10: Résultats du criblage phytochimique des différents extraits étudiées

Tests Extraits T.riatarum T.blecherianus | T.citriodorus
Méthanol +++ ++ +++
Tanins Ethanol + ++ -
Aqueux +++ + F++
Acétate d’éthyle + - ¥
Méthanol ++ +++ ++
Ethanol + + -
Terpenes Agueux ++ ; T+
Acétat+e d’éthyle ++ ++ +
Méthanol +++ ++ +
Ethanol - - +
Stérols Aqueux ++ - I
Acétate d’éthyle - - -
Méthanol + ++ +
Ethanol +++ +++ -
Alkaloides Aqueux ++ - T
Acétate d’éthyle + + -
Méthanol ++ +++ +
Ethanol - - -
Saponines Aqueux ++ ++ n
Acétate d’éthyle - - +
Méthanol +++ ++ ++
Flavonoides Ethanol ++ + it
Aqueux +++ +++ +
Acétate d’éthyle + ++ +
Méthanol ++ ++ Tt
Polyphenols Ethanol o+ - Tt
Aqueux +++ ++ +
Acétate d’éthyle + + +

+++ : Fortement abondant ; ++ : Moyennement abondant ; + : Faiblement abondant ; - : Négatif

D’aprés le tableau 10, on constate que les quatre extraits (méthanolique, éthanolique, aqueux
et acétate d’éthyle) des trois especes sont généralement riches en flavonoides, polyphénols et
tanins. Les terpenes sont présents aussi avec des quantités importantes dans les extraits
méthanoliques des plantes étudiées. Cependant ils sont absents dans I’extrait aqueux du

T.blecherianus et I’extrait éthanolique du T.citriodorus. On note une absence des saponines et
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stérols dans les extraits éthanoliques et d’acétate d’éthyle. Cependant, ces métabolites

secondaires sont trés abondants dans les deux autres extraits.

D’apres 1’étude compléte du screening phytochimique des extraits des trois especes de thym
étudiées, on peut conclure que les tanins, les flavonoides et polyphénols ont donné les réactions
les plus franches. Les trois plantes sont riches aussi en terpénes et alkaloides. On peut dire que
I’abondance de ces composés peut étre 1’explication des activités antibactériennes,

antioxydantes, antiseptiques, anti-inflammatoires, et antivirales de différentes especes de thym.

11.1.3 Détermination de la teneur en polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols est réalisé par spectrophotométrie avec le réactif de Folin
Ciocalteu qui donne une couleur bleue en présence de polyphénols (Berreghioua, 2016). Les
teneurs obtenues sont exprimées en mg, équivalent d’acide gallique par gramme de matiere
vegeétale seche (mg GAE/mg MS), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique.

y =1,9368x - 0,0125
R?=0,9951

Absorbance a 760 nm

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

Concentrations (mg/ml)

Figure 25: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Les résultats de la teneur en polyphénols sont exprimés en mgEq AG/gMs et sont représentés

dans la Figure 26.
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Figure 26: Teneur en polyphénols dans les différents extraits des trois espéces de thym: T.
blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgeEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

Les résultats de la figure 26 montrent que quel que soit 1’espéce étudiée, la teneur en
polyphénols dépend du solvant d’extraction utilisé. La teneur la plus élevée en polyphénols est
présente surtout dans les extraits éthanoliques et méthanoliques pour les trois espéces étudiees.
Cependant, la teneur la plus faible a été observée dans I’extrait aqueux avec des valeurs de
I’ordre de 55,68+1,52 mg Eq AG/g Ms pour le T. riatarum, 17,61+0,99 mg Eq AG/g Ms pour le
T. citriodorus et 12,68+0.52 mg Eq AG/g Ms pour le T. blecherianus. Généralement, les extraits
du T. riatarum présentaient une concentration en polyphénols significativement supérieure par
rapport aux T. blecherianus et T. citriodorus. En ce qui concerne le solvant d’extraction,

I’éthanol reste le meilleur solvant d’extraction des polyphénols pour les trois espéces étudiées.
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11.1.4 Détermination de la teneur en flavonoides

11.1.4.1 Dosage des flavonoides totaux

Les quantités de flavonoides ont été déterminées a partir des équations de la régression

linéaire des courbes d’étalonnage du Rutin (Figure 27).

0,6
0,5

0,4

0,3 y =1,9368x - 0,0125

R2=0,9951
0,2

Absorbance a 530 nm

0,1

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

-0,1 .
Concentrations (mg/ml)

Figure 27: Courbe d’étalonnage de Rutin pour le dosage des Flavonoides.

Les résultats de la teneur en flavonoides ont été exprimés en mg Eq Rutin/g Ms et sont

représentés dans la figure 28.
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Figure 28: Teneur en flavonoides dans les différents extraits des trois especes de thym :
T.blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

Les résultats de la figure 28 ont montré que les flavonoides totaux sont présents dans tous
les extraits des trois espéces étudiées avec des concentrations qui varient de 13.04 £ 0,78 a

350,50 + 7.35 mg Eq Rutin/g Ms selon le solvant d’extraction et I’espéce étudiée.

L’extrait aqueux présente la teneur la plus faible en flavonoides avec une valeur de I’ordre
de 13,78 = 0.34 mg Eq Rutin/g Ms pour le T. riatarum, 13,48 + 0.45 mg Eq Rutin/g Ms pour le
T. blecherianus et 13.04 + 0.78 mg Eq Rutin/g Ms pour le T. citriodorus. Quelle que soit

I’espece étudiée, 1’éthanol reste le meilleur solvant d’extraction des flavonoides.

11.1.4.2 Dosage des flavones et flavonols

Le dosage des flavones et flavonols a est réalisé par la méthode colorimétrique au chlorure

d’aluminium (AIClz) décrite par (Kim et al., 2003). Une courbe d’étalonnage (Figure 29) a été
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réalisée avec la Quercétine prise comme étalon positif. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent de Quercétine par g de la matiere végétale seche mg Eq Q/ g Ms.

18
1,6
14

1,2
y = 0,6042x + 0,065
R2 = 0,9942
0,8 -

0,6 4

Absorbance a 430nm

04 -

0,2 -

06 ; ; ; . . . .

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Concentration en mg/ml

Figure 29: Courbe étalon de la Quercétine.
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Figure 30: Teneur en flavones et flavonols dans les différents extraits des trois especes de thym:
T. blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

80



Résultats et discussions

Les résultats de ce dosage sont présentes dans la figure 30. A I’exception de I’extrait
éthanolique, les extraits du T. riatarum présentaient une teneur significativement supérieure a
celle des extraits des deux autres plantes. L’extrait éthanolique du T. citriodorus présente la
teneur la plus élevée avec une valeur de 417,10 + 4.54 mg Eq Q /g Ms.

I1.1.5 Activité antioxydante des extraits

11.1.5.1 Piégeage du radical libore DPPH
L’activit¢ antiradicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH est évaluée
spectrophotométriqguement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne d’un
passage de la couleur violette a la couleur jaune.
Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction
des concentrations de chaque extrait (Figures 31, 32 et 33). Ces figures montrent que les
pourcentages d’inhibition varient en fonction des différentes concentrations utilisées; ce qui

refléte la présence des composés actifs susceptibles de réduire le radical DPPH.
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£ == Ac Eth
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14
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Figure 31: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus riatarum préparés par la
technique du Soxhlet comparés au BHT.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus riatarum; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du Thymus
riatarum; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus riatarum; (Ac Eth) : Extrait d’acétate d’éthyle des
feuilles du Thymus riatarum ; BHT : Hydroxytoluéne butylé
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Figure 32: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus blecherianus préparés
par la technique du Soxhlet comparés au BHT

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus blecherianus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus blecherianus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus blecherianus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus blecherianus. BHT : Hydroxytoluéne butylé
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Figure 33: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus citriodorus L. préparés
par la technique du Soxhlet comparés au BHT

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus citriodorus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus citriodorus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus citriodorus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus citriodorus. BHT : Hydroxytoluene butylé
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Ces résultats sont exprimés selon les valeurs d’ICso (Tableau 11) en comparaison a celle du
standard (BHT). L’ICso exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la
concentration initiale du DPPH de 50%. Plus la valeur d’ICso est basse, plus I'activité
antioxydante d'un composé est élevée.

Tableau 11: Les valeurs des 1Cs, des différents extraits en comparaison avec le BHT

Plantes IC 50 extraits (mg/ml)

EOH MeOH Ac Eth Aq

T. riatarum 0.110+0.016° | 0.085+0.010° | 0.766+0.028° 1.079+0.016*

T. blecherianus | 0.22+0.020*° | 0.15+0.024° | 0.87+0.010° 0.42+0.009"
T. citriodorus L. | 0.115+0.040%° | 0.24+0.030° | 0.89+0.070° 0.34+0.010°
BHT 0.119+0.002° | 0.119+0.002° | 0.119+0.002° 0.119+0.002°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type de trois essais différents. Dans chaque colonne, les
valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique;
MeOH : Extrait méthanolique ; Ac Eth : Extrait acétate d’éthyle ; Aq : Extrait aqueux

Comme le montre le tableau 11, tous les extraits obtenus a partir des trois especes de thym
ont montré une activité antioxydante par la méthode de DPPH avec une ICso comprise entre
0,085 et 1,079 mg/ml.

La valeur d’ICso du BHT qui est utilisé comme antioxydant de référence est de 1’ordre de
0.119+0.002 mg/ml, cette valeur est significativement similaire a celle des extraits
méthanoliques et éthanoliques du T. riatarum avec une ICsy de 0,085 + 0,010 mg/ml et 0,110 +
0,016 mg/ml respectivement suivi par 1’extrait éthanolique du T. citriodorus L dont la valeur
d’ICsp est de 0.115+0.040 mg/ml. Il est noté également que les extraits d’acétate d’éthyle des
trois especes présentent un effet antioxydant tres faible vis a vis du radical DPPH. En effet, La
concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (ICsp) est de 0.766+0.028 mg/ml ;
0.87+0.010 mg/ml et 0.89+0.070 mg/ml pour le T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus L.

respectivement.
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11.1.5.2 Pouvoir réducteur du fer
Le pouvoir réducteur du fer est une méthode d’analyse du pouvoir antioxydant qui est
reproductible, rapide et facile a exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des
polyphénols a réduire le fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe2*. Les valeurs obtenues des différents
extraits des trois plantes étudiées ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les
résultats représentés dans les figures 35, 36 et 37 nous ont montré que la capacité de réduction

est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons.
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Figure 34: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits du T.riatarum préparés par Soxhlet comparés
a celui de la quercétine

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus riatarum; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du Thymus
riatarum; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus riatarum; (Ac Eth) : Extrait d’acétate d’éthyle des

feuilles du Thymus riatarum .
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Figure 35: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits du T.blecherianus préparés par Soxhlet
comparés a celui de la quercétine

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus blecherianus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus blecherianus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus blecherianus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate

d’éthyle des feuilles du Thymus blecherianus.
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Figure 36: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits du T.citriodorus L. préparés par Soxhlet
compares a celui de la querceétine.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus citriodorus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus citriodorus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus citriodorus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate

d’éthyle des feuilles du Thymus citriodorus.
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Nous avons évalué le pouvoir réducteur des HEs des trois plantes par rapport a la Quercétine en
calculant la concentration efficace ECsp, qui est définie comme la concentration nécessaire pour
réduire 50 % du fer. Les résultats d’activité réductrice exprimés en mg/ml sont présentés dans le
tableau 12.

Tableau 12: Les valeurs des ECsg pour les différents extraits en comparaison avec la Quercétine

Plantes EC 5, extraits (mg/ml)

EOH MeOH Ac Eth Aq

T. riatarum 0.312+0.017° 0.179+0.013° | 0.639+0.053" 0.15+0.013°

T. blecherianus | 0,19+0.008° 0,34+0.011% 0,76+0.033? 0,46+0.021%
T. citriodorus L. | 0,21+0.010° 0,25+0.0109° | 0,76+0.018? 0,33+0.011°
Quercétine 0.03+0.006° 0.03+0.006° 0.03+0.006° 0.03+0.006°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type de trois essais différents. Dans chaque colonne, les
valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique;
MeOH : Extrait méthanolique ; Ac Eth : Extrait acétate d’éthyle ; Aq : Extrait aqueux

Les résultats ci-dessus montrent clairement que les extraits aqueux et méthanoliques du T.
riatarum présentent le pouvoir de réduire I’ion Fe** le plus intéressant, ¢’est-a-dire le potentiel
antioxydant le plus fort, avec une valeur d’ECsy égale a 0.15 + 0.013 mg/ml et 0.179 + 0.013
mg/ml respectivement. Ces résultats pourront expliquer que ces extraits qui présentent un
pouvoir réducteur important renferment des molécules ayant un potentiel réducteur donneur
d’¢lectron plus fort. Cependant, tous les extraits testés présentent une activité réductrice
significativement plus faible en comparaison avec la quercitine dont I’ECs, est égale a
0.03+0.006 mg/ml. En revanche, les extraits d’acétate d’éthyle des trois espéces de thym

étudiées, possédent le pouvoir réductrice le plus faible puisqu’ils ont les ECs les plus élevees.

11.1.5.3 Capacité antioxydante totale (CAT)
La capacité antioxydante totale a été évaluée par la formation de complexes de
phosphomolybdene. Ce dosage est basé sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) par I’extrait; la

réaction de cette méthode s'accompagne de I'apparition d'une couleur verte.
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Les résultats obtenus de ce test sont exprimés en mg équivalent de la vitamine C, prise comme

étalon, par g de la matiére séche de 1’échantillon végétal (mgEqVitC/gMS).
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Figure 37: Courbe d’étalonnage de la vitamine C

Tableau 13: Capacité antioxydante totale des différents extraits en mgEqVitC/gMs.

Extraits
Plantes EOH MeOH AcEth Aq
T. riatarum 530+1,52° 400,80+1,73° | 13,78+1,55° 249+0,34°
T. blecherianus 412+11,69° 392,80+9,65° | 18,40+4,51° 153,85+3,01°
T. citriodorus 500,17+10,34 412,60+5,34* | 22,50+1,88" 257,27+2,94°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne * écart type de trois essais différents. Dans chaque ligne, les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique; MeOH : Extrait
méthanolique ; Ac Eth : Extrait acétan bhbptetygcvte d’éthyle ; Aq : Extrait aqueux

D’aprés les résultats présentés dans le (Tableau 13), tous les extraits ont montré une capacité

antioxydante totale. Les extraits éthanoliques du T. riatarum et T. citriodorus possédent la

meilleure capacité antioxydante totale qui est de ’ordre de 530%1,52 et 500,17+10,34 mgEq

VitC/gMs respectivement suivi par les extraits méthanoliques des mémes espéces de thym avec

une valeur de 400,80+1,73 et 412,60+5,34 mgEQqVitC/gMs respectivement. Cependant, 1’extrait

d’acétate d’éthyle présente la capacité antioxydante la plus faible pour les trois types de thym.
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Figure 38: Capacité antioxydante totale (CAT) des différents extraits des trois espéces de thym :

T.blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

11.1.6 Corrélations

Dans le but de chercher la relation entre 1’activité antioxydante des extraits et la teneur en

composes phénoliques, on a calculé le coefficient de corrélation Pearson. Les résultats sont

illustrés dans le tableau

14.

Tableau 14: Coefficients de corrélation de Pearson entre les composés phénoliques et I’activité

antioxydante par différents tests

DPPH FRAP CAT
Polyphénols -0,78™ -0,58 0,76*
Flavonoides -0,52 -0,30 0,84+
Flavones et Flavonols | -0,66 -0,74+ 0,85

*P<0,05;**:P<0,01;***:P<0,001.
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11.1.6.1 Corrélation entre DPPH et les teneurs en polyphénols, flavonoides, flavones et
flavonols

En établissant la relation entre les teneurs en polyphénols, en flavonoides, en flavonols et le
DPPH des différents extraits des plantes étudiées, On remarque qu’il existe une corrélation
significative avec la teneur en polyphénols (r = -0,78) et en flavones et flavonols (r=-0.66). Une

moyenne corrélation existe aussi avec la teneur en flavonoides avec une valeur de r = -0,52.

11.1.6.2 Corrélation entre FRAP et les teneurs en polyphénols, flavonoides, flavones et
flavonols

Les résultats obtenus montrent une forte corrélation entre le paramétre ECs et la teneur en
flavones et flavonols (r = -0,74). Une faible corrélation est détectée entre la capacité de réduction

de fer et la teneur en flavonoides avec un coefficient de corrélation de 1’ordre de r = - 0,30.

11.1.6.3 Corrélation entre la CAT et les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides,
flavones et flavonols

D’apres les résultats présentés dans le tableau 14. On remarque que la capacité antioxydante
totale est fortement liée a la teneur en flavones et flavonols (r = 0,85) et en flavonoides (r=0,84).
Une corrélation significative existe aussi entre la capacité antioxydante totale et la teneur en

polyphénols avec une valeur de r = 0,76.

11.2 Dosage de Polyphénols, flavonoides et évaluation de ’activité antioxydante des
extraits de T. riatarum, T.blecherianus et T.citriodorus obtenus par macération

11.2.1 Rendement des extraits

Tableau 15: Rendements des différents extraits obtenus a partir de T. riatarum, T.blecherianus
et T.citriodorus

Extraits Rendement (%)
T. riatarum T.blecherianus T.citriodorus
Méthanol 6 10.45 8.14
Ethanol 8,02 13,22 12
Aqueux 16 20,21 18
Acétate d’éthyle | 3,13 4.97 4,26
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Il est remarquable d’aprés le tableau 15 que le rendement le plus élevé a été observé chez
I’extrait aqueux avec les valeurs de 20,21 % , 18 % et 16 % pour le T.blecherianus, T.citriodorus
et T. riatarum respectivement. Cependant, 1’extrait d’acétate d’éthyle présente le rendement le
plus faible pour les trois plantes. Quel que soit le solvant utilisé, le rendement obtenu pour le

T.blecherianus est nettement supérieur a celui des deux autres especes.

11.2.2 Détermination de la teneur en polyphénols totaux
La teneur en polyphénols est réalisée par spectrophotométrie avec le réactif de Folin
Ciocalteu. Le dosage des polyphénols totaux des quatre extraits étudiés est calculé a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique. Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiére séche
(mgEqAG/gMS). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des

polyphénols totaux contenus dans les quatre extraits (Figure 39).
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Figure 39: Teneur en polyphénols dans les différents extraits des trois espéces de thym :
T.blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgeEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).
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Les resultats obtenus indiquent qu’avec 1’éthanol et méthanol ont pourrait extraire la
quantité la plus élevée des composés phénoliques a partir des trois especes étudiées. Par contre
I’extrait aqueux a présenté la teneur la plus faible avec des valeurs de 1’ordre de 29,68+2,22
mgEQAG/gMs pour le T. riatarum, 20,68+1,25 mgEqAG/gMs pour le T. blecherianus et
17,61+1,01 mgEqAG/gMs pour le T. citriodorus. A I’exception de I’extrait éthanolique c’est le

T. riatarum qui contient la quantité la plus elevée des polyphénols dans les différents extraits.

11.2.3 Détermination de la teneur en flavonoides

11.2.3.1 Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides est réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3).
La quercétine est utilisé comme standard, il nous a permis de réaliser une courbe d’étalonnage,
d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des différents extraits étudiés. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent de la quercétine par gramme de la matiére séche (mgEqQ/gMs).
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Figure 40: Teneur en flavonoides dans les différents extraits des trois especes de thym :
T.blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgeEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).
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D’apres les résultats présentés dans la Figure 40 ci-dessus, on remarque que quel que soit le
solvant d’extraction utilisé, le T. riatarum est tres riche en flavonoides que les deux autres
espéces de thym. Cette richesse est beaucoup plus marquée lorsque 1’éthanol est utilisé comme
solvant d’extraction avec une valeur de 262,30 + 0,25 mgEqR/gMs. 1l est également & noter que

pour les trois especes etudiées, la teneur en flavonoides des extraits aqueux est faible.

11.2.3.2 Dosage des flavones et flavonols
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Figure 41: Teneur en flavones et flavonols dans les différents extraits des trois espéces de thym:
T.blecherianus, citriodorus et riatarum

Les résultats ont été exprimés en mgeEq AG/gMs. Chaque valeur représente la moyenne des trois valeurs + SD,
les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

La teneur en flavones et flavonols, de chaque échantillon végétal ainsi extrait, est calculée a
I’aide de la courbe d’étalonnage réalisée avec la Quercétine prise comme controle positif. Les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent de Quercétine par gramme de la matiere
végetale séche (mgEqQ/gMs). Les resultats sont présentés dans la figure 41. L’extrait
éthanolique a pu extraire les quantités les plus importantes des flavones et flavonols a partir des
trois plantes, avec des valeurs qui sont de I’ordre de 356,21 + 2,10 mgEqQ/gMs pour le T.
riatarum, 317,10 £ 4,54 mgEqQ/gMs pour le T. citriodorus et 297,20 + 2,45 mgEqQ/gMs pour
le T. blecherianus. Généralement, le T. riatarum contient significativement les quantités les plus

importantes en flavones et flavonols par rapport aux deux autres espéces de thym.
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11.2.4 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

11.2.4.1 Piégeage du radical libre DPPH
Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction
des concentrations de chaque extrait (Figures 42, 43 et 44). Ces figures montrent que les

pourcentages d’inhibition varient en fonction des différentes concentrations utilisées.
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Figure 42: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus riatarum préparés par
maceération comparés au BHT.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus riatarum; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du Thymus
riatarum; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus riatarum; (Ac Eth) : Extrait d’acétate d’éthyle des
feuilles du Thymus riatarum. BHT : Hydroxytoluéne butylé
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Figure 43: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus blecherianus préparés
par macération comparés au BHT.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus blecherianus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus blecherianus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus blecherianus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus blecherianus ; BHT : Hydroxytoluéne butylé
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Figure 44: Test de DPPH des différents extraits des feuilles du Thymus citriodorus L. préparés
par macération comparés au BHT.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus citriodorus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus citriodorus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus citriodorus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus citriodorus. BHT : Hydroxytoluene butylé
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Les résultats présentés dans le tableau 16 sont exprimés selon les valeurs d’ICso en
comparaison a celle du standard (BHT). Ces résultats, montrent que le pourcentage d’inhibition
du radical libre DPPH augmente avec I’augmentation de la concentration des extraits.

La valeur d’ICso est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé. Elle exprime
la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus

la valeur d’ICso est élevee, plus l'activité antioxydante d'un composé est basse.

Tableau 16: Les valeurs des 1Cs, des differents extraits en comparaison avec le BHT

Plantes IC 5o extraits (mg/ml)
EOH MeOH Ac Eth Aq
T. riatarum 0.091+0.02° 0.087+0.01° 0.670+0.03° 1.025+0.02°
T. blecherianus | 0.36+0.02° 0.19+0.04 0.58+0.19" 1,05+0.01°
T. citriodorus L. | 0.27+0.04° 0.36+1,13° 1,12+0.05° 1.34+0.03°
BHT 0.119+0.002° 0.119+0.002° 0.119:+0.002° 0.119+0.002°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type de trois essais différents. Dans chaque colonne, les
valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique;
MeOH : Extrait méthanolique ; Ac Eth: Extrait acétate d’éthyle ; Aq: Extrait aqueux ; BHT : Hydroxytoluéne
butylé

Ces résultats indiquant clairement que tous les extraits possédent une bonne activité
antiradicalaire vis-a-vis du DPPH avec des valeurs d’ICso allant de 0.087 + 0.01 jusqu’a 1.34 +
0.03 mg/ml. Il est remarquable que la concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH
(ICs0) des extraits éthanolique et méthanolique du T.riatarum est significativement inférieure a
celle du BHT avec les valeurs de 0.091+0.02 et 0.087+0.01 mg/ml respectivement. Ce qui
signifie que les constituants de ces extraits du T. riatarum possedent un pouvoir antioxydant plus
élevé que celui du BHT. Cependant, quel que soit la plante, I’extrait aqueux a révélé 1’effet

antioxydant le plus faible vis-a-vis du radical DPPH.

11.2.4.2 Pouvoir réducteur du fer
Les résultats de I’activité réductrice des différents extraits des plantes étudiées, sont représentés
dans les figures (45, 46 et 47).
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Figure 45: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits des extraits du T.riatarum préparés par
maceération comparés a la querceétine.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus riatarum; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du Thymus
riatarum; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus riatarum; (Ac Eth) : Extrait d’acétate d’éthyle des
feuilles du Thymus riatarum.
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Figure 46: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits des extraits du T.blecherianus préparés par
macération comparés a la quercétine.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus blecherianus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus blecherianus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus blecherianus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus blecherianus.
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Figure 47: Pouvoirs réducteurs du fer des extraits des extraits du T.citriodorus préparés par
macération comparés a la quercétine.

(EOH) : Extrait éthanolique des feuilles du Thymus citriodorus; (MOH) : Extrait méthanolique des feuilles du
Thymus citriodorus; (Aqueux): Extrait aqueux des Feuilles du Thymus citriodorus; (Ac Eth) : Extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles du Thymus citriodorus.

Tableau 17: Les valeurs des ECsq des différents extraits en comparaison avec la Quercétine

Plantes EC 5 extraits (mg/ml)
EOH MeOH Ac Eth Aq
T. riatarum 0,39+0,02° 0,19+0,01° 0,43+0,05° 0,17+0,02°
T. blecherianus | 0,32+0,01° 0,48+0,02° 1,25+0,03 0,62+0,04°
T. citriodorus L. | 0,29+0,04° 0,38+0,06" 1,15+0,04° 0,6+0,05"
Quercétine 0,030,006° 0,03+0,006° | 0,03+0,006" 0,030,006°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type de trois essais différents. Dans chaque colonne, les
valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique;
MeOH : Extrait méthanolique ; Ac Eth : Extrait acétate d’éthyle ; Aq : Extrait aqueux

Les résultats de I’activité réductrice montrent clairement que les extraits du T. riatarum
présentent une activité réductrice significativement plus importante que celle du T. blecherianus
et T. citriodorus. En effet, I’extrait aqueux du T. riatarum presente le pouvoir de réduire 1’ion

Fe™ le plus intéressant avec une valeur d’ECso de 0,17 £ 0,02 mg/ml suivi par I’extrait
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méthanolique de la méme plante dont la valeur d’ECsp est de 0,19 £ 0,01 mg/ml. En

comparaison avec la quercétine, tous les autres extraits testés sont significativement moins actifs.

11.2.4.3 Capacité antioxydante totale (CAT)

Tableau 18: Capacité antioxydante totale des différents extraits en mgEqVitC/gMs.

Extraits
Plantes EOH MeOH AcEth Aq
T. riatarum 420+2,25% 268,84+1,58% 18,16+1,21° 149+0,17°
T. blecherianus | 405,70+1,72° 242,80 +9,90° 22,08+4,62° 115,68+1,30°
T. citriodorus 316+1,60° 236,53 +3,35° 26,85+1,52" 127,87+2,66°

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne * écart type de trois essais différents. Dans chaque ligne, les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes (P <0,05). EOH : Extrait éthanolique; MeOH : Extrait
méthanolique ; Ac Eth : Extrait acétate d’éthyle ; Aq : Extrait aqueux
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Figure 48: Capacité antioxydante totale (CAT) des différents extraits en mg Eq Vit C /g Ms.
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs = SD.

Les différentes lettres signifient une différence significative pour le méme solvant d’extraction (p <0,05). EOh:
Extrait d’éthanol ; MeOh : Extrait méthanolique ; Aq : Extrait aqueux ; AcEth : Extrait d’acétate d’éthyle.
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Les résultats présentés dans le tableau 18 et la figure 49 montrent que les extraits
éthanolique du T. riatarum et T. blecherianus révélent une activité antioxydante totale
importante avec des valeurs qui sont de I’ordre de 420£2,25 mgEqVitC/gMs et 405,70+1,72
mgEqVitC/gMs respectivement. Cependant, les teneurs les plus faibles ont été obtenues par

I’extrait d’acétate d’éthyle des trois plantes étudiées.

11.2.4.4 Corrélations

11.2.4.4.1 Corrélation entre DPPH et les teneurs en polyphénols totaux,

flavonoides, flavones et flavonols

Les résultats des coefficients de corrélations Pearson sont illustrés dans le tableau 19. Ce
coefficient est calculé dans le but de chercher la relation entre la teneur des extraits en

différentes composées et leurs activités antioxydantes.

Tableau 19: Coefficients de corrélation de Pearson entre les composés phénoliques et 1’ activité
antioxydante par différents tests

DPPH FRAP CAT
Polyphénols -0,74** -0,61 0,85**
Flavonoides -0,92%* -0,50 0,98%*
Flavones et Flavonols | -0.55 -0.66 0,65

*P<0,05;**:P<0,01;**:P<0,001.

Les résultats présentés dans le tableau 19 justifient une forte et significative corrélation entre
la teneur en flavonoides et le test de DPPH avec un coefficient de corrélation égale a -0,92. Une
bonne corrélation est aussi enregistrée entre les polyphénols et le DPPH (r = -0,74). Toutefois, le

test du radical libre DPPH et la teneur en flavones et flavonols indique une corrélation faible.

11.2.4.4.2 Corrélation entre FRAP et les teneurs en polyphénols totaux,
flavonoides, flavones et flavonols

Les résultats obtenus montrent une corrélation significative entre le parametre ECs et la

teneur en flavones et flavonols (r= -0.66) et polyphénols (r= -0,61). Il y a une aussi une
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corrélation entre la capacité de réduction de fer et la teneur en flavonoides avec un coefficient de

corrélation de ’ordre de r = -0,50.

11.2.4.4.3 Corrélation entre la CAT et les teneurs en polyphénols totaux,
flavonoides, flavones et flavonols

Dans le but d’établir la relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en
différents composés phénoliques des extraits, on a calculé le coefficient de corrélation (Pearson).
On remarque que la capacité antioxydante totale est fortement liée a la teneur en flavonoides
(r=0,98) et en polyphénols (r=0,85). Une corrélation significative existe aussi entre la capacité

antioxydante totale et la teneur en flavones et flavonols avec une valeur de (r = 0,65).

Discussion

I11.1 Rendement des extraits

Quelle que soit la méthode d’extraction (Soxhlet ou macéré) ou la plante étudiée, I’extrait
aqueux révele le rendement le plus élevé. Cependant 1’acétate d’éthyle présente le rendement le
plus faible pour les trois plantes étudiées. Nos résultats, sont beaucoup plus élevés que ceux
rapporté par Ramchoun et al. (2012) en enregistrant des rendements avec des valeurs de 1’ordre
de 10.00, 7.60, 7.60 et 14.80 % pour les extraits aqueux de T. satureioides, T. zygis L., T.
atlanticus et T. vulgaris respectivement. Concernant nos extraits méthanoliques des différents
types de thym, Le rendement a été remarquablement élevé comparé a celui enregistré par Korib
et al. (2017) avec un taux de 4 % avec les feuilles et de 2.92 % avec les fleurs de T.ciliatus.
Cependant, une autre étude a révélé un rendement élevé de ’ordre de 13,11 % en étudiant

I’extrait méthanolique de Thymus spathulifolius de la Turquie (Sokmen et al., 2004).

En conclusion, plusieurs paramétres peuvent influencer le rendement, telle que les
conditions d’extraction (le temps et la température), la méthode d’extraction, ainsi que le type de

solvant utilisé.
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I11.2 Criblage phytochimique

Le screening phytochimique sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire et d’une
grande importance puisqu’elle révele la présence des constituants connus par leur activités
physiologiques et possédant des vertus medicinales (Sofowora, 1993). Les compositions des
extraits du T. riatarum, blecherianus et citriodorus ne sont pas identifiées dans la littérature.
Selon les travaux antérieurs, les especes du genre Thymus sont riches en flavonoides (Haraguchi
et al., 1996; Ismaili et al., 2001); ces données sont comparables avec nos résultats puisque ces
analyses ont révélé la présence des flavonoides avec des quantités importantes. Kholkhal et al.
(2014) rapporte d’apres une analyse faite sur le Thymus ciliatus ssp coloratus et ssp euciliatus
que les flavonoides et les tanins sont présents avec une intensité importante dans la partie
aérienne des deux plantes. Ceci concorde parfaitement avec nos résultats qui montrent la

richesse des extraits éthanoliques des trois plantes en métabolites secondaires.

L’abondance de ces composés peut étre I’explication des activités antibactériennes,

antioxydantes, antiseptiques, anti-inflammatoires, et antivirales de différentes especes de thym.

111.3 Teneur en polyphénols totaux, flavonoides, flavones et flavonols

Les résultats de la teneur en composés phénoliques chez les feuilles du T. riatarum,
blecherianus et citriodorus ont montré que les extraits éthanoliques et méthanoliques extraites
par les deux techniques Soxhlet et macéré, contiennent les quantités les plus élevées de
polyphénols par rapport aux autres extraits. La teneur en phénols totaux de nos extraits
éthanoliques des trois espéces de Thym est supérieure au taux trouvé par Koksal et al. (2017) et
Nieto et al. (2011) qui ont montré que la quantité de composés phénoliques totaux dans I’extrait
éthanolique de T. vulgaris est de 158.0 et 101.4 (ug EAG /mg d’extrait) respectivement.

En comparant nos résultats a celle d’une autre étude menée par Sokmen & Gurel, (2001), on
constate que la quantité des composés phénoliques de 1’extrait méthanolique du T. spathulifolius
est inférieure a la n6tre avec une valeur de 141 mg EAG/gMs.

Le changement de distribution des métabolites secondaires peut étre lié aux conditions
climatiques (la température élevée, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des

métabolites secondaires tels que les polyphénols ( Fadili et al., 2017).
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La teneur élevée des composés phénoliques d'une plante dépend aussi de plusieurs facteurs
tels que, les conditions climatiques, le solvant d’extraction, le moment de la récolte, les
conditions de stockage ( Fadili et al., 2015).

Concernant les résultats de la teneur en flavonoides, 1’extrait éthanolique a montré la teneur
la plus intéressante en flavonoides quel que soit la plante et quel que soit la technique utilisée.
Cependant, les teneurs minimales ont été obtenues avec I’extrait aqueux des trois plantes, ce qui
n’est pas en concordance avec une étude préliminaire mené par Tepe et al. (2005) qui a révélé
que les extraits aqueux de T. satureioides, T.atlanticus et T.zygis ont montré la teneur en
flavonoides la plus élevé avec les valeurs de 1’ordre de 182,79 £ 3,23 mg EQ/gMs, 155,11 + 3,90
mgEQ/gMs et 208,13 £ 4,20 mgEQ/gMs respectivement. En général, pour les deux techniques

1’¢éthanol reste le meilleur solvant d’extraction des flavonoides pour les trois espéces étudiées.

Pour I’extrait éthanolique préparé par la technique de Soxhlet, c’est les feuilles du T.
citriodorus L qui contient la teneur significativement la plus importante en flavones et flavonols.
Toutefois, 1’extrait éthanolique de la T. riatarum préparé par macération montre des quantités
plus importantes en flavones et flavonols par rapport aux T.blecherinaus et T.citriodorus L.
Concernant les solvants d’extraction, c’est 'acétate d'éthyle qui donne le rendement le plus faible

en flavones et flavonols pour les deux techniques, quel que soit la plante étudiée.

Diverses recherches expérimentales ont montré que de nombreux métabolites secondaires
tels que les composés polyphénoliques et flavonoides extraits de plantes médicinales et
aromatiques possédent une activité antioxydante élevée en raison de leurs groupes hydroxyle et
peuvent protéger plus efficacement contre de nombreuses maladies causées par les radicaux
libres (Ozen, et al., 2011).

I11.4 Activité antioxydante

111.4.1 piégeage du radical libre (DPPH)

La détermination de la teneur en polyphénols et flavonoides totaux donne une idée sur le
potentiel antioxydant des extraits, mais elle ne peut pas étre utilisée pour prédire le
comportement antioxydant. Cela nous a donc conduit a réaliser une étude de I’activité
antioxydante par des méthodes spécifiques a savoir le piégeage du radical libre (DPPH), la
réduction de fer (FRAP), et I’activité antioxydante totale (CAT).
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Plusieurs études antécédentes ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits a
piéger les radicaux libres. Cette activité dépend de plusieurs parametres: la structure, les
substituant, la dose et le degré de polymérisation de la molécule (Kitagawa et al., 1992). Le test
DPPH est un radical libre stable, qui accepte un électron ou un proton pour donner une molécule
stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de piégeage des radicaux libres. Ce test est
basé sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en a-a,diphényl-b-picryl-hydrazine de
couleur jaune en présence d’un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron.

Pour mettre en évidence les extraits de thymus les plus actifs, nous avons comparé 1’activité
antiradicalaire DPPH avec celle d’un antioxydant de référence BHT. L’ICsq de chaque extrait est
déduite a partir de la droite d'étalonnage correspondante. Une ICso intéressante signifie une faible
activité antioxydante. Le T. riatarum, T. blecherianus et T. citriodorus constituent une bonne
source d'antioxydants. En outre, d’aprés nos résultats on a pu remarquer clairement que les
extraits méthanolique et éthanolique préparés par Soxhlet des trois plantes étudiées possedent
une bonne activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH. Surtout le T. riatarum qui a révélé des
valeurs d’ICso légerement inférieur a celle du standard, 0.085+0.010 mg/ml pour I’extrait
méthanolique et 0.110+0.016 mg/ml pour I’extrait éthanolique. Ces résultats corroborent
parfaitement avec les résultats d’une ¢étude antérieure Zeghib et al.,(2013) en terme de la forte
activité antioxydante obtenue par les extraits méthanoliques du T. numidicus et T. guyonii. Une
autre étude a prouver que le rendement d’extrait méthanolique des feuilles et fleurs a enregistré
une bonne inhibition de 50% de radicaux libre (ICs) de I’ordre de 0,0374 mg/ml et de 0,0499
mg/ml respectivement pour les feuilles et fleurs (Korib, 2017). Par contre, Tortosa et al., (2012)
a révélé que I’eau peut étre considéré comme un bon extracteur, en effet, I’activité antiradicalaire
de I’extrait aqueux du T. membranaceus est legerement plus élevée que les autres extraits.

D’aprés les résultats intéressants de cette présente étude, on peut déduire que les extraits
éthanoliques et méthanoliques des trois espéces de thym étudiés peuvent étre utilisé comme des
agents protecteurs contre le stress oxydatif. En effet, les composés antioxydants, peuvent étre

utilisés pour prévenir de la dégradation induite par 1’irradiation UV.

111.4.2 Le pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Benzie & Strain (1996), ont considéré I’antioxydant comme toute molécule capable de
réduire les espéces oxydantes qui peuvent endommager les structures biologiques. Ces auteurs

ont donc interprété I’activité antioxydante comme la capacité réductrice.
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La réduction du fer est une analyse de ’activité antioxydante facile, rapide et reproductible. La
capacité réductrice d’un composé peut donner une idée significative de son activité antioxydante

potentielle.

La présence des reducteurs dans les extraits des plantes provogue la réduction du fer ferrique
en fer ferreux. Par conséquent, Fe** peut étre évalué en mesurant I’augmentation de la densité de
la couleur bleue dans le milieu réactionnel a 700 nm (Cung et al., 2002). En d’autre terme, le
systeme FeCL3/K3Fe(CN)g confere a la méthode la sensibilité pour la détermination semi
quantitative des concentration des polyphénols, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et
al., 2008).

Dans cette partie de la présente étude, nous avons opté pour tester les différents extraits issus
des trois espéces de thym. Pour chaque extrait ’ECsy est déduite a partir de la droite
d'étalonnage correspondante. De méme, les résultats obtenus corroborent avec le fait que la
capacité de réduction est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des échantillons
(Liu et al., 2007; Oztiirk et al., 2007)

Une étude menée a Tlemcen par Mahlia, (2016) a montré que les extraits aqueux des feuilles
et de tiges de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus a révélé une bonne efficacité a chélater le fer en
enregistrant des ECsp avec des valeurs de ’ordre de 0,19 et 0,033 mg/ml respectivement. Ces
données corroborent parfaitement avec les résultats de la présente étude en termes de la forte
activité antioxydante obtenue par 1’extrait aqueux des feuilles du T. riatarum marocaine préparé
par Soxhlet dont les ECsg sont de 1’ordre de 0.179 = 0.013 mg/ml. Une autre étude a démontré
que les extraits méthanoliques des feuilles et fleurs de Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus présentent
une efficacité de réduction de fer en enregistrant une ECsy de ’ordre de 0,0171mg/ml et
0,0306mg/ml respectivement (Korib, 2017).

Le pouvoir réducteur des trois especes étudiées est probablement di a la participation des

groupements hydroxyle liés au noyau catéchol qui peuvent servir comme donneurs d’électrons.

111.4.3 Capacité antioxydante totale (CAT)
L’activité antioxydante totale varie selon la plante étudiée et le solvant d’extraction.
Généralement, 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction. D’ailleurs, pour la méthode
d’extraction Soxhlet, le T.blecherianus qui a revélé la capacité antioxydante la plus faible par

rapport aux deux autres espéces de thym. A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur
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la capacité antioxydante totale des extraits des trois espéces étudiées, il est difficile donc de

comparer nos résultats avec les données de la bibliotheque scientifique.

111.5 Correélation

Généralement, quel que soit la méthode d’extraction soit par la technique de Soxhlet ou par
macération, nous avons constaté une corrélation trés significative entre les trois tests de ’activité
antioxydante (DPPH, FRAP et CAT) et la teneur en polyphénols, flavonoides, flavones et
flavonols. Ce résultat est confirmé par d’autres groupes de chercheurs. Selon Liu et al., (2007), il
existe une étroite relation entre 1’activité antioxydante et la composition phénoliques ainsi que le
solvant utilisé dans I’extraction. D’apres Brown et al., (1998), les composés phénoliques ont une
bonne corrélation avec le pouvoir chéelateur du fer. Cependant, Miguel et al., (2010) a révélé que
les composés mono-hydroxylé le 1,8-cinéole et le terpinen-4-ol sont incapable de chélater les

ions ferreux.

IV. Conclusion

La mise en évidence des polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols, par les extraits des
feuilles du Thymus riatarum, blecherianus et citriodorus L montrent que ces derniers sont riches
en composés phénoliques. L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits réalisés par
estimation de la capacité de piégeage du radical libre (DPPH), le pouvoir chélateur du fer
(FRAP) et la capacité antioxydante totale (CAT) montre que les extraits des trois plantes
étudiées sont doués d’un pouvoir antioxydant trés important. A ’issue de ce travail, nos extraits
étudiés pourraient devenir un agent antioxydant naturel et posséde un potentiel dans le domaine
des industries alimentaires et pharmaceutiques, a condition que le solvant et la technique

d’extraction soient appropriés.
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CHAPITRE IV : Activite hépatoprotectrice
des extraits aqueux du T. riatarum,
blecherianus et citriodorus L

I. Introduction

Les pathologies hépatiques représentent lI'un des problémes les plus importants de santé
mondiale, avec une cirrhose du foie et des lésions hépatiques d'origine médicamenteuse qui
représente la neuviéme cause de déces dans les pays en voie de développement (Saleem et al.,
2010).

Il est connu que les médicaments synthétiques destinés pour traiter les maladies hépatiques
peuvent causer des dommages au foie (Chen et al., 2011). Cependant, les médicaments a base de
plantes sont devenus largement répandue et de plus en plus utilisé. Plusieurs études antécédentes
ont montré I’activité hépatoprotectrice des plantes médicinales. Les plantes hépatoprotectrices
contiennent plusieurs constituants chimiques tels que des phénols, monoterpénes, coumarines,
glycosides et alcaloides (Bhawna & Kumar, 2009). Un certain nombre de plantes sont
disponibles pour le traitement des maladies du foie (Gite et al., 2010). Plus de cent dix plantes
ont révélé une activité hépatoprotective importante (Girish et al., 2009). Ces derniéres protegent
contre les dommages causés au foie par I’inhibition des activités plasmatiques des
aminotransférases (ASAT, ALAT), phosphatase alcaline (PAL) et de la bilirubine.

Il est important que des travaux soient entrepris afin d’apporter une base scientifique a
I’utilisation des remedes traditionnelles par les populations pour le soin des troubles

hépatobiliaires.

Il. Effet hépatoprotecteur des extraits aqueux du T. riatarum,

blecherianus et citriodorus L

Le but de ce chapitre est d’évaluer les propriétés hépatoprotectrices des extraits aqueux des
trois thyms étudies, les rats regoivent pendant sept jours ces extraits de différentes doses par voie
orale. Ensuite, I’hépato-toxicité est induite par 1’injection intra-péritonéale du tétrachlorure de
carbone (CCly).
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1.1 Effet des trois especes de thym sur le poids corporel et le poids relatif du foie
L’étude expérimentale a été réalisée sur des rats Wistar albinos, dont le poids varie entre
170 et 230 g. les animaux sont répartis de fagon aléatoire en six groupes de six rats chacun, On a

procédé a une prise de poids au début et a la fin de I’expérimentation.

Les résultats des moyennes du poids initial (avant le traitement) et du poids final (apres le

traitement) des rats des six groupes sont présentés dans la figure 49.
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Figure 49: Effet des extraits des trois espéces de thyms sur le poids corporel des rats. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 6).

D’aprés ces résultats, en comparant le poids corporel de chaque groupe de rats avant et apres
le traitement avec les extraits des trois plantes étudiées, une Iégere augmentation a été révélée

dans les poids des animaux.

Apres chaque sacrifice, on a prélevé les organes des rats, lavés avec une solution de NaCl et
pesés. D’apres les résultats (Figure 50), il s’est avéré que le poids relatif du foie des rats traités
avec le tétrachlorure de carbone CCl, est augmenté d’une maniere significative, par rapport au
témoin (p <0,05). Cette augmentation est diminuée par le traitement avec les extraits aqueux des

plantes étudiées. La diminution la plus observée est celle de I’extrait aqueux du T.riatarum avec

la dose de 150 mg/Kkg.
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Figure 50: Effet du prétraitement des extraits des plantes étudiéés sur le poids relatif du foie des
rats. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 6).

1.2 Effet des trois thyms sur les parameétres biochimiques
Certains enzymes sont libérés dans le sang a de faible taux a partir des cellules hépatiques ou
cardiaques. Toutefois, I’augmentation anormale de ce taux peut étre un indicateur fiable des

Iésions hépatiques et/ou cardiaques.

11.2.1 Effet sur les transaminases
L’effet du prétraitement des extraits aqueux des trois plantes a la dose de 50, 150 et 300

mg/kg sur les aminotransférases (ASAT, ALAT) est présente dans les figures 51 et 52.

108



Résultats et discussions

150- Controle = T.ri+CCl4
CCl4 @0 T.bl+CCl4
E= Silymarin+CCl4 B3 T.ci+CCHK
— 1004
d oy - Fa,
=) ny =
- = T
= = o=
" s T T
MIEZ =z 7 7=
50 mol x9 150 mol %9 300 mal ¥9

Figure 51: Effet des extrait aqueux des trois plantes sur le taux de I’ASAT des rats traités avec
CCly.Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SD (n = 6).

Le prétraitement des doses différentes des extraits aqueux des trois plantes réduit de fagon
significative le taux de I’ASAT par rapport au groupe intoxiqué (Figure 51). L’extrait aqueux du
T. riatarum utilisé a la concentration de 150 mg/kg a enregistré ’effet inhibiteur le plus faible
(83,60 + 3,13 U/L). Cependant, I’effet le plus important a été présenté par ’extrait du
T.blecherianus avec une valeur de 1’ordre de 66,23 + 2,80 U/L. Cet effet est inférieur que celui

exercé par le sylimarine, utilisé comme hépatoprotecteur standard.
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Figure 52: Effet des extraits aqueux des trois plantes sur le taux de I’ALAT des rats traités avec
CCl,. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 6).

D’aprés les résultats présentés dans la figure 52, Le gavage par le tétrachlorure de carbone
(1 ml/kg) produit une augmentation significative (P<0,05) des marqueurs biochimiques sériques
I’ALAT. Par contre, I’administration des extraits des trois plantes réduisent le taux éleve de
I’ALAT d’une maniére significative. En effet, la dose de 150 mg/Kg représente la dose la plus
efficace. Ainsi, I’extrait aqueux a cette dose qui exerce I’effet inhibiteur le plus puissant estimé a
60.70 £ 2.16 U/L est celui du T. riatarum suivi par celui de T. blecherianus avec 63.40 + 4,73

U/L et en dernier lieu celui de T. citriodorus avec une valeur de 71.75 + 1,63 U/L.
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11.2.2 Effet sur la phosphatase alcaline
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Figure 53: Effet des extraits aqueux des trois plantes sur le taux de PAL des rats traités avec
CCly. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (h = 6).

Tous les extraits aqueux réduisent le taux de la phosphatase alcaline d’une maniére a peu
pres similaire (Figure 53). Le prétraitement des rats par les différentes doses d’extrait aqueux du
T. riatarum suivi de I’induction de I’hépatotoxicité par le CCl4 induit une inhibition hautement
significative de la PAL par rapport aux T.blecherianus et citriodorus. En effet, la dose de 150

mg/kg de ’extrait aqueux du T. riatarum présente une valeur de 67,80 £ 3,24 (U/L).
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11.2.3 Effet sur la bilirubine totale
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Figure 54: Effet des extraits aqueux des trois plantes sur le taux de bilirubine totale des rats
traités avec CCly. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SD (n = 6).

Le prétraitement par le T. riatarum, blecherianus et citriodorus a restauré le taux de la
bilirubine totale vers des valeurs proches a la normale indiquant ce qui manifeste clairement
I’effet hépatoprotecteur des trois plantes. En effet, la bilirubine totale augmente de 0,47 + 0,2

mg/l jusqu’a 12,8 £ 5,7 mg/l (Figure 54).

Le prétraitement des rats par 150 mg/Kg de I’extrait aqueux du T. riatarum suivi de
I’induction de I’hépatotoxicité par le CCl4 induit une diminution hautement significative du taux
de la bilirubine totale ou il atteint 0,64+0,11 mg/l. Cet effet est proche de celui de silymarine
considéré comme référence (0,66+0,16 mg/l). Les résultats suggérent que le systeme antioxydant
déséquilibrée dans le foie par du tétrachlorure de carbone est restauré par l'effet protecteur des

extraits aqueux des trois plantes
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I111. Discussion

Les dommages du foie causés par différents agents hépatotoxiques sont considérés comme
un probléme majeur toxicologique conduisant au decés. Les médicaments classiques qui assurent
une protection du foie sont rares et sont hépatotoxiques a une certaine dose. Le traitement naturel
basé sur I’utilisation des plantes médicinales et aromatiques est considéré comme étant tres
efficace et sans effets indésirables (Arem et al., 2014).

La présente étude a pour but d’évaluer ’effet hépatoprotecteur des extraits aqueux du T.
riatarum, blecherianus et citriodorus, des variétés de thym largement utilisées dans tout le
Maroc. Pour étudier I’effet de ces extraits, on a provoqué une hépatotoxicité chez les rats en
utilisant le CCla.

111.1 Effet des extraits des plantes étudiées sur le poids corporel et le poids relatif du
foie

D’aprés les résultats obtenus dans cette étude, on constate que le poids corporel de chaque
groupe de rats avant et apres le traitement avec les extraits des trois plantes étudiées a subi un
léger changement. On peut dire que I'administration du CCls, n'a pas affecté les propriétés
physiques soit le comportement général ou le poids du corps. Cependant, aprés I’intoxication
avec le CCls, une augmentation significative dans le poids du foie est observée. Cette
augmentation est diminuée par le traitement avec les extraits des plantes étudiées et plus
précisément le T. riatarum. Cette augmentation peut étre due a l'infiltration des glycérols et des
acides gras dans les hépatocytes via leurs membranes cellulaires endommagées. Ce dommage du

foie est un phénomene signalé suite a 1’agression par le CCl4 (Huang et al., 2012).

I11.2 Effet des extraits aqueux du T. riatarum, blecherianus et citriodorus sur les

parametres biochimiques
L’eau est le solvant qui peut extraire la plupart des constituants chimiques responsables des
différentes activités étudiées ce qui justifie, la pertinence de la forme traditionnelle d’utilisation
du thym. Les substances phénoliques solubles dans 1’eau, avec des propriétés antiradicalaires,
pourraient expliquer les propriétés hépatoprotectrices des extraits agueux comme celles de la
Sylimarine. Les trois thyms étudiés sont riches en saponines, stérols et triterpénes. Ces derniers

ont des propriétés hepatoprotectrices avérées (Germano et al., 2001).
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La toxicité induite chez les animaux par le CCls, ainsi que 1’activité hépatoprotectrice des

extraits aqueux ¢tudiés sont estimés via 1’évaluation des parameétres biochimiques (ASAT,

ALAT, PAL et Bilirubine totale).

Le taux des transaminases hépatiques ALAT et ASAT constitue un bon indicateur de
détection de I’hépatotoxicité. En effet, 1’élevation de I’ALAT dans les maladies non hépatiques
est inhabituelle. De ce fait, ’ALAT est le meilleur paramétre pour détecter une l1ésion hépatique

(Nkosi et al., 2005).

Les résultats de cette présente étude révelent que I’intoxication des rats par le CCls conduit a
des séveres dommages hépatigues et a une augmentation importante des taux de transaminases
hépatiques (ALAT et ASAT), de la phosphatase alcaline PAL et la bilirubine totale en
comparant avec les rats intoxiqués puis traités par nos extraits. Ces résultats sont en parfait
d’accord avec une étude récente sur le thym mené par Nawaz et al., (2014). Les antioxydants
n’agissent pas comme des donateurs d’hydrogénes mais ils sont également responsables de
I’effet modulateur dans la cellule. Ces résultats sont en cohérence avec ceux obtenus par Dey et
al., (2015) . Ceci peut étre d0 a des lésions hépatocellulaires. Dans une lésion hépatique, la
fonction des hépatocytes est perturbée, en provoquant un niveau enzymatique accrue dans le
sérum (Rajagopal et al., 2003). Ainsi, les dommages des fonctions hépatiques causées par le
CCl4 peuvent expliquer I’augmentation du taux de ces enzymes (Subramanian et al., 2013;
Abirami et al., 2015). L’¢lévation du taux sérique de la phosphatase alcaline, qui est
normalement libérée dans la bile, peut résulter d’une obstruction des voies biliaires (Girish et al.,
2012) ou d’un endommagement (Farida et al., 2012). En ce qui concerne la bilirubine, elle est
utilisée comme indicateur pour évaluer la fonction sécrétoire des hépatocytes (Al-Harbi et al.,
2014). L’élévation de ce paramétre biochimique dans la circulation sanguine pourrait &tre
attribuée a la dégradation des érythrocytes due a des 1ésions hépatiques lors d’un traitement avec
I’hépatotoxine (CCls) (Sasidharan et al., 2010).

Le prétraitement par le T. riatarum, blecherianus et citriodorus sur les rats intoxiqués par le
CCl4 a diminué significativement les taux élevés de ’ALAT, ASAT, PAL et de la bilirubine
totale. Les niveaux diminués des enzymes sériques peuvent étre attribués a I'effet stabilisant des
constituants phytochimiques et aux divers substances actives sur la membrane plasmique des
hépatocytes (Ranawat et al., 2010).
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Cette activité des extraits peut étre due a leur effet stabilisant sur le plasma membrane
comme rapporté précédemment par Al-Harbi et al., (2014). L'inhibition de la peroxydation
lipidique par l'actif les constituants des extraits peuvent également étre impliqués avec un effet
hépatoprotecteur diment soutenu par 1’étude de Kanchana et al., (2011). Le stress oxydatif est
considéré aussi comme une cause importante de Iésion hépatique, induit par des agents
hépatotoxiques. Les radicaux libres en particulier les especes réactives de I'oxygéne (ERO) sont

impliquées dans le dommage tissulaire.

IV. Conclusion

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité hépatoprotectrice des extraits aqueux du T.
riatarum, blecherianus et citriodorus L chez les rats intoxiqués par le CCls, ont montré une
réduction significative des parameétres biochimiques testés de ’ALAT, ASAT, PAL et de la
bilirubine totale ce qui est considéré comme un indicateur de la régénérescence du processus de
réparation des lésions du tissu hépatique due au CCl;. Nous pouvons donc affirmer que
I’administration répétée des extraits aqueux avec une dose de 150 mg/l protégent contre
I’hépatotoxicité provoquée par le CCly avec une efficacité proche de celle de la silymarine. Ces
résultats justifient pour la premiére fois ['utilisation des trois thyms étudiés comme

hépatoprotecteur dans la médecine populaire.
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Conclusion géneérale et perspectives

Dans la présente étude, trois plantes Thymus riatarum, Thymus blecherianus et Thymus
citriodorus L. ont été choisis afin de valoriser leur potentiel thérapeutique. L’objectif de ce
travail était d’adopter des bases scientifiques pour la validation de certaines propriétés
biologiques attribuées a ces trois plantes medicinales, choisies sur la base de leur usage
traditionnel. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés comme premier volet a
I’identification des composants des huiles essentielles, et a 1’évaluation de leurs activités
antibactériennes et antioxydantes. Deuxieme volet a été consacré au dosage de la teneur en
composés phénoliques et a 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro des extraits du T.
riatarum, blecherianus et citriodorus L. Finalement, le troisiéme volet a été focalisé sur

I’exploration de I’activité hepatoprotéctrice in vivo des extraits aqueux des trois especes étudiées.

La composition chimique des huiles essentielles extraites des feuilles du T. riatarum par
hydrodistillation, a révélé que les composés majoritaires des huiles sont le Thymol, Bornéol et a-
Phéllandrene. Les huiles essentielles du T. blecherianus ont été analysees par GC-MS, les
principaux constituants de cette huile sont le Carvacrol, le Bornyle et le Bornéol. Alors que les
composants majoritaires des huiles du T. citriodorus sont le Terpinyl formiate, Géraniol,
Isogéraniol, Cubénol, Tiglate de citronillile, Thmyol, Pulegone et Oxyde Caryophylléne.

Les trois huiles essentielles ont montré une activité antibactérienne considérable vis-a-vis
des souches bactériennes responsables des infections nosocomiales rencontrés dans les services
de réanimation. Les huiles du T. riatarum donnent le meilleur effet. Cependant, d’une maniére

générale, toutes les huiles essentielles possedent une activité antioxydante intéressante.

De plus, I’évaluation de D’activité antioxydante des extraits (méthanol, éthanol, acétate
d’éthyle et aqueux) du T. riatarum, blecherianus et citriodorus L a été estimé in vitro via

I’utilisation de trois différents tests DPPH, FRAP, CAT. Les résultats ont montré que ces extraits
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étudiés sont dotés d’un pouvoir antioxydant important ceci peut étre expliqué par leur richesse

en polyphénols et flavonoides.

L’activité hépatoprotectrice des extraits aqueux des trois especes étudiées est évaluée in vivo
contre la toxicité hépatotoxique provoquée par le CCla sur les rats Wistar. Le prétraitement par
les extraits aqueux avec la dose de 150 mg/kg des trois plantes a considérablement protégeé les
hépatocytes des rats. En effet, les parametres biochimiques ont confirmé cet effet en comparant
avec le groupe traité avec le Silymarine utilisé comme hépatoprotecteur standard.

Le présent travail prouve que les trois especes de thym possedent des propriétés biologiques
et des activités pharmacologiques intéressantes. Cependant, des recherches complémentaires et
approfondies sont a envisager. Il serait intéressant de mener une étude plus approfondie pour
isoler, purifier et identifier les molécules responsables des activités précédentes. Une étude

histologique serait trés intéressante pour confirmer 1’effet hépatoprotecteur des extraits étudiés.
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Abstract
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1. Introduction

The Lamiaceae is considered to be the largest family in the Mediterranean area and consists of about 7100
species worldwide [1]. Many species of the Lamiaceae family are considered of high importance because of their
uses in traditional medicine, culinary and cosmetics [1]. One of the major genera belonging to family of Lamiaceae
is Thymus.

The genus Thymus is represented in Morocco by twenty one species, twelve are endemic [2] and is distributed in
the Mediterranean region [3]. Some of these species have been used for their preservative and medicinal properties
[3] and have been added to foods (condiment and spice) [4] their oil and extracts has found applications in cosmetic,
such us toothpastes, and deodorants [5]. It is known to have strong antibacterial [6], antioxidant [7], antifungal [8, 9]
antispasmodic carminative [10], diuretic effects [11] and antiviral activities. [2]

In the past two decades, research has focused on Lamiaceae species to extract natural antioxidant that can replace
synthetic antioxidants such as butylated hydroxytoluene (BHT) that might have toxic, carcinogenic effects on
human [12]. Furthermore, Lamiaceae species have been used for their antimicrobial properties. Micro-organisms are
causative factors for the pathogenesis of various diseases as well as for the deterioration of food, cosmetic and
pharmaceutical products. Besides, in the last years, the number of bacteria resistant to current antibiotics has
increased dramatically [13], thus there is a great need for discovering new antimicrobial agents. Phenolics in
Lamiaceae have been also studied by many institutions for their role as antioxidants compounds [14,15] that can
replace synthetic antioxidants and as antimicrobial agents that can replace synthetic antibiotics.

In this context, the aim of this study was to evaluate for the first time the antioxidant activity, total phenolic and
flavonoid contents of Thymus riatarum extracts, in order to explore new sources for natural antioxidants in food and
pharmaceutical formulations.

2. Material and Methods

2.1. Reagents and standards
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH), Butylated hydroxytoluene (BHT), aluminum chloride (AICIy),
sodium phosphate, ammonium molybdate, iron Il chloride (FeCL5), potassium ferricyanide (KszFe(CN)g), sodium
nitrite (NaNO,), ascorbic acid, gallic acid and Folin-Ciocalteu were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Sodium carbonate (Na,COs) was purchased from Prolabo (Paris, France). All the other chemicals and
solvents used were of analytical grade.

2.2. Plant materials and preparation of extracts

Aerial parts of Thymus riatarum were collected in January 2016 in a winery located in hills in the region of Taza,
100 km from Fez city, Morocco. Identification was confirmed by Professor Amina Bari, botanist (Department of
Biological Sciences, Faculty of Science, Sidi Mohammed Ben Abdellah University, Fez (Morocco). The plant
material was dried for 7 to 10 days in the shade, and then stored in cloth bags at 5°C until extraction. 10 g of powder
was macerated with 100 ml of solvent (water, methanol, ethanol and ethyl acetate) for 48 h. The resultant macerate
was filtered and then concentrated to dryness under vacuum at 40°C using Rotary evaporator. The obtained extracts
were kept in sterile sample tubes and stored in a refrigerator at 4°C.

2.3. Statistical analysis
Means of triplicate analysis were calculated and data was expressed as mean £ SD. One-way ANOVA statistical
analysis followed by Tuckey-test was performed using the GraphPad Prism 5 (Microsoft Software) for comparison
between the extracts. A difference was considered to be statistically significant when P < 0.05.

2.4. Total phenolic content
Total phenolic content of the extract was determined by Folin-Ciocalteu method [16]. The 0.5 mL of a known
dilution of the extract and 2 ml of 7% sodium carbonate solution were added to 2.5 mL of 10% (v/v) Folin-
Ciocalteau reagent. The absorbance was read at 760 nm (Jasco v-530) after 2H of reaction at room temperature in
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the dark. Gallic acid was used as standard for the construction of calibration curve. Total phenols contents were
expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram powder (mg GAE/g DW).

2.5. Total flavonoids contents

Total flavonoids contents of extracts were measured by the aluminium chloride colorimetric assay [17]. 1ml of
sample or rutin standard solution was added into a 10 mL volumetric flask containing 4 ml of distilled water. To the
flask 0.30 ml 5% NaNO2 was added, after five minutes 0.3 ml 10 % AICI3 was added to react for six min. After
that, 2 ml IM NaOH was added and the total was made up to 10 ml with distilled water. The solution was mixed and
absorbance was measured against the blank at 510 nm (Jasco v-530). Rutin was used as standard for the construction
of calibration curve. Total flavonoids contents were expressed as mg rutin equivalents per gram dry weight of each
extract (mg RE/g DW). All samples were analyzed in triplicate.

2.6. Antioxidant activity
2.6.1. DPPH radical scavenging activity
The DPPH method was introduced 50 years ago by Blois [18]. The ability extracts to scavenge the DPPH radical
was measured using the method by Wu [19]. 0.1 ml of various concentrations of extracts or standard was added with
1.5 ml of ethanolic solution containing 0.1mmol of DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). The absorbance of the
mixture was measured at 517 nm with a spectrophotometer (Jasco V-530) after 30 min of incubation time at room
temperature in dark. The percentage inhibition was calculated by the following equation:

I (%) = (1-(As/ Ag))*100

Where A, is the absorbance of the negative control, and A, is the absorbance of the sample. BHT served as positive
control. The ICs, values were calculated as the concentration of causing a 50% inhibition of DPPH radical.

2.6.2. Reducing power capacity

The reducing capacity of the tested extract was determined in accordance with the procedure of Oyaizu [20]. 100 pl
of extract was mixed with 500 ul of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 500 pl of potassium ferricyanide
[K3Fe(CN)¢] 1%. The obtained solution was incubated at 50°C for 20 min. The mixture was acidified with 500 pl of
Trichloracetic (TCA) 10% which was then centrifuged at 3000 rpm for 10 min. The upper layer of the solution
(2,5 ml) was mixed with 500 pl of distilled water and 100 ul of F.Cls (0, 1%), and the absorbance was measured at
700 nm (Jasco v-530). Quercitine was used as standard. The results were expressed as ICsy (mg/ml). 1Cso
(concentration corresponding 0.5 of absorbance) was calculated by plotting absorbance against the corresponding
concentration.

2.6.3. Total antioxidant capacity

The assay was based on the reduction of Mo (V1) to Mo (V) and subsequent formation of a green phosphate/Mo (V)
complex in acid pH [21]. A total volume of 25 pl oils dissolved in ethanol was added to 1 mL of reagent solution
(0.6 mol/L sulphuric acid, 28 mmol/L sodium phosphate and 4 mmol/L ammonium molybdate). The mixtures were
incubated at 95 °C for 90 min then cooled to room temperature. The absorbance was measured at 695 nm (Jasco v-
530). The total antioxidant activity was expressed as the number of equivalence of ascorbic acid (mg AAE/g DW).
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3. Results and Discussion

3.1. Total phenolic (TPC) and total flavonoids (TF) contents

Table 1: Total phenolic and flavonoid contents of extracts from T.riatarum

Type of extracts Total phenolic content Total flavonoid content
(mg GAE/g DW) (mg RE/g DW)
Ethanolic 135.8+1.632° 120.6+1.316°
Methanolic 113.241.521° 100.3+1.132°
Ethyl acetate 1.325+1.161° 165.7+1.521°
Aqueous 88.7+1.352° 10.58+0.145°

All the results were expressed as mean + SD of three different trials. a —d Column wise values with same superscripts of this type indicate no
significant difference (P<0.05). In each line, values followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

The antioxidant activities of polyphenols were attributed to their redox properties, which allow them to act as
reducing agents, hydrogen donators and singlet oxygen quenchers, as well as to their metal chelating abilities.
Therefore, in the present study, the total amount of phenols and flavonoids of ethanol, methanol, ethyl acetate and
water extracts of T. riatarum were calculated and results are given in Table 1. As we can clearly see, the ethanol
extract are characterized by a higher content of phenols on respect to the other extracts (135.8+1.632 mg GAE/g
DW), followed by methanol (113.2+1.521 mg GAE/g DW), water (88.7+1.352 mg GAE/g DW) and ethyl acetate
value of (1.325£1.161 mg GAE/g DW). In comparison to previous research, these results of total phenols were
found to be higher than those of Thymus species such as T. caramanicus, T. satureioides and T. vulgaris with
values of 124.30 mg GAE/gDW [22], 48.43 mg GAE/gDW [23] and (165.1 mg GAE/gDW) [24] respectively.

In the other hand, the uppermost amounts of total flavonoid contents were found as 165.7+1.521 mg QE/g DW
for ethyl acetate. Whereas minimum one was noticed for water (10.58+0.145 mg QE/g DW). While Tepe et al.
reported that the aqueous extract of T. satureioides, T. atlanticus, and T. zygis had a greater flavonoid contents with
values of 182.79 + 3.23 mg QE/g DW, 155.11 + 3.90 mg QE/g DW and 208.13 + 4.20 mg QE/g DW respectively
[25]. Moreover, T. capitatus showed a total flavonoid content value of (10.62+0.24 mg QE/g DW) [26]. Baharfar et
al. recorded that the flavonoid contents value of T. kotschyanus ranged between 32.04 and 74.60 mgQE/gDW [27].
This difference in results depends on the type of solvent and the methods of extractions [28]. It was reported that the
amount of phenol compounds in plants depend on biological factors and environmental conditions (temperature,
water stress and salinity...). In other hand, a recent research by Pereira and Cardoso [29] summarized the
polyphenolic compositions of various Thymus species. In addition, various experimental investigations have showed
that many secondary metabolites such as polyphenol compounds extracted from medicinal and aromatic plants had a
high antioxidant activity due to their hydroxyl groups and protected more efficiently against many diseases caused
by free radical [30].

3.2. Antioxidant activity

The diversity of nature and the complexity of phytochemical compounds of plant extracts impose the
development of many methods to evaluate the antioxidant activity and to estimate the effectiveness of these
substances. Three methods have been used to measure the antioxidant activities of T. riatarum extracts: DPPH
radical scavenging assays, Ferric reducing power and total antioxidant capacity.
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3.2. 1. DPPH radical scavenging activity
The free radical scavenging activity was determined by the DPPH assay. This test aims to measure the capacity of
the extracts to scavenge the stable radical DPPH formed in solution by donation of hydrogen atom or an electron.
[25]

Table 1: DPPH radical scavenging activity and ferric reducing power capacity of Thymus riatarum extracts.

Type of extracts DPPH FRAP
(mg/ml) (mg/ml)
Ethanolic 0.091+0.02° 0.39+0.024"
Methanolic 0.087+0.01° 0.19+0.013°
Ethyl acetate 0.67020.03" 0.43+0.035%
Aqueous 1.025+0.02% 0.17+0.025°
BHT 0.119+0.002° -

Quercitine - 0.03+0.006"

Data are reported as mean values + SD of three measurements. Means were significantly different when P<0.05; values followed by different
letters are significantly different.

Table 2 sammurazied the DPPH free radical scavenging activity of Thymus riatarum extracts. As it is known, the
lower 1Csq value indicated the higher free radical scavenging activity of the plant extract. As shown in table 2, all
extracts obtained from T. riatarum showed antioxidant activity in these assay with an ICs, ranged from 0.087 to
1.025 mg /ml for methanol and aqueous extracts, respectively. The methanolic and ethanolic extracts have a
reduction power similar to that of the standard antioxidant. Based on these results, the methanolic extract of T.
riatarum showed the highest activity than that founded by I. Ben El Hadj et al. (IC5o = 0.011 mg/ml) [31] and lowest
than the activity of T. caramanicus reported by Safaei-Ghomi et al. (ICsq = 0.043 mg/ml) [21]. Previous research
attested an important antioxidant activity of various extracts from Thymus species such as T. praecox [32] and T.
vulgaris [33]. Moreover, the antioxidant activity of T. riatarum may be attributed mainly to the presence of phenolic
components, especially thymol and carvacrol [34], and the strong radical scavenging activity of these compounds is
well studied. [35]

3.2.2. Ferric reducing capacity

The present assay of reducing activity was based on the reduction of ferricyanide complex to the ferrous form in
presence of antioxidant agents in the tested samples [36]. Table 2 depicts the results of reducing power assay
compared to that of quercetin which is known as an efficient reducing agent.

The results showed a range for ferric reducing power from 0.17+0.025 to 0.43+0.035 mg/ml. The aqueous extract
significantly contained the highest ferric reducing power (0.17+0.025 mg/ml) than the other extracts.

This hight reducing ability of T. riatarum extracts demonstrates the good hydrogen and/or electron donor abilities of
these extracts which probably owed to their antioxidant propriety. Hence, the quality of natural antioxidants is
mainly based on the availability of phenolic compounds. Moreover, numerous reports had indicated that the Thymus
species possessed the most effective capacity for ferric reducing power [37- 39].
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3.2.3. Total antioxidant capacity

1000- a

600 c
400+

200 d

Total antloxidant capacity (mg AAE/q Dw)

Figure 1: Total antioxidant capacity of different extracts from Thymus riatarum
Each value represents means + SD (n=3). Different letters are significantly different (P < 0.05)

The total antioxidant capacity is a quantitive method was determined by the formation of phosphomolybdenum
complexes [40]. This assay is based on the reduction of molybdate (VI) to molybdate (V) in the presence of the
extract; the reaction of this method is accompanied by the formation of a phosphate product molybdate (V) and the
appearance of a green color. The results of the studied extracts were expressed as ascorbic acid equivalents (mg
AAE/g DW) (Figure 1). The ethanol extract significantly revealed the highest total antioxidant capacity
(425.23+2.05 mg AAE/g DW) followed by methanol (368.1+1.23 mgAAE/gDW), then water (216.82+2.35 mg
AAE/gDW) and ethyl acetate (12.36+£0.54 mg AAE/gDW).

Our results are in accordance with those fouded for the same species by Aouam et al. with a value equal to
845.7+4.619 mg AAE/g DW for ethanol extract obtained by Soxhlet method [41]. Moreover, previous published
papers demonstrated that extracts of Thymus spices have strong ability to act as antioxidant [31,39,25]. In another
study, they evaluated the ability of T. vulgaris oil to protect the laboratory animals from the toxic effects of AFs
[42].

4. Conclusion

Summarizing all data here obtained, it can be concluded that Thymus riatarum, wich is one of the endemic Thymus
species in Morocco, examined in our study contain remarkable antioxidant potential and important phenolic and
flavonoid contents. To the best of our knowledge, this is the first report on the antioxidant effect of Thymus riatarum
extracts obtained by maceration method. Our study suggests that this medicinal plant may have a great relevance as
healthy supplements in the prevention of various diseases in which free radicals are implicated. Besides the health
aspect, this plant could also be good candidates for the development of natural antioxidant food additives.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the present study is to investigate chemical constituents of Thymus riatarum and Thymus blecherianus essential oils (EOs)
as well as to evaluate, for the first time, their antioxidant effect and antibacterial activity against six bacterial strains responsible for nosocomial
infections.

Methods: The chemical composition of EOs was analyzed using gas chromatography (GC) and GC-mass spectrometry, the antibacterial capacity of the
two thymus species was evaluated against six bacteria species: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, and Citrobacter sp. using disk diffusion method and microdilution assay. Finally, the antioxidant activity was measured by
four different test systems of assay, namely free radical scavenging activities, ferric reducing/antioxidant power assays, total phenolic, and flavonoid
contents.

Results: A total of 15 compounds representing 99.6% of T. riatarum oil were identified with thymol (28.8%), borneol (20.0%), and a-phellandrene
(13.0%) as the main constituents. Eleven components of T. blecherianus were identified representing 98.2% of the total oil composition; the most
abundant constituents were as follows: Carvacrol (45.9%), bornyl acetate (20.1%), and borneol (15.7%). Strong antibacterial activity of the two
EOs was identified against all bacterial strains tested. Concerning the antioxidant results, T. riatarum EO exhibited higher antioxidant activity
than T blecherianus in the three assays with an IC, value equal to 5.75+0.06 mg/ml, which was probably due to its high content of polyphenols
(28.95+0.13 mg GAE/g DW). Total flavonoid content was found equal for the two EOs.

Conclusion: EO of T riatarum and T. blecherianus from Morocco can be exploited as a natural antibacterial and antioxidant new potential sources.

Keywords: Thymus riatarum, Thymus blecherianus, Antibacterial activity, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Ferric reducing/antioxidant power,
polyphenol, Flavonoids.
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INTRODUCTION antispasmodic activity [11,16,17]. Different reports have shown that
thymol and carvacrol are the main components of thymus EOs which
are responsible for their high biological activities [18-21]. Among this
genus, Thymus blecherianus and Riatarum locally called “zaatar” are the
most important species from medicinal and aromatic properties and
used worldwide for its antimicrobial activities.

Herbs and species are natural plant products which have been used
for thousands of years for flavoring, food preservation, and as a source
of traditional medicines [1]. Therefore, the demand of aromatic plants
is increasing through the world for their content of phytochemicals
that can alleviate illness, antimicrobial, and antioxidant [2-6].
Antioxidant effect of plant essential oils (EOs) has been used as food
preservation, natural therapies, functional food to promote health,
and reduce oxidative stress and has a major role in the treatment of
many human chronic diseases related to degenerative disorders,
cardiovascular, diabetes, cancer, arthritis, and cancer, by acting as free
radical scavengers [7-9]. In the other hand, the resistance of antibiotic
provokes an increasing interest in evaluating the antimicrobial effects
of plant secondary metabolites against many pathogens, to identify and
evaluate natural products to assure consumers a safe, wholesome, and METHODS
nutritious food supply [10].

To the best of our knowledge, there are no reports about antioxidant
proprieties and antibacterial activity against bacteria responsible for
nosocomial infections for the two thymus species (Blecherianus and
Riatarum). Therefore, the objective of the present study is to investigate
the chemical constituents of T. riatarum and T. blecherianus EOs as well
as to evaluate, for the first time, their antioxidant and antibacterial
activities.

Plant material

The genus Thymus (Family Lamiaceae) comprises about 215 species of Fresh leaves of T. blecherianus and T. riatarum were collected in Morocco
herbaceous perennials and subshrubs [11]. While the Mediterranean at flowering stage (Mars 2016) from the region of Taza. They were
region has been recognized as the center of this genus [13], twenty identified by Professor Amina Bari, botanist Department of Biological
one species of thyme have been identified in Morocco, twelve Sciences, Faculty of Science, Sidi Mohammed Ben Abdellah University,
are endemic [12]. Some of these species have been used for their Fez (Morocco). The leaves were dried for 7-10 days in the shade and
preservative and medicinal properties [2] and have been added to then stored in cloth bags at 5°C until extraction.

foods (condiment and spice) [14] their EOs has found applications in

cosmetic, such as toothpastes and deodorants [15]. Previous studies Preparation and analysis of EO

have demonstrated that Thymus species have strong insecticide, Dried shoot was hydro-distilled for 3 h with 500 ml of water

antioxidant, antibacterial, antifungal, antiviral, anti-inflammatory, and using a Clevenger-type apparatus, according to the European
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Pharmacopoeia [22]. The EOs obtained were dried over anhydrous
sodium sulfate and stored in a refrigerator at 4°C before analysis. The
oil yield was based on dry weight of the simple.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS)

The EOs compounds were analyzed on a Thermo Fischer capillary gas
chromatograph directly coupled to a mass spectrometer system (model
GC ULTRA S/N 20062969; Polaris QS/N 210729), HP-5MS nonpolar
fused silica capillary column (60 m x 0.32 mm, 0.25 um film thickness).
The temperature was maintained at 40°C for 2 min, then increased at a
programmed rate of 2°C per min to a final temperature of 260°C, which was
maintained for 10 min; injector temperature 250°C. The helium was used as
carrier gas ata flow rate of 1ml per min. Each sample was run in hexane with
a dilution ratio of 10:100. Compounds were identified by matching their
MS and retention index with those reported in literature [23]. The injected
specimen volume was 1 pl of diluted oil; split injection technique; ionization
energy 70eV in the electronic ionization mode; ion source temperature
200°C, scan mass range m/z 40-650; and interface line temperature 300°C.
The EO components were identified by comparing their retention times and
mass fragmentations with NIST-MS and literature comparison [24].

Bacterial strains

Five  Gram-negative  bacteria  (Escherichia  coli,  Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumani, and
Citrobacter sp.) and one Gram-positive bacteria (Staphylococcus
aureus). These bacterial strains which are responsible for nosocomial
infections were isolated in a hospital environment from clinical patients
in reanimation service (CHU, Morocco).

Antibacterial activity assessment

The antibacterial power of T riatarum and T blecherianus EOs was
determined using the agar disk diffusion procedure was adapted from
a method used earlier [25]. Each microorganism stock was suspended
in Mueller-Hinton (MH) broth and incubated at 37°C for 18-24 h.
The overnight cultures were diluted and adjusted to get a density of
1-5 x 10° CFU/ml (0.5 McFarland turbidity standards). They were
flood-inoculated onto the surface of MH agar plates and 6 mm diameter,
sterile filter discs of Whatman paper N°3, impregnated with 15 pg/disc
of the EO and were delivered onto the inoculated agar MH. All plates
were incubated for 18 h at 37°C. Antibacterial effect was tested by
measuring the zones of inhibition. The antibiotic standards used were
imipenem, ampicillin, pristinamycin, and ceftriaxone [26-28]. The tests
were carried out in triplicates.

Determination of minimal inhibitory concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) was performed using a
microdilution assay in 96-well plates according to the experiment of the
National Committee for Clinical Laboratory Standards [29] with some
modification; the different concentrations of thymus EO are prepared in a
suspension containing 0.2% agar in sterile distillate water to disperse the
compounds without adding solvent or detergent [30]. They are carried
out by successive dilutions 1/2 ranging from 20 to 0.039 mg/ml. The
concentrations obtained in the well were between 5 and 0.0097 mg/ml.
The bacterial suspensions were prepared in the same manner described
previously and diluted in MH broth and plated in 96 well plates at
a density of 1-5 x 10° CFU/ml. Thymus EO was added at different
concentrations at the corresponding wells to determine MIC values.
Finally, all plates were incubated at 37°C for 18-24 h, bacterial growth
was visually by adding to each well 20 ul of 2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride aqueous solution (1%), with additional incubation for 1 h. MIC
was the lowest concentration that does not produce red color [31].

Antioxidant activity

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH) radical
activity

The DPPH test was introduced 50 years ago by Blois [32]. The ability
of EOs to scavenge the DPPH radical was measured using the method
described by Wu et al. [33]. 0.1 ml of EOs or standard was added with

1.5 ml of an ethanolic solution containing 0.1 mmol of DPPH. After 30 min

scavenging
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of incubation time at room temperature in the dark, the absorbance of the
mixture was measured at 517 nm with a spectrophotometer (Jasco V-530).
The inhibition percentage was calculated by the following equation:

1(%) = (1-(A /A,))*100

Where A and A_ were the absorbances of the negative control and
the sample, respectively. Butylated hydroxytoluene (BHT) served as
positive control. The IC, values were defined as the concentration of
causing a 50% inhibition of DPPH radical.

Reducing power capacity

The reducing capacity of the tested EOs was determined in accordance
with the procedure of Oyaizu [34]. 100 pl of EO was mixed with 500 pl
of phosphate buffer (0.2M, pH 6.6) and 500 pl of potassium ferricyanide
[K,Fe(CN),] 1%. The obtained solution was incubated for 20 min at 50°C.
The mixture was acidified with 500 pl of trichloroacetic 10%, which was
then centrifuged for 10 min at 3000 rpm. The upper layer of the solution
(2.5 ml) was mixed with 500 pl of distilled water, and 100 ul of FeCl, (0, 1%)
and the absorbance was measured at 700 nm (Jasco v-530). Quercetin
was used as a standard. The results were expressed as IC,;, (mg/ml).
IC,, (concentration corresponding 0.5 of absorbance) was calculated by
plotting absorbance against the corresponding concentration.

Total phenolic content (TPC)

TPC of the volatile extracts was determined by the Folin-Ciocalteu
method [35]. The 0.5 ml of a known dilution of the EO and 2 ml of 7%
sodium carbonate solution were added to 2.5 ml of 10% (v/v) Folin-
Ciocalteu reagent. The absorbance was read at 760 nm (Jasco v-530)
after 2H of reaction at room temperature in the dark. Gallic acid was
used as a standard for the construction of a calibration curve. Total
phenols contents were expressed as milligrams of gallic acid equivalents
per gram of EO (mg GAE/g EO).

Total flavonoids contents (TFC)

TFC of volatile extracts were measured by the aluminum chloride
colorimetric assay [36]. 1ml of sample or rutin standard solution was
added into a 10 ml volumetric flask containing 4 ml of distilled water.
To the flask 0.30 ml 5% NaNO, was added, after 5 min, 0.3 ml 10% AICI,
was added to react for 6 min. After that, 2 ml NaOH (1M) was added,
and the total was made up to 10 ml with distilled water. The solution
was mixed, and absorbance was measured against the blank at 510 nm
(Jasco v-530). Rutin was used as a standard for the construction of the
calibration curve. TFC were expressed as milligrams of rutin equivalents
per gram of EO (mg RE/g EO). All samples were analyzed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

EOs composition

The EO obtained from leaves of T blecherianus and T. riatarum was
yellow in color with a yield of 2% and 0.5% (v/w), on dry weight basis,
respectively. The obtained yield is higher then the results of studies of
the same species with a yield of 1.75% and 0.26% for T. blecherianus
and T riatarum, respectively [37,38].

The analysis of two EOs was carried out using GC and GC-MS (Table 1).
15 compounds constitute 99.6% of the total T. riatarum EO. The main
compounds identified were thymol (28.8%), borneol (20.0%), and
a-phellandrene (13%). A different composition has been reported
recently for the same species, with the main compounds were
borneol (41.67%), terpinene-4-ol (8.65%), and trans-caryophyllene
(7.59%) [38]. Another study of this EO demonstrated that the
major constituents were carvacrol (22.3%), p-cymene (17.5%), and
a-terpinene (10.3%) [39]. Furthermore, Belmalha et al. revealed also
the chemical composition of T. riatarum with 33 compounds identified
(87.71%); borneol (31.3%) as the most abundant compound [40].

Regarding the EO compositions of T blecherianus characterized by 11

compounds amounted to 98.2%. The oil was dominated by carvacrol
(45.9%) followed by bornyl acetate (20.1%) and borneol (15.7%).
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Amarti et al. revealed a different chemical composition for the same
species, which the main constituents are a-terpinene (42.20%) and
thymol (23.90%) [37]. The difference in the composition of EOs of the
same species was attributed to various factors such as climate conditions,
geographical location, harvesting period, and distillation method [41].

Antibacterial activity

The antibacterial effect of the EOs of T. blecherianus and T. riatarum was
tested against six bacteria strains: E. coli; P aeruginosa; K. pneumonia;
S. aureus; A. baumannii, and Citrobacter sp. responsible for nosocomial
infections in Center Hospital University of Fez Morocco.

The results from the antibacterial activity tested by diffusion in agar
disc method are summarized in Table 2. All bacterial strains were
susceptible to Thymus EOs studied. According to our results (Table 2),
the two EOs were generally more effective against Gram-positive
than Gram-negative bacteria; the higher antibacterial effect of EOs of
T. blecherianus and T. riatarum was observed against S. aureus strain
with 20.1+0.1 mm for T blecherianus and 21+0.5 mm for T riatarum.
However, the lowest inhibition was showed against A. baumannii and
Citrobacter sp. respectively. On the other hand, the antibacterial effect
of two thymus EOs showed stronger activity when compared to all
standard antibiotics used as positive controls except IMP.

The antibacterial activity evaluation using the microdilution method
(Table 2) showed that T. blecherianus and T. riatarum EOs are efficient at
various concentrations ranging from 0.019 to 0.156 mg/ml. As presented
in Table 2, the highest effective concentration was 0.019 mg/ml against
S. aureus for two EOs and also against K. pneumonia for only T. riatarum.

Our results are highest than those reported by El Bouzidi et al. about
the effective activity of wild and cultivated EO of T. maroccanus against

Table 1: Volatile compounds (%) of EOs of studied Thymus

spices
Component RI Tr (%) Tb (%)
a- thujene 930 2.6 1.4
a-pinene 943 7.3 0.9
Camphene 957 2.1 1.3
o -Phellandrene 1003 13.0 0.6
2-carene 1007 0.8 -
3-carene 1020 1.2 3.1
Borneol 1170 20.0 15.7
Bornyl acetate 1289 4.9 20.1
Thymol 1297 28.8 5.0
Carvacrol 1305 2.3 45.9
Acethyl thymol 1357 4.6 -
Eugenol 1375 7.7 3.1
Longifolene 1403 1.1 -
Caryophyllene 1420 1.7 1.1
Caryophyllene oxide 1457 1.5 -
Total 99.6 98.2

RI: Retention index, Tr: Thymus riatarum, Tb: Thymus blecherianus, EOs:
Essential oils
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S. aureus with MIC = 0.46 and 0.96 mg/ml], respectively [17]. Rota et al.
showed an increased sensitivity of S. aureus for the Thymol chemotype
of Thymus zygis ssp. Gracilis [42]. However, Kaloustian et al. found that
E. coliis more susceptible than S. aureus to Thyme [43]. Previous studies
are also demonstrated that T riatarum and T. numidicus EO exhibited
a significant antibacterial activity which S. aureus showed higher
inhibition [38,44]. This great antibacterial activity of thyme EO can be
explained by the presence of carvacrol and thymol [45,46], it is possible
that other minor constituents are also contributing to the activity, as
well as the synergistic impact of their combination in EO [47].

Antioxidant activity
DPPH radical scavenging activity

The antioxidant effect was often tested by the DPPH scavenging
activity assay. Table 3 depicts DPPH results of T blecherianus and
riatarum EOs. As can be seen, T riatarum had the greatest radical
scavenging capacity with an IC,  value of 5.75+0.06 mg/ml followed
by T blecherianus (IC,= 6.87+0.3 mg/ml). However, when compared
to the pure reference antioxidant BHT (0.11+0.002 mg/ml), all the
tested EOs showed a significantly lower antioxidant activity (p<0.05).
T bleherianus EOs showed the lowest activity than that founded by
Amarti et al. (IC,; = 77.8 ug/ml) [48], and also lowest than T. serpyllum,
Thymus algeriensis, and Thymus vulgaris with IC, = 0.96 pg/ml,
IC,, = 1.64 pg/ml, and IC,; = 4.80 ug/ml, respectively, reported by
Nikoli¢ et al. [49].

Recently, the demand for natural antioxidants for food conservation is
one of the important trends in the food industry. Synthetic antioxidants
such as BHT are toxic and carcinogenic [50]. This is why the use of EOs as
natural antioxidants has attracted increasing interest in recent decades.

Ferric reducing/antioxidant power (FRAP) capacity

The reducing power capacity is a useful method for measuring antioxidant
activities [51]. In this assay, hydroxyl radicals are generated by the reaction
of Fe?" and H,0,, and the antioxidant agents reduce the generation of
hydroxyl radicals by chelating Fe?* [52]. The results of this activity (Table 3)
showed that the EOs of the two plants have a comparable reducing
capacity against the ferric ion; 14.73+0.25 mg/ml for T blecherianus and
11.86+0.15 mg/ml for T riatarum which is lowest than T. serpyllum and
T algeriensis EO (IC,, = 0.66 pg/ml and 0.68 ug/ml, respectively) [49]
and lowest than wild and cultivated T. maroccanus with IC, = 139.31+1.08
and 149.41+1.13 pg/ml, respectively [17]. Tohidi et al. demonstrated that
the reducing ability of the Thymus species was observed to increase with
increasing EO concentration [53]. Previous studies have also reported the
antioxidant activity of EOs from different Thymus species [48,49]. The
antioxidant activity of Thymus oils is often attributed to the presence of
thymol, carvacrol, phenolic acids, and flavonoids [54].

TPC and TFC

It is generally demonstrated that the antioxidant activity of plant EOs
is correlated with the TPC and TFC [51]. Therefore, to determine the
antioxidant activity of T blecherianus and Riatarum EOs, we analyzed
the TPC and TFC of each test sample and results are presented in
Table 4.

Table 2: Antimicrobial activity of Thymus blecherianus and Thymus riatarum EOs using disk diffusion assay and antibiotic standards

Bacterial species Thymus blecherianus EOs

(15 pl/disc)

Thymus riatarum EOs
(15 pl/disc)

Antibiotic standards

DD (mm) CMI (mg/ml) DD (mm) CMI (mg/ml) DD (mm)
Escherichia coli 12+0.2 0.156 15+0.8 0.078 18 (IMP), 5 (AMP), 0 (CEC), 12 (PT)
Klebsiella pneumoniae 14.3+0.8 0.078 18+0.6 0.019 30 (IMP), 0 (AMP), 12 (CEC), 10 (PT)
Staphylococcus aureus 20.1+0.1 0.019 21+0.5 0.019 39 (IMP), 0 (AMP), 10 (CEC), 16 (PT)
Pseudomonas aeruginosa 16+0.5 0.078 17.6+0.8 0.039 28 (IMP), 8 (AMP), 0 (CEC), 10 (PT)
Acinetobacter baumannii 10.6%0.7 0.156 14.3+0.1 0.078 22 (IMP), 0 (AMP), 5 (CEC), 6 (PT)
Citrobacter sp. 12+0.5 0.078 15.5+0.9 0.078 17 (IMP), 8 (AMP), 15 (CEC), 8 (PT)

MIC: Minimum inhibitory concentration, DD: Disk diffusion assay, diameter of inhibition zone including disk diameter of 6 mm., EOs: Essential oils
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ABSTRACT

In order to elucidate the chemical character of lemon thyme that grows wild in Morocco (Thymus citriodorus L.), chromatography
(GC) and (GC—MS) was used to analyze the Hydro-distilled essential oil from this Moroccan Thymus specie. Forty three components
representing 95.4% of the total oil composition were identified. The yield of essential oil was 1% and the predominant components
were as follows: terpinyl formate (10.4%), geraniol (8.7%), isogeraniol (7.2%), cubenol (7%), citronellyl tiglate (6.4%), Thymol (5.3%),
pulegone (4.8%) and Caryophyllene oxide (4%). Antibacterial activity of the oil was tested against five bacterial strains responsible of
Nosocomial Infection: Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumonia; Staphylococcus aureus and Citrobacter sp
through using disc diffusion method. Results showed that the essential oil from Thymus citriodorus exhibited the higher activity
against all bacterial strains tested. Therefore, the essential oil extracted from lemon thyme can be used to clean the environment of

polyvalent reanimation and Anesthesia service.

Keywords: Thymus citriodorus, Essential oils, Chemical composition, Antibacterial activity, Nosocomial infection.

INTRODUCTION

he genus Thymus (family Lamiaceae) is widely
distributed in the Mediterranean region.1 There are
twenty one species of this genus in Morocco,
.2 .
twelve are endemic.” Some of these species have been
used as infusions, powders and decoctions for their
preservative and medicinal properties * and have been
added to foods *; their oil is applied in cosmetic such as
deodorants and toothpastes.5
The previous studies reported that Thymus species have
strong antibacterial 5 7, antifungal 8, antioxidant 10,
. 11 . . .. el 3
anticancer 7, antispasmodic and antiviral activities.

Until recently, essential oils have been studied most from
the viewpoint of their flavour and fragrance chemistry
only for flavouring foods, drinks and other goods.
Actually, however, the essential oils of plants have been
of great interest as sources of natural products and
biologically active compounds because of their relatively
safe status, their wide acceptance by consumers, and
theirzexploitation for potential multi-purpose functional
1
use.

However, a number of Essential Oil (EO) components
have been identified as effective antibacterial against
multiple microorganismsla’u’lsand numerous publications
have presented data on the composition of the various
EOs."® The essential oils from different Thymus species
are characterised by their high content of monoterpenes
especially phenolic compounds (thymol and carvacrol)
and other more or less biologically active compounds

(eugenol, p-cymene, Y-terpinene, linalool, geraniol and
. 17,18,19,3
bornéol).

Furthermore, the Thymus essential oils are being
regarded as the most potent antimicrobial plant agents
because of their highest activity, especially pathogens
resistant to antibiotic.” >

The objectives of the present study was to determine, for
the first time, the chemical composition of the leaf
essential oil of Thymus citriodorus from Morocco, as well
as to evaluate its antibacterial activity against five
bacterial strains responsible of Nosocomial Infections
encountered in the University Centre Hospital of Fez
(Morocco).

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Fresh leaves of Thymus citriodorus were collected in
Morocco at flowering stage (Mars 2014) from the region
of Berkin. They were identified by Professor Amina Bari,
botanist (Department of Biological Sciences, Faculty of
Science, Sidi Mohammed Ben Abdellah University, Fez
(Morocco).

Preparation and analysis of essential oil

Air-dried leaves were subjected to hydrodistillation for 3
h with 500 ml distilled water using a Clevenger-type
. .21
apparatus, according to the European Pharmacopoeia.
Essential oil yields of T. citriodorus were 1% (v/w)
respectively. The oils obtained was collected and dried
over anhydrous sodium sulfate and stored in a

®
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refrigerator at 4-5°C prior to analysis. Oil yield was based
on dry weight of the simple.

GC and GC-MS analysis

The isolated oil was diluted with hexane (dilution ratio
10:100), and 1 mL was sampled for the gas
chromatographic analysis. Trace gas chromatograph (GC)
(ULTRA S/N 20062969, Thermo Fischer), gas
chromatograph equipped with HP-5MS non polar fused
silica capillary column (60 m x 0.32 mm, film thickness
0.25 mm) was used. Operating conditions: oven
temperature program from 50 _C (2 min) to 280 _C at 5
_C/min and the final temperature kept for 10 min; 2“split
mode” ratio 1:20; carrier gas Azoth (N), flow rate 1 mL/
min; temperature of injector and detector (flame
ionization detector) were fixed at 250 _C and 280 _C,
respectively.

Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS)

The volatile constituents were analysed on a Thermo
Fischer capillary gas chromatograph directly coupled to a
mass spectrometer system (model GC ULTRA S/N
20062969; Polaris QS/N 210729), HP-5MS non polar fused
silica capillary column (60 m x 0.32 mm, 0.25 um film
thickness). The oven temperature was maintained at 40°C
for 2 min, then increased at a programmed rate of
2°C/min to a final temperature of 260°C, which was
maintained for 10 min; injector temperature 250°C. The
carrier gas was helium at a flow rate of 1ml/min. Samples
were run in n-hexane with a dilution ratio of 10:100.
Compounds were identified by matching their MS and
retention index with those reported in the literature.”
The volume of injected specimen was 1ul of diluted oil;
split injection technique; ionization energy 70eV in the
electronic ionization mode; ion source temperature
200°C, scan mass range m/z 40-650, and interface line
temperature 300°C. The essential oil components were
identified by comparing their retention times and mass
fragmentations with the NIST-MS and by literature
comparison.23

Antimicrobial activity assessment

The microorganisms tested were the Escherichia coli;
Pseudomonas  aeruginosa;  Klebsiella  pneumonia;
Staphylococcus aureus and Citrobacter sp. These were
isolated in a hospital environment from clinical patients in
reanimation  service (CHU, Morocco). For the
susceptibility screening test, an agar-disc-diffusion
procedure was adapted from a method used earlier.”*
Each microorganism stock was suspended in Mueller-
Hinton (MH) broth and incubated at 37°C for 18-24 h.
The overnight cultures were diluted and adjusted in order
to get a density of 10® CFU/ml (0.5 McFarland turbidity
standards). They were flood-inoculated onto the surface
of MH agar plates and 6 mm diameter, sterile filter discs
of Whatman paper N;, impregnated with 15 pg/disc of
the essential oil were delivered onto the inoculated agar
MH. The plates were incubated for 18 h at 35°C.
Antimicrobial activity was evaluated by measuring the

ISSN 0976 — 044X

zones of inhibition. The antibody standards used were
Imipenem, Ampicillin, Kanamycin and Ceftriaxone.”> *°
The tests were carried out in triplicates.

RESULTS AND DISCUSSION
Essential oils composition

Table 1: Chemical composition of the essential oil from
leaves of Thymus citriodorus (%).

Compounds % RI
3-Carene 0.4 917
m-Mentha-4,8-diene 2.7 923
Terpinyl propionate 2.2 929
2,3-bornanediol 0.6 932
1R-a-Pinene 0.4 937
Isopulegyl acetate 1.9 941
p-mentha-1,4-diene 0.3 954
Squalene 1.6 960
Terpinene 0.3 970
Phorbol 0.9 974
terpinyl formate 10.4 984
Camphidine 1.3 987
p-menth-4-en-3-one 2.8 1004
isogeraniol 7.2 1012
Pulegone 1.0 1014
Humulene 0.8 1016
4-Guaiene 0.3 1024
citronellyl tiglate 6.4 1027
Pulegone 4.8 1033
Geraniol 8.7 1036
Caryophyllene 3.0 1063
A-terpenyl ester 0.3 1073
Eudesma-4,11-diene 0.4 1075
Longifolene 3.9 1086
Himachala-2,4-diene 1.6 1089
Himachala-3(12),4-diene 1.4 1093
Isoledene 0.6 1094
Di-epi-a-cedrene 0.5 1096
Patchoulene 1.7 1199
Muuralene 0.92 1100
A-santol acetate 0.2 1102
A-cedrene oxide 5.3 1102
Thymol 7.0 1108
Cubenol 0.5 1111
C-Himachalene 0.3 1113
Neoisolongifolene,8-bromo 3.2 1115
Calarene epoxide 4.0 1118
Caryophyllene oxide 0.5 1121
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Egiglobulol 0.9 1122
Spathulenol 0.9 1125
Farnesyl bromide 1.2 1128
Calarene epoxide 0.4 1132
Ledene oxide 0.5 1134
A-terpenyl ester 0.3 1073
Eudesma-4,11-diene 0.4 1075
Longifolene 3.9 1086
Himachala-2,4-diene 1.6 1089
Himachala-3(12),4-diene 1.4 1093
Isoledene 0.6 1094
Di-epi-a-cedrene 0.5 1096
Patchoulene 1.7 1099
Muuralene 0.9 1100
A-santol acetate 2.0 1102

Abbreviations: Retention index (Rl); Area (%).

The chemical compositions and yields of essential oils
from leaves of Thymus citriodorus reported in Table 1.
The Essential oils of this genus from Morocco, which has
not been investigated before, were yellow in color and
were obtained in a yield of 1% (v/w), on dry weight basis.
KIZIL et al. reported that the essential oil of Thymus
citriodorus in turkey was 0.9%.”” In other studies, Bagdat
et al. indicated that the yield of essential oil from T. x
citriodorus was identified between 1.30 and 1.43%.%®

The GC-MS analyses led to the identification of Forty
three compounds constituting 95.4% of the total essential
oils of T.citriodorus. Table 1 depicts the identified
compounds and their percentages as well as their RI
values. The major constituents identified were terpinyl
formate (10.4%), geraniol (8.7%), isogeraniol (7.2%),
cubenol (7%), citronellyl tiglate (6.4%), Thymol (5.3%)
pulegone (4.8%) and Caryophyllene oxide (4%). A
different composition of essential oil of China T.
citriodorus in which the main components were borneol
(28.82%), thymol (14.43%), 3, 7-dimethyl-1, 6-octadiene-
3-ol (8.26%), 1-methyl-4-[alpha-hydroxy-isopropyl]
cyclohexene (8.23%) and terpenes camphor (5.1%) %% and
to the essential oils of Turkey T. citriodorus in which the
major constituents were trans geraniol (30.07%), trans-
citral (15.06%), cis-citral (11.71%), and cis- geraniol
(7.65%).27 However, the main constituents of the essential
oil of Thymus citriodorus from Iran were geraniol (54.4%),
geranial (13.9%), neral (10.1%), nerol (5.2%), 3-octanone
(3.3%) and borneol (3.2%).30 Stahl-Biskup and Holthuijzen
indicated previously for the same species that geraniol
was the main compound (more than 60%), geranyl
acetate (1.0%), geranyl butyrate (0.8%), nerol (2.8%), and
citronellol (0.3%).*" Bagdat et al. also founded that the
main component of Thymus citriodorus essential oil was
geraniol (from twenty-one constituents).”®

ISSN 0976 — 044X

The differences between the results of our study and
those of other studies highlight the impact that
geographical and ecological factors can have on the
qualitative and quantitative characteristics of the
essential oils produced. In addition, other factors, such as
the developmental stage of the plant and growing
conditions, can influence the essential oil composition32
and that geraniol can be characterize the Essential Oils of
Thymus citriodorus.>® >

Antimicrobial activity

Table 2: Antimicrobial activity of Thymus citriodorus
essential oils using disc diffusion assay.

Inhibition zone (mm)

) ) Essential oils L.
Bacterial species (15ul/disc) Antibiotic standards
L . 40(IMP), O(AMP),
+
Escherichia coli 32+0.76 15(CT), 15(K)
K/ebszellg 16+0.57 34(IMP), O(AMP),
pneumoniae 12(CT),10(K)
Staphylococcus 10405 16(IMP), O(AMP) ),
aureus 10(CT),18(K)
Pseudomonas 1240.8 44(IMP), O(AMP),
aeruginosa 0(CT),8(K)
Citrobacter sp 28+0.86 SR, OGLI)

15(CT),10(K)

Abbreviations Standard antibiotic disks: Imipenem IMP,
Ampicillin AMP, Ceftriaxone CT, Kanamycin K.

The antibacterial activity of the essential oils of T.
citriodorus was assayed in vitro following the diffusion in
agar disc method using five bacteria strains Escherichia
coli; Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumonia;
Staphylococcus aureus and Citrobacter sp responsible for
nosocomial infections in Centre Hospital University of Fez
Morocco. Table 2 shows the microbial growth inhibition
achieved by the Eos assayed. As can be seen, strong
activities were observed against Escherichia coli and
Citrobacter sp with an inhibition zone of 32 and 28 mm
respectively. Antibacterial activities were also observed
against Klebsiella pneumonia (16 mm), Pseudomonas
aeruginosa (12 mm) and Staphylococcus aureus (10 mm).
All strans were resistant to Ampicillin and sensible to
Imipenem (Table 2). This later drug is typically used for
the treatment of hospitalised patients with Nosocomial
Infection in order to avoid bacterial resistance.

CONCLUSION

In this study, we report for the first time antimicrobial
activity of essential oil of Moroccan Thymus citriodorus.
Based on the results obtained, it is possible to conclude
that the Thymus citriodorus essential oil has a stronger
antibacterial activity than standard antibiotics used us
controls such as Ampicillin and Ceftriaxone. The
performance of the essential oil, on different strains
bacterial, can lead to a thorough study and prospects for
their application as a phytomedicine and food
preservation agent.
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Abstract

Thymus riatarum (Family Lamiaceae) is endemic Moroccan species used at numerous medicinal and culinary effects. The objective of the
current study is to determine, for the first time, antioxidant activity, total flavonoid and total phenolic content of four extracts (water, methanol,
ethanol, and ethyl acetate) of Thymus riatarum aerial parts from Morocco. The antioxidant properties were evaluated in vitro using five
separate methods, inhibition of free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), measurement of total antioxidant capacity, ferric
reducing/antioxidant power (FRAP) assays, Total phenolic, and total flavonoid contents. The ethanol extract was able to reduce the stable free
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) with an ICs, value equal to 0.11+0.016 mg/ml and showed an important total antioxidant, which
was probably due to its high polyphenols content (328.5+3.216 mg GAE/g DW). The reducing power of water extract was found superior than
those of synthetic antioxidants (0.150+0.013 mg/ml). However, flavonoids were determined at the highest level in ethyl acetate extract. These
findings suggest that Thymus riatarum may be a new potential source as a natural antioxidant and recommended for further food applications.
Keywords: Antioxidant activity, DPPH, Flavonoids contents, FRAP, Thymus riatarum, Total phenolic content.

INTRODUCTION
Various plants have used as both traditional medicine and food
throughout the world. Therefore, investigation of natural
antioxidant has been a major research interest for the past two
decades as many studies interest institutions have been screening
plant materials for possible antioxidant properties [1].
Oxidative stress is important from a biomedical point of view
because it caused a variety of human chronic diseases, such as
diabetes, allergies, cardiovascular, neurodegenerative and
inflammatory diseases.
The Mediterranean region can be described as the center of the
genus Thymus (family Lamiaceae) [2]. This genus is represented
in Morocco by twenty one species, twelve are endemic [3]. Some
of these species have been used for their preservative and
medicinal properties [2] and have been added to foods (condiment
and spice) [4] their oil and extracts has found applications in
cosmetic, such us toothpastes, and deodorants [5]. It is reported in
the previous research that Thymus species have strong
antibacterial [6], antioxidant [7], antifungal [8, 9] antispasmodic
carminative [10], diuretic effects [11] and antiviral activities [2].
In the present paper, we report the results of a study aimed to
evaluate the antioxidant activities of methanol, ethanol, aqueous
and ethyl acetate extracts of Thymus riatarum. These activities
were determined by using five in vitro assays: inhibition of free
radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), measurement of
total antioxidant capacity, ferric reducing/antioxidant power
(FRAP) assays, Total phenolic, and flavonoid. To the best of our
knowledge, the antioxidant activities of Thymus riatarum extracts
have not been carried out.

MATERIAL AND METHODS
Reagents and standards
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  radical (DPPH), Butylated
hydroxytoluene (BHT), aluminum chloride (AICI3), sodium
phosphate, ammonium molybdate, iron Il chloride (FeCLsj),
potassium ferricyanide (KsFe(CN)g), sodium nitrite (NaNO,),
ascorbic acid, gallic acid and Folin-Ciocalteu were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium carbonate
(Na,COs) was purchased from Prolabo (Paris, France). All the
other chemicals and solvents used were of analytical grade.
Plant materials
Aerial parts of Thymus riatarum were collected in January 2016 in
a winery located in hills in the region of Taza, 100 km from Fez
city, Morocco. They were identified by Professor Amina Bari,
botanist (Department of Biological Sciences, Faculty of Science,

Sidi Mohammed Ben Abdellah University, Fez (Morocco). The
plant material was dried for 7 to 10 days in the shade, and then
stored in cloth bags at 5°C until extraction.

Preparation of extracts

Plant material was powdered (5g) and extracted with 100 ml of
solvent (water, methanol, ethanol, and ethyl acetate) for 8 h using
a Soxhlet extractor. Afterwards, all the resulting extracts were
filtered and evaporated under reduced pressure at 40°C using
rotary evaporator. The obtained extracts were kept in sterile
sample tubes and stored in a refrigerator at 4°C.

Statistical analysis

Means of triplicate analysis were calculated and data was
expressed as mean + SD. One-way ANOVA statistical analysis
followed by Tuckey-test was performed using the GraphPad
Prism 5 (Microsoft Software) for comparison between the
extracts. A difference was considered to be statistically significant
when P < 0.05.

Total phenolic content

Total phenolic content of the extract was determined by Folin-
Ciocalteu method [12]. The 0.5 ml of a known dilution of the
extract and 2 ml of 7% sodium carbonate solution was added to
2.5 ml of 10% (v/v) Folin-Ciocalteau reagent. The absorbance
was read at 760 nm (Jasco v-530) after 2H of reaction at room
temperature in the dark. Gallic acid was used as standard for the
construction of calibration curve. Total phenols contents were
expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram
powder (mg GAE/g DW).

Total flavonoids contents

Total flavonoids contents of extracts were measured by the
aluminium chloride colorimetric assay [13]. 1 ml of sample or
rutin standard solution was added into a 10 ml volumetric flask
containing 4 ml of distilled water. To the flask 0.30 ml 5% NaNO,
was added, after five minutes 0.3 ml 10 % AICI; was added to
react for six min. After that, 2 ml NaOH was added and the total
was made up to 10 ml with distilled water. The solution was
mixed and absorbance was measured against the blank at 510 nm
(Jasco v-530). Rutin was used as standard for the construction of
calibration curve. Total flavonoids contents were expressed as mg
rutin equivalents per gram dry weight of each extract (mg RE/g
DW). All samples were analyzed in triplicate.

Antioxidant activity

DPPH radical scavenging activity

The DPPH method was introduced 50 years ago by Blois [14].
The ability extracts to scavenge the DPPH radical was measured
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using the method by Wu et al. [15]. 0.1 ml of various
concentrations of extracts or standard was added to 1.5 ml of
ethanolic solution containing 0.1 mmol of DPPH (2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). The absorbance of the mixture was measured at
517 nm with a spectrophotometer (Jasco V-530) after 30 min of
incubation time at room temperature in dark. The percentage
inhibition was calculated by the following equation:

I (%) = (1-(As/ Ag))*100
Where A, is the absorbance of the negative control, and A is the
absorbance of the sample. BHT served as positive control. The
ICs values were calculated as the concentration of causing a 50 %
inhibition of DPPH radical.
Reducing power capacity
The reducing capacity of the tested extract was determined in
accordance with the procedure of Oyaizu [16]. 100 pl of extract
was mixed with 500 pl of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and
500 pl of potassium ferricyanide [KsF, (CN)g] 1%. The obtained
solution was incubated at 50 °C for 20 min. The mixture was
acidified with 500 pl of Trichloracetic (TCA) 10 % which was
then centrifuged at 3000rpm for 10 min. The upper layer of the
solution (2.5 ml) was mixed with 500 ul of distilled water and 100
pl of FCls (0.1 %), and the absorbance was measured at 700 nm
(Jasco v-530). Quercitine was used as standard. The results were
expressed as ICsy (mg/ml). ICsy (concentration corresponding 0.5
of absorbance) was calculated by plotting absorbance against the
corresponding concentration.
Total antioxidant capacity
The assay was based on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) and
subsequent formation of a green phosphate/Mo (V) complex in
acid pH [17]. A total volume of 25 pl oils dissolved in ethanol
was added to 1 ml of reagent solution (0.6 mol/l sulphuric acid, 28
mmol/l sodium phosphate and 4 mmol/l ammonium molybdate).
The mixtures were incubated at 95 °C for 90 min then cooled to
room temperature. The absorbance was measured at 695 nm
(Jasco v-530). The total antioxidant activity was expressed as the
number of equivalence of ascorbic acid (mg AAE/g DW).

RESULTS AND DISCUSSION
Total phenolic (TPC) and total flavonoids (TF) contents

Table 1: Total phenolic and flavonoid contents of extracts from
T.riatarum

Sokmen et al. [18], T. serpyllum (113 mg/g of an ethanol extract,
reported by Mata et al. [19], T. vulgaris harvested in Iran
(5.82+£0.42 mg gallic acid (GAE)/g) reported by [20], Thymus
caramanicus (124.30 mg GAE/Q) reported by Safaei-Ghomi et al
.[21], T. satureioides collected from Morocco (48.43 mg eqAG/g)
reported by [22] and in Italy, T. vulgaris (165.1 mg GAE/Q)
reported by Mancini et al. [23]. While T.capitatus showed a total
flavonoid content value of (10.62+0.24 mg QE/g DW) [24].
Baharfar et al. [25] recorded that the flavonoid contents value of
T. kotschyanus ranged from 32.04-74.60 mg QE/g DW. Other
research  demonstrated that the aqueous extract of
T. satureioides, T. atlanticus, and T. zygis had a greater flavonoid
contents (182.79 + 3.23 mg QE/g DW) (155.11 + 3.90 mg QE/g
DW) and (208.13 + 4.20 mg QE/g DW) respectively [35]. This
difference in results depends on the type of solvent and the
methods of extractions [26]. Previous studies have shown that the
amount of phenol compounds in plants depend also on biological
factors and environmental conditions (temperature, water stress
and salinity). In other hand, a recent research by Pereira and
Cardoso [27] summarized the polyphenolic compositions of
various Thymus species. In addition, various experimental
investigations have shown that many secondary metabolites such
as polyphenol compounds extracted from medicinal and aromatic
plants had a high antioxidant activity due to their hydroxyl groups
and protected more efficiently against many diseases caused by
free radical [28].

DPPH radical scavenging activity
Table 1: DPPH radical scavenging activity and ferric reducing
power capacity of different extracts from Thymus riatarum.

Type of DPPH FRAP
extracts (mg/ml) (mg/ml)
Ethanolic 0.110+0.016° 0.312+0.017°
Methanolic 0.085+0.010° 0.179+0.013¢
Ethyl acetate 0.76620.028" 0.639+0.053*
Aqueous 1.079+0.016° 0.150+0.013¢

BHT 0.119+0.002° -
Quercitine - 0.03+0.006°

Type of Total phenolic content ~ Total flavonoid content

extracts (mg GAE/g DW) (mg RE/g DW)
Ethanolic 328.5+£3.216% 212.3+1.528°
Methanolic 291.2+1.767° 192+1.732°
Ethyl acetate 3.850+0.196° 349.7+1.155%
Aqueous 170.9+1.863° 13.78+0.347°

All the results were expressed as mean + SD of three different trials. a —d
Column wise values with same superscripts of this type indicate no
significant difference (P<0.05). In each line, values followed by different
letters are significantly different (P < 0.05).

Phenolic compounds are considered to be the major contributors
to the antioxidant capacity of plants. Among the four extracts of
Thymus riatarum (Table 1), the ethanol significantly demonstrated
the highest phenolic content (328.25 + 3.216 mg GAE/g DW),
followed by methanol (291.2 + 1.767 mg GAE/g DW), water
(170.9 + 1.863 mg GAE/g DW) and ethyl acetate value of (3.850
+0.196 mg GAE/g DW).

The total flavonoid contents significantly varied among the
studied extracts (Table 1). The uppermost amounts were observed
for ethyl acetate (349.7 + 1.155 mg QE/g DW). Whereas
minimum one was noticed for water (13.78+0.347 mg QE/g DW).
This level of total phenols was found to be higher than the values
reported in the literature for Thymus species such as T.
spathulifolius (141 mg GAE/g of a methanol extract, obtained by

Data are reported as mean values = SD of three measurements. Means
were significantly different when P<0.05; values followed by different
letters are significantly different.

Table 2 depicts DPPH radical scavenging activities of extracts of
Thymus riatarum. The lowest ICsy values indicated the highest
free radical scavenging activity of the extract. As shown in Table
2, all extracts obtained from Thymus riatarum showed antioxidant
activity in this assay with an ICsy ranged from 0.085 to 1.079 mg
/ml for methanol and aqueous extracts, respectively. The ICsy
value of methanolic (0.085 + 0.010 mg/ml) and ethanolic extracts
(0.110 + 0,016 mg/ml), were significantly similar to that BHT,
positive control, (0.119 * 0.002 mg/ml). This antioxidant
propriety may be attributed to the presence of certain compounds
in our extracts with hydrogen donating ability. The methanolic
extract of T.riatarum showed higher activity than that founded by
Ben El Hadj Ali [29] (ICso = 0.011 mg/ml) and lower than the
I1Cs, value of Thymus caramanicus reported by Safaei-Ghomi [21]
(ICsg = 0.043 mg/ml). In addition, previous research attested an
important antioxidant activity of various extracts from Thymus
species such as T. praecox [30] and T. vulgaris [31].

Ferric reducing capacity

The ferric reducing power assay does not involve free radicals,
but involves reduction of the ferricyanide to ferrocyanide, by the
reducing agent [17]. This capacity is compared to that of
quercetin. The results (Table 2) showed a range for FRAP
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antioxidant capacity from 0.150 + 0.013 to 0.639 + 0.053 mg/ml.
The aqueous extract significantly contained the highest ferric
reducing power (0.150 + 0.013 mg/ml) than the other extracts.

This strong ferric reducing power of T. riatarum extracts
demonstrate the good hydrogen and/or electron donor abilities of
these extracts which probably owed to their antioxidant propriety.
Previous studies had indicated that the Thymus species possessed
the most effective capacity for ferric reducing power [32- 34].

Total antioxidant capacity

10004 g

800+

6004

400

Total antloxldant capaclty (mg AAE/g Dw)

Figure 1: Total antioxidant capacity of different extracts from
Thymus riatarum
Each value represents means + SD (n=3). Different letters are
significantly different (P < 0.05)

The total antioxidant propriety was evaluated by the formation of
phosphomolybdenum complexes. This assay is based on the
reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the extract; the reaction of this
method is accompanied by the appearance of a green color. The
results of the studied extracts were expressed as ascorbic acid
equivalents (mg AAE/g DW) (Figure 1). The ethanol significantly
revealed the highest total antioxidant capacity (845.7+4.619 mg
AAE/g DW) followed by methanol (615.3+16.80 mg AAE/g
DW), then water (479+6.928 mg AAE/g DW) and ethyl acetate
((22.67+£0.5777 mg AAE/g DW). Previous published papers
demonstrated that extracts of Thymus spices have strong ability to
act as antioxidant [29,34,35]. In another study, they evaluated the
ability of T. vulgaris oil to protect the laboratory animals from the
toxic effects of AFs [36].

CONCLUSION
The present study is the first characterization of the antioxidant
capacities of Thymus riatarum extracts. All investigated extracts
showed remarkable antioxidant potential and important phenolic
and flavonoid contents of this Moroccan thymus. Thus, the
present study suggests this plant can be a source of natural
antioxidants. It may be used in many fields, such as cosmetics,
pharmaceutical fields and natural food preservatives, which is
very well justified by the present work.
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