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RESUME

Cette these s’inscrit dans le cadre d’une contribution a la valorisation de trois plantes
médicinales, largement utilisées par la population marocaine : Teucrium polium ssp polium,
Teucrium polium ssp aureum et Cinnamomum cassia. Ainsi, nous avons envisagé une étude
des activités antibactériennes, antioxydantes et diurétique des extraits de plantes étudiées.

Les huiles essentielles de ces plantes ont été extraites par hydrodistillation et leur
composition chimique a été déterminée par CPG/SM. Les profils chimiques ont montré que les
composes majoritaires de 1I’huile essentielle de T. polium ssp. aureum sont : le caryophyllene
(19,13 %), le Muurolene (13,02 %) et le t-cadinol, (11,01 %) ; et ceux de T. polium ssp. polium
sont : le 3 -carene (16,49 %), le Muurolene (14,03 %) et le a-pinéne (9,94 %). Cependant, la
composition chimique de I’huile essentielle de C. cassia est dominée par le trancinnamaldéhyde
(91,01%).

L’activité antibactérienne in-vitro des huiles essentielles des trois plantes vis-a-vis sept
souches bactériennes multirésistantes, montre que les huiles essentielles testées possédent un
pouvoir antibactérien contre toutes les souches testées.

Le potentiel synergique des huiles essentielles de T. polium ssp polium et de C. cassia
combinées avec certains antibiotiques ou molécules volatiles a été évalué par la méthode
d’échiquier. Les résultats obtenus montrent que la combinaison de ces huiles essentielles avec
la streptomycine, I’ampicilline, le chloramphénicol, le thymol ou le carvacrol présente un effet
synergique important vis-a-vis les bactéries multirésistantes principalement celles responsables
des infections nosocomiales.

L’activité antioxydante in-vitro des huiles essentielles et des extraits non volatils évaluée par
quatre méthodes; ABTS™, DPPH’, FRAP et phosphomolybdene, révéle que les différents
extraits testés ont montré une activité antioxydante intéressante, dépendante de leur teneur en
composés phénoliques. De méme, les huiles essentielles, notamment, celles de T. polium ssp.
polium possédent un potentiel antioxydant remarquable.

L effet diurétique des extraits aqueux de T. polium ssp. polium et de T. polium ssp. aureum
a révélé que les deux extraits exercent un effet diurétique puissant apres I’administration des
doses uniques ou répétées (150 mg/kg de poids corporel) chez le rat Wistar. Toutefois, I’effet
de I’extrait de T. polium ssp. polium a été plus puissant que celui de T. polium ssp aurem.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude pourrait constituer une justification
scientifique de I’usage traditionnel de la germandrée (T. polium) et la cannelle (C. cassia) par
la population marocaine pour traiter diverses maladies.

Mots clés: Teucrium polium, Cinnamomum cassia, huile essentielle, synergie,

antibiorésistance, polyphénols, pouvoir antioxydant, effet diurétique.



ABSTRACT

This thesis is part of a contribution to the valorization of three medicinal plants, widely used by
the Moroccan population: Teucrium polium ssp polium, Teucrium polium ssp aureum and
Cinnamomum cassia. Therefore, we envisaged a study the antibacterial, antioxidant and
diuretic activities of extracts of these plants.

The essential oils of these plants were extracted by hydrodistillation and their chemical
composition was determined by GC/MS. The chemical profiles showed that the majority
compounds of the T. polium ssp. aureum essential oil are: caryophyllene (19.13%), Muurolene
(13.02%) and t-cadinol, (11.01%); and those of T. polium ssp. polium are: 3- carene (16.49%),
Muurolene (14.03%) and a-pinene (9.94%). However, the chemical composition of the
essential oil of C. cassia is dominated by trancinnamaldehyde (91.01%).

The in-vitro antibacterial activity of the essential oils of the three plants against seven multi-
resistant bacterial strains shows that these essential oils have antibacterial power against all the
strains tested.

The synergistic potential of the essential oils of T. polium ssp polium and C. cassia combined
with certain antibiotics or volatile molecules was evaluated by the checkerboard method. The
results obtained show that the combination of these essential oils with streptomycin, ampicillin,
chloramphenicol, thymol or carvacrol has a significant synergistic effect on multi-resistant
bacteria, especially those responsible for nosocomial infections.

The in-vitro antioxidant activity of essential oils and non-volatile extracts evaluated by four
methods; ABTS+-, DPPH-, FRAP and phosphomolybdenum, reveals that the different extracts
tested showed an interesting antioxidant activity, depending on their content of phenolic
compounds. Similarly, essential oils, especially those of T. polium ssp. polium, have a
remarkable antioxidant potential.

The diuretic effect of the agueous extracts of T. polium ssp. polium and T. polium ssp. aureum
revealed that both extracts have a powerful diuretic effect after single or repeated doses (150
mg/kg body weight) in Wistar rats. However, the effect of the T. polium ssp. polium extract was
more potent than that of T. polium ssp. aureum.

All the results obtained during this study could constitute a scientific justification for the
traditional use of Germander (T. polium) and cinnamon (C. cassia) by the Moroccan population
to treat various diseases.

Key words: Teucrium polium, Cinnamomum cassia, essential oil, synergy, antibiotic
resistance, polyphenols, antioxidant power, diuretic effect.
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Introduction générale

Introduction générale

La résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue une grande menace pour la santé
publique. Les bactéries résistent a tout traitement et limitent la gamme d’antibiotiques
disponibles en thérapeutiqgue médicale. La situation est d’autant plus alarmante que les
infections causées par ces bactéries insensibles conduisent souvent a un accroissement de 1’état
pathologique et une augmentation du taux de mortalité.

Le stress oxydant est décrit réellement comme un facteur crucial impliqué dans 1’étiologie
de plusieurs maladies chroniques humaines a savoir les maladies cardiovasculaires (Schlienger,
2018) neurodégenératives et inflammatoires, le cancer, le diabéte et le vieillissement (Zhuang
et al., 2014; Mota et al., 2015; Fuentes et al., 2017). Il est da a I’attaque des radicaux libres sur
de diverses biomolécules, notamment les lipides, les protéines et les acides nucléigues,
entrainant ainsi, de profondes altérations dans le métabolisme de la cellule et par conséquent la
mort cellulaire. En effet, le recours aux antioxydants synthétiques tels que 1’hydroxytoluéne
butyle (BHT), le tert-butylhydroquinone (TBHQ) et I’hydroxyanisole butyle (BHA) utilisés
dans I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique semble inadéquat vu leurs effets toxiques
tant sur la santé humaine que sur I’environnement (Yang et al., 2018; Barreira et al., 2019).

D’autre part, les diurétiques sont des médicaments préservatifs de I’homéostasie interne, ils
sont prescrits dans les cas de I’hypertension, 1’insuffisance cardiaque, I’insuffisance rénale
chronique, I’hypercalciurie et le syndrome néphrétique (Jardim et al., 2018; Alonso-Castro et
al., 2019). Cependant, ils sont associés a plusieurs effets indésirables, tels que le déséquilibre
électrolytique et stimulation du systéme rénine-angiotensine (Adin et al., 2018; Wei et al.,
2019).

La prise de conscience de la fatalité de la résistance bactérienne, du stress oxydant et les
effets secondaires des médicaments diurétiques nécessite 1’orientation de la recherche
scientifique vers la découverte de nouvelles voies alternatives qui constituent une source
d’inspiration de nouveaux diurétiques, des agents antioxydants et des agents antibactériens
visant de nouvelles cibles d’action chez les microorganismes.

En effet, les pistes de recherche sont nombreuses. Toutefois, les plantes aromatiques et
médicinales apparaissent les plus prometteuses, car celles-ci constituent une source potentielle
de molécules a activites biologiques et pharmacologiques tres variées. Les huiles essentielles
(HEs) extraites des plantes aromatiques constituent une source inépuisable de molécules
naturelles inhibitrices des mécanismes de résistances aux antibiotiques. En plus, 1’utilisation

des HEs en synergie avec d’autres agents antimicrobiens constitue une nouvelle approche pour
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résoudre le probleme de la résistance des bactéries aux antibiotiques. Plusieurs études ont
indiqué I’efficacité de I’association des HEs avec les antibiotiques pour augmenter leurs effets
a de faibles doses et pour diminuer la toxicité de certains antibiotiques (Kwiatkowski et al.,
2017; Vitanza et al., 2019).

C’est dans cette optique que s’inscrit la présente étude dont 1’objectif principal est la
valorisation de deux especes de palntes médicinales, T. polium et C. cassia par 1’étude de leur
composition chimique et de leur activité antioxydante, diurétique, ainsi, par 1I’évaluation du
potentiel synergique antibactérien de leurs huiles essentielles combinées avec certains
antibiotiques ou molécules volatiles.

Pour sa part, le document est structuré comme suit :

La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique dédiée aux notions
essentielles & la compréhension de notre étude. Elle se compose de cing chapitres, le premier
concerne des généralités sur les plantes aromatiques et médicinales, les métabolites secondaires,
les huiles essentielles et leurs activités biologiques et pharmacologiques ; le deuxiéme est une
monographie des plantes choisies pour la réalisation de ce travail. Les trois derniers chapitres
sont consacrés respectivement aux généralités sur le stress oxydatif et les antioxydants, la
résistance bactérienne et les antibiotiques et la diurése et les diurétiques.

La deuxiéme partie est réservée a 1’ensemble des expériences réalisées pour I’extraction des
polyphénols, des huiles essentielles des plantes choisies et 1’évaluation de leurs activités
biologiques.

La troisieme partie présente les résultats et les discussions de ce travail, cette partie est
devisée en quatre axes :

v' Le premier se focalise sur la détermination de la composition chimique des huiles
essentielles de T. polium et C. cassia et 1’évaluation de leur pouvoir antioxydant.

v' Le deuxiéme est consacré a 1’étude de I’activité antibactérienne et 1’effet
synergique des huiles essentielles de T. polium et C. cassia combinées avec
certains antibiotiques ou molécules volatils.

v Le troisieme se rapporte a la détermination de la teneur en polyphénols et
I’évaluation de ’activité antioxydante des différents extraits de T. polium et C.
cassia.

v Le quatriéme présente les résultats de ’exploration de I’effet diurétique des

extraits des deux sous-espéeces de T. polium sur un modéle animal.
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Chapitre 1 : Plantes aromatiques et médicinales

1 Introduction

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de
drogues utiles (Joy et al., 1998). Depuis des milliers d’années, 1’homme a utilisé les plantes
comme remedes contre les maladies. Le pouvoir thérapeutique des plantes provient des effets
de leurs metabolites secondaires. Ces métabolites interviennent chez les plantes comme un
moyen de défense contre les parasites pathogénes. De nos jours, et dans plusieurs pays en voie
de développement, une grande partie de la population utilise les plantes médicinales soit par la
recommandation d’un médecin ou d’un pharmacien ou par automédication. Ces plantes sont
employées indépendamment ou en mélange avec des médicaments synthétiques. En effet, pour
une thérapie adéquate et appliquée avec succes, il est important de connaitre les activités
pharmacologiques de leurs constituants (Fakchich et al., 2014). 1l a été rapporté que 75% des
médicaments ont une origine végeétale et 25% d’entre eux contiennent au moins un composé
actif d’origine végétale (Boudjelal et al., 2013). Selon I’Organisation mondiale de la santé
(OMS, 2014), environ 80 % de la population mondiale utilisent la médecine traditionnelle pour
des soins de santé primaire. Au Maroc, les plantes médicinales sont utilisees principalement
dans les zones rurales par les personnes agees et qui possedent encore 1’expérience de quelques
recettes a base de plantes (Fakchich et al., 2014). Ces plantes sont utilisées principalement en
cosmétiques (cicatrisantes, astringentes, adoucissantes, capillaires, pigmentaires et anti-
ecchymose) (Bellakhdar, 2006), dans le domaine d’aromathérapie, condimentaire, alimentaires
et industriels (tinctoriales, fibres textiles, insecticides). Aujourd’hui encore, la médecine
moderne dépend beaucoup des plantes dont les vertus thérapeutiques ont été confirmeées.
Quelles que soient les parties utilisées des plantes, elles sont extrémement riches en métabolites
secondaires. Ces dernieres contiennent des milliers de composés appartenant a des classes
chimiques tres diverses, telles que les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides, les
terpénoides, les stéroides (Nguyen et al., 2016; Walters et al., 2019). Elles sont exploitées dans
plusieurs domaines : dans le domaine agroalimentaire comme arémes, antioxydants et
colorants ; dans le domaine médical comme antimicrobiens, antioxydant, et dans le domaine
agricole comme pesticides. En fait, les huiles essentielles (HE) sont les plus exploitées grace a
leur large spectre d’activités biologiques connues. De nombreux composés volatils des HES

sont aujourd’hui des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques a savoir le menthol,
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le thymol, le carvacrol, I’eugénol et le cinamaldéhyde qui entrent dans les formulations de
plusieurs agents antimicrobiens (Pefia-Gomez et al., 2019; Vitanza et al., 2019; Lee et al.,
2020).

2 Plantes aromatiques et médicinales au Maroc

Le Maroc occupe le second rang aprés la Turquie en biodiversité en Méditerranée. Le
bioclimat varié et les conditions géographiques hétérogénes ont favorisé I’installation de plus
de 4200 espéces et sous-especes dont 800 especes sont endémiques avec un taux d’endémisme
qui atteint 25% (Joy et al., 1998).

Les plantes utilisées en médecine traditionnelle au Maroc sont estimées aux pres de 800
espéces, réparties dans 107 familles et 352 genres. Les familles les plus répandues sont au
nombre de neuf seulement et regroupent plus de la moitié de la richesse spécifique totale du
pays. Ces plantes sont impliquées dans plus de 500 recettes et utilisées pour traiter 28 maladies
dont les plus importantes sont les affections de systeme digestif et respiratoire, les problémes
cardiovasculaires et les affections dermatologiques (Hmamouchi, 2001).

A coté de cette propriété naturelle prometteuse, le Maroc dispose d’un savoir-faire important
tel que, le soin par les plantes, leur utilisation pour la conservation et I’aromatisation des
aliments, ainsi que pour ’extraction des composés aromatiques destinés a la parfumerie
familiale ou au marché (Benslimane, 2010).

La production des plantes aromatiques et médicinales au Maroc se révéle aussi diversifiée et
riche. Plusieurs produits y sont connus comme étant des produits typiquement marocains. Cela
signifie que I’exploitation des PAM au Maroc a réussi a introduire de nouveaux produits sur le
marché international, ce qui constitue un important avantage pour le développement du secteur
des PAM (Benslimane, 2010). De méme, le Maroc est classé le 12eme exportateur mondial des
plantes médicinales. Le marché de I’UE constitue la principale destination des exportations
marocaines en PAM (Babba, 2015).

D’un autre coté, I’exploitation et le commerce des plantes médicinales au Maroc représentent
une source de revenue non négligeable pour plusieurs populations, surtout dans les zones
rurales, de plus des coopératives et des petites entreprises qui se sont développées ces dernieres
années (Zrira, 2015).

Selon une enquéte réalisée sur la medecine traditionnelle marocaine, 71 % des personnes
interrogées utilisent les plantes pour se soigner (Hmamouchi, 2001). Toutefois, divers
problémes en relation avec 1’utilisation traditionnelle des plantes médicinales risquent

d’exposer la santé & des maladies graves. Parmi ces problemes, la diversité et la complexité des

18



Syntheése bibliographique

noms vernaculaires des plantes utilisées qui rend leur identification difficile, les doses et la
durée d’utilisation ne sont pas précises et différent d’un herboriste a 1’autre, 1’utilisation de la
méme espece pour plusieurs maladies désignées comme une seule maladie, la male
conservation et la mauvaise qualité des plantes utilisées ce qui risque de les rendre toxiques
(Sijelmassi, 2000; Bellakhdar, 2006). A cet égard, des études scientifiques de toutes les plantes
médicinales et une réglementation de leur prescription sont impératives pour une utilisation

sans danger.

3 Métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des produits du métabolisme secondaire (spécifique des
végétaux), ayant une répartition limitée. Ils exercent un role majeur dans ’adaptation des
vegétaux a leur environnement, ils assurent la résistance des plantes aux contraintes biotiques
(phytopathogenes, herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.) (Xu et al., 2016).

Sur le plan pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus
active des substances présentes chez les végétaux et on estime actuellement qu’environ 1/3 des
médicaments sur le marché contiennent au moins une telle substance végétale. D’un point de
vue agronomique, ces métabolites jouent un role dans la protection des cultures a savoir, la

résistance, aux infections microbiennes et a certains insectes (Martelli et al., 2018).

3.1 Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont d’une large variété structurale et ils sont divisés
principalement en trois grands groupes ; les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides
(Marouf et al., 2007).

3.2 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols regroupent un vaste ensemble de plus de 8000
molécules (Gonzalez-Gallego et al., 2010). Les polyphénols sont caractérisés par la présence
d’au moins un noyau benzénique qui est 1’élément structural fondamental auquel est li¢ au
moins un groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (Méethyle, Glycoside,
Ester...).

Ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, ce sont surtout des antioxydants, des
anti-inflammatoires et des antimicrobiens (Martelli et al., 2018). Les polyphénols sont classés
selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base. Il existe plusieurs classes des
polyphénols a savoir, les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols les

acides phénoligues simples, les phénols simples, les stilbénes, les coumarines, les tanins, les

19



Syntheése bibliographique

quinones, les lignanes et les lignines et xanthones (Tapiero et al., 2002). Les classes les plus

importants sont citées ci-apres :

Acides

phénoliques \
Acides hydroxy-  Acides hydroxy- / Proanthocyanidines Ellagitanins

cinnamiques benzoiques . T Ry
R, R, Composés phénoliques

>\: >>: 0 des petits fruits i
Ry \ 0 R,
OH

OH Ry
Acide caféique Acide gallique
@
Stilbénoides
\‘ I

Acide férulique Acide vanillique
Acide p-coumarique

OH
Resvératrol [ Flavonols J Anthocyamdmes Flavanols @ /—( Q
g.tefo?tllber;e - (catechmes) Entérodiol
ReEENND )‘\/ Entérolactone
OH
| ,
HO. o‘ N, HO
OH Vv
OH O
Quercétine Cyanidine (;atéchine
Myricétine Pélargonidine Epicatéchine
Kaempférol Delphinidine Gallocatéchine
Péonidine Epigallocatéchine
Malvidine

Figure 1: Classification des principaux composés phénoliques (Nile et al., 2014)
» Les flavonoides
Les flavonoides occupent une place dominante dans le groupe des composés phenoliques. Ils
sont considerés comme des pigments responsables de la coloration des végétaux. lls
interviennent dans les systémes de défense des cellules végétales en réponses a certains stress
(radiations UV). Ce sont également des inhibiteurs d’enzymes, des agents chéelatants des métaux
nocifs aux plantes. Ainsi, ils sont impliqués dans la photosensibilisation et les transferts

d’énergie, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes (Seyoum et
al., 2006).
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Figure 2: Structure de base des flavonoides

En se basant sur la structure des flavonoides ils peuvent étre divisés en différents groupes :
flavones, flavonoles, flavanones, anthocyanidines, isoflavonoles, isoflavones, flavanes,

isoflavanes, flavanols, isoflavanols, isoflavanones...(Bruneton, 2009).

» Les tanins
Les tanins sont des composés phénoliques de structure variée, ils sont caractérisés par leur
saveur astringente et leur la propriété de tanner la peau, cette caractéristique de tannage provient
de la création de liaisons entre les composés de tanins et les fibres de collagéne. Leur role
biologique chez les végétaux est mal connu. Cependant, leur présence confére a la plante des
propriétés antioxydantes, antiseptique, et antidiarrhéique (Mamadou, 2002).

» Terpénoides

Les terpénoides constituent le plus vaste ensemble connu des métabolites secondaires des
plantes. Tous les terpénes peuvent étre formés par 1’assemblage d’un nombre entier d’unités
pentacarbonées ramifiées du 2-méthylbutadiene.

Les terpénoides ont une particularité structurale importante, c’est la présence dans leur
squelette d’unité isoprénique a cinq atomes de carbone (C5) (figures 1). lls sont classés selon
le nombre d’unités isopreénique ; hémiterpénoides (C5), qui sont formés d’une seule unité
isoprénique, monoterpenoides sont formés de deux isoprénes (C10), sesquiterpenoides,
constitués de trois unités isopréniques (C15), diterpénoides, formés par I’association de quatre
isoprénes (C20) (Hernandez Ochoa, 2005).

Les terpénes sont les constituants majeurs des huiles essentielles. Leur effet thérapeutique
(antioxydant, anti-inflamatoire) et leur emploi industriel (parfumerie) font de cette classe de
métabolites secondaires une classe d’intérét (Hernandez Ochoa, 2005). Néanmoins, si I’on peut

savoir 1’intérét thérapeutique de monoterpénes ou de sesquiterpénes isolés, il est difficile de
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connaitre les effets synergiques des terpenes des HES qui sont des composés complexes et

variés.

3.3 Lessaponines
Ce sont des glycosides contenus dans nombreuses plantes médicinales. Ils détiennent leur
nom de leur capacité de former une solution moussante en dissolvant dans 1’eau (Iserin et
Masson, 2007). Les saponines existent sous deux formes : les stéroides et les triterpénoides. La
forme stéroidienne est similaire a celle de plusieurs hormones humaines (oestrogene, cortisone).
Elles sont généralement expectorantes et facilitent I’absorption des aliments. Les saponines
connues par leurs activités pharmacologiques telles que: immunomodulatrice, anti-

inflammatoire, antioxydante, anticoagulante, antalgique et antipyrétique (Guo et al., 2018).

3.4 Lesalcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou ameéres et
ayant des effets thérapeutiques ou toxiques (Iserin et al., 2017). Ils ont des structures trés variées
et dérivent de différents acides aminés ou de 1’acide mévalonique. Leur rdle dans la plante
synthétisante est la régulation de la croissance et le métabolisme interne, et la désintoxication
et la transformation des substances nocives a la plante, ils protégent la plante contre les rayons
UV (Mauro, 2006).

Les alcaloides figurent parmi les composés les plus importants en médecine et en
pharmacologie. En effet, ils ont un effet anticancéreux, anti-hypertensif, sédatif, antimicrobien.
Ainsi, ils affectent le systeme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques comme la
dopamine, I’acétylcholine, 1’acide y-aminobutyrique (GABA), et la sérotonine (Iserin et al.,
2017). Cependant, il est 1a base de plusieurs poisons dangereux comme 1’atropine par exemple,
est extraite de la belladone (fortement toxique) et qui peut étre utilisée a faible dose dans un

intérét thérapeutique (Mauro, 2006).
4 Les huiles essentielles

4.1 Deéfinition des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des composants liquides de métabolites secondaires volatils,
obtenues a partir des organes végétaux par hydrodistillation ou par expression mécanique. En
effet, les huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules hautement volatiles
marquees par une forte et caractéristique odeur, synthétisées par les cellules secrétrices des

plantes aromatiques (Ntezurubanza et al., 1984).
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4.2 Procédés d’extraction des huiles essentielles

L‘huile essentielle est un mélange de produits ou un produit obtenu a partir d’'une maticre
d’origine végétale. L hydrodistillation reste la technique de référence la plus employeée dans le
domaine de la recherche pour extraire et étudier les composés volatils d’une plante
(Golmohammadi et al., 2018). Cette technique consiste a immerger le matériel végétal
directement dans un alambic rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Ensuite, le tout est porté
a ébullition. Les vapeurs hétérogénes seront condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se
sépare de I’hydrolat par la différence de densité. En effet, ’HE surnage au-dessus de I’hydrolat, car
I’HE est plus légere que I’eau. Néanmoins, dans quelques rares exceptions I’HE se décante au-
dessous (I’'HE de cannelle et de clou de girofle). Les huiles essentielles peuvent aussi étre
obtenues par la pression a froid, comme pour les agrumes. De nouvelles techniques, permettant
d’augmenter le rendement de production, ont été développées, comme I’extraction par
I’explosion de vapeur (Golmohammadi et al., 2018), I’extraction assistée par ultrasons ou
micro-ondes (Zhao et al., 2019) et I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide sous

haute pression et a basse température (Kimbaris et al., 2006).

4.3 Méthodes d’analyses chimiques des huiles essentielles
L’identification des constituants d’une huile essentielle est généralement réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID),

et par la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Wianowska et al., 2016).

» Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une technique de séparation et d’analyse. En effet, les temps de rétention peuvent
donner des informations sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une
quantification relative (Bicchi et al., 2008). L’identification d’une molécule peut étre facilitée
par la connaissance de son temps de rétention (TR) qui est une valeur caractéristique pour une
phase stationnaire donnée. Les meilleurs résultats peuvent étre obtenus grace a 1’utilisation des
indices de rétention (IR), mesurés sur les colonnes apolaires et polaires, qui sont plus fiables
que les TR. Ils sont calculés a partir d’une gamme étalon d’alcanes ou plus rarement d’esters
méthyliques linéaires (Bicchi et al., 2008). Bien que dans la grande majorité des cas, chaque
molécule posséde des indices de rétention sur colonne apolaire et polaire qui lui sont propres,
deux molécules peuvent co-éluer et présenter des IR identiques. Cependant, de meilleurs

résultats sont obtenus quand les produits de référence et les composés a analyser sont étudiés
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rigoureusement dans les mémes conditions expérimentales et lorsque les indices des

constituants sont mesurés au laboratoire (Adams, 2007).

» CPG-SM
La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en mode impact
électronique, dite CPG-SM(IE), est la technique la plus utilisée pour analyser des huiles
essentielles (Hassanabadi et al., 2019). Le principe de la spectrométrie de masse (SM) consiste
abombarder a I’aide des électrons un composé qui sera fragmenté, ainsi les différents fragments
obtenus, chargés positivement constituent le spectre de masse du composé. Cette technique
permet d’identifier une molécule en comparant son spectre a ceux contenus dans la bibliothéque

des spectres informatisée (Adams, 2007).

4.4 Composition chimique des huiles essentielles

Plus de 300 constituants peuvent étre identifiés dans les huiles essentielles. Trois classes de
composés ont été décrites. La classe la plus répondue est celle de terpénes et les terpénoides,
les autres classes comprennent les composés aromatiques (phénols) et dans une moindre mesure
des composés aliphatiques (alcanes et alcenes). Tous ces composés sont caractérisés par un
faible poids moléculaire (Hassanabadi et al., 2019).

Les mono et les sesquiterpénoides sont les composés les plus répondus dans les huiles
essentielles. Les composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et I’eugénol (Figure 3)
qui sont biosynthétisés a partir des acides aminés aromatiques (la phénylalanine et la tyrosine)
(Vitanza et al., 2019). Les terpénoides et les phénols sont les plus responsables de 1’effet
antimicrobien des huiles essentielles. L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractére
hydrophile de leurs groupements fonctionnels et du caractére lipophile de leur squelette
hydrocarboné. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les molécules
hydrocarbonées (Sellem et al., 2020).

OH

B, OH

OH

Eugénol Carvacrol Thymol

Figure 3: Structure chimique des principaux phénols
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4.5 Variation de la Composition chimique des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs,
incluant le stade de développement des plantes, la période et la zone géographique de récolte,
les organes prélevés et la méthode d’extraction (Hassanabadi et al., 2019). De méme, selon les
conditions de vie et environnementales, la composition chimique des huiles essentielles au sein
d’une méme espéce peut étre différente, cette différence est définie par le chémotype

(Golmohammadi et al., 2018).

4.6 Toxicité des huiles essentielles
Les huiles essentielles, méme si elles sont d’origine naturelle, ne sont pas des produits qui
peuvent étre utilisés sans risque. Comme la majorité des médicaments, que ce soient d’origine
naturelle ou synthétique, les composés présents dans les HEs ont la capacité d’engendrer des
effets toxiques graves, voire mortels, s’ils sont ingérés en trés grandes quantités (Tabarraei et
al., 2019).
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Chapitre 2 : Monographie des plantes étudiées
1 Teucrium polium L.

1.1 Généralités

Teucrium polium L. (T. polium) est une plante dicotylédone appartenant a la famille des
Lamiacées et au genre Teucrium. Ce dernier comprend plus de 340 espéces et 12 sous-especes
(Heywood et al., 2007). Cette plante est connue sous le nom francais : Germandrée tomenteuse,
et le nom anglais Feltygermander ou Ezovion. Elle est reconnue sous plusieurs noms
vernaculaires, arabe ou amazigh : Kayatta ou jaaida (Maroc) (Bellakhdar, 2006), Djaada
(Algerie), Elgaslam et Elhelal (Yémen), Hachichet elrih (Liban) (Quenzel, 1963) et Tif telba
(Amzigh-Maroc).

1.2 Habitat et répartition géographique
T. polium est présentée dans la majorité des pays du Moyen-Orient et de la Méditerranée
(Lemoine, 2005). C’est une plante commune dans 1’atlas saharien, elle pousse dans les licux
rocailleux et secs, dans les lits arides pierreux et dans les sables (Quenzel, 1963). Une vingtaine
de cette espéce pousse spontanément, aux Maroc et prédomine dans la région du moyen Atlas
(Sijelmassi, 2000; Bellakhdar, 2006).

1.3 Description botanique

T. polium est une plante herbacée vivace souvent pérenne, trés parfumée, de 20-40 cm de
haut, recouvertes de poils laineux qui lui donnent une couleur grise bleutée (Figure 4). Elle est
ramifiée des la base, avec des feuilles linéaires, vert-grisatre fortement révolutées sur les
marges. Elle est plus ou moins feutrée, ses fleurs sont blanches ou jaunatres en grappes denses
au sommet des rameaux. Ses fleurs ne possédent qu’une seule lévre, la lévre inférieure,
regroupant les 5 pétales soudés (Lemoine, 2005). La corolle est blanche, le calice est vert-
grisatre, les inflorescences en tétes compactes et les capituliformes sont situées au sommet des
tiges (Quenzel, 1963).

1.4 Taxonomie et systématique
Teucrium polium L. est classé comme suit (Caddick et al., 2002) :

- Regne : Plantae

- Sous-regne : Tracheobionta

- Division : Magnoliophyta

- Embranchement : Phanérogames
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- Sous Embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédonés/Magnoliopsida
- Sous-classe : Gamopétales/Astéride

- Ordre : Tubiflorales/Lamiales

- Famille : Labiées/Lamiacée

- Genre : Teucrium

- Espéce : Teucrium polium L.

Figure 4: Aspects morphologiques de I’espéce T. polium L.

(Photo Yassine El Atki; avril 2015; Lieu: Gourrama-Lahri, Sud-Est Maroc)

1.5 Utilisation en médecine traditionnelle

La germandrée (T. polium) est une plante utilisée depuis longtemps comme fébrifuge chez
les anciens Egyptiens. Elle a des propriétés communes aux plantes améres et aromatiques, en
effet, elle est tonique, appétitive, carminative, fébrifuge et vermifuge. Elle est utilisée, en
infusion, en cas de la goutte, des rhumatismes, des mucosités abondantes et dans le cas de la
fievre (Bellakhdar, 2006). En bain de bouche, elle traite les gingivites, et en lotion, elle accélére
la cicatrisation des blessures (Debuigne, 1972). Egalement, la germandrée est utilisée pour
traiter les troubles de tube digestif, les douleurs abdominales et dans le cas des bronchites
chroniques (Rafieian-Kopaei et al., 2013).

1.6 Les propriétés pharmacologiques
Les études réalisées sur Teucrium polium ont révélé nombreux effets pharmacologiques tels
que, antimicrobiens, antioxydants (Belmekki et al., 2013 ; El Atki et al., 2019) anticancéreux
(Al-Shalabi et al., 2020), anti-inflammatoires (Menichini et al., 2009), antispasmodiques, anti-
nociceptives (Parsaee et al., 2006) hypoglycémiques et insulinotropes (Kasabri et al., 2011)
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hypolipidemiques (Rasekh et al., 2001), neuroprotecteurs (Schréder et al.,, 2013) et
antipyrétiques (Kabouche et al., 2007).

1.7 Données phytochimiques

Les études antérieures réalisées sur les parties aériennes de T. polium ont montré que les
extraits de cette plante contiennent les polyphénols, les flavonoides, les tanins (Parsaee et al.,
2006), les saponines, les stéroides, les alcaloides (Sharififar et al., 2009) et les diterpénoides
avec un squelette neoclerodane (Fiorentino et al., 2011). D’autres études ont révélé que 1’huile
essentielle de cette plante comprend principalement les monoterpénes sesquiterpénes,
hydrocarbures et les sesquiterpénes oxygéneés (Djabou et al., 2012; Djabou et al., 2013; Fertout-
Mouri et al., 2017), dont le a-cadinol, le 3 B-hydroxy-a-muurolene sont les composés
majoritaires de T. polium ssp. aurasicum tandis que le caryophyllene et le carvacrol sont les

principaux constituants de I’HE de T. polium ssp. Capitatum (Menichini et al., 2009).

1.8 Données toxicologiques

Selon I’étude de Fiorentino et al. (2011), I’extrait de T. polium induit une nécrose hépatique.
Ainsi, le méme effet est également obtenu par I’administration d’un extrait enrichi en
diterpénes. D’autre part, le dosage cytotoxique in vitro sur trois lignées de cellules cancéreuses
humaines a montré que I’HE de T. polium ssp. Capitatum possede un effet antiprolifératif avec
une DL50 de ’ordre 52,7 pg/mL (Elmasri et al., 2016). En plus Al-Shalabi et al. (2020) ont
testé I’effet cytotoxique de Cirsiliol (une molécule extraite & partir de T. polium) sur des cellules
de cancer du sein MCF-7, les résultats montrent une cytotoxicité dose-dépendante du Cirsiliol
avec une IC50 de 53 puM, I’HE Teucrium polium. (Baradaran et al., 2013) ont montré que
I’administration intrapéritonéale d’un extrait hydroalcoolique de T. polium pondant 28 jours
chez les rats provoque des lésions rénales, y compris la destruction, vacuolisation et la

dégenérescence des reins.

2 Cinnamomum Cassia

La Cannelle (Cinnamomum cassia) est un arbre de grande taille peut atteindre 7 a 16 metres
de haut a I’etat sauvage. En culture il le maintien a 1’état de sous-arbrisseau buissonneux de 2
a 3 meétres. L’écorce du tronc, rugueuse et épaisse, est d’abord verdatre puis devient brun

rougeatre.
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2.1 Répartition géographique

La cannelle est présentée dans la Chine, Laos, 1’Inde et dans 1’Indonésie. Il pousse dans un
climat humide et chaud (Wichtl et al., 2003). Le cannelier sauvage se développe dans des foréts
tropicales humides jusqu’a une altitude de 1800 m. Le cannelier de culture pousse bien a 300-
350 m. Sa culture nécessite une pluviométrie de 1500-2500 mm et une température moyenne
de 26 °C a 30 °C et un sol sablonneux avec une incorporation d’humus pour obtenir une écorce
douce et odorante. La proximité de la mer est le milieu favorable pour sa culture (Joy et al.,
1998).

Figure 5 : Cinnamomum Cassia ; A : ’arbre ; B : les écorces

2.2 Taxonomie et systéematique
Selon (Cortella et al., 1994), Cinnamomum cassia est classé comme suit :

— Régne : Planta.

— Embranchement : Spermaphytes.

— Sous embranchement : Angiospermes.
— Classe : Dicotylédones.

— Famille : Lauracée.

— Genre : Cinnamomum.

— Espéce : Cinnamomum cassia.

2.3 Usage traditionnel
La cannelle est la plus ancienne des épices. Les romains et les Grecs lui reconnaissaient des
propriétés stomachiques, diurétiques, toniques et antiseptiques (Bandara, Uluwaduge et Jansz
2012). De nos jours, elle est utilisée en grande partie dans 1’art culinaire. Aussi, son huile
essentielle est utilisée pour stimuler le systeme immunitaire et contre les états grippaux, les

douleurs et les fievres (Hul et al., 2017).
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2.4 Propriétés pharmacologiques
Les épices sont souvent employées dans I’alimentation comme exhausteur de goit et
d’ardme. Mais il semble que certaines épices et notamment 1’écorce de la cannelle présentent

divers effets thérapeutiques.

» Antidiabétique

La cannelle joue un role sur le métabolisme du glucose. Une étude récente a montre que le
composé actif de la cannelle est un polyphénol trimere de procyanidine (Anderson et al., 2004).
Ce dernier se comporte comme un mimétique de I’insuline en déclenchant la méme chaine de
réaction biochimique et en stimulant la synthése du glycogene. Cependant, ce polyphénol a un
effet synergique avec I’insuline sur les enzymes responsables de la phosphorylation-
déphosphorylation des récepteurs de 1’insuline au niveau des tissus utilisateurs de glucose (Hul
et al., 2017). Une étude clinique concernant I’effet de 1’administration de 500 mg de I’extrait
de cannelle pondant 2 mois sur des adultes présentant une glycémie élevée, a montré une
réduction du taux de cholestérol total, de cholestérol LDL et de glycémie (Anderson et al.,
2016).

» Anti-infectieux

L’huile essentielle de I’écorce de cannelle a fait ses preuves comme agent antiseptique,
antimicrobien. Elle présente un large spectre, agissant sur des germes particulierement
résistants aux traitements classiques a savoir, Hélicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillusjlavus et
Cryptococcus néoformans (Cox et al., 2001; Cheng et al., 2006; Firmino et al., 2018; Lu et al.,
2011). Ces propriétés sont dues principalement au cinnamaldéhyde qui est le composé

majoritaire de cette I’huile essentielle (Lee et al., 2020).

» Propriétés anti-inflammatoires

De nombreuses recherches mettent en évidence 1’effet anti-inflammatoire de la cannelle.
Gunawardena et al. (2015), ont révélé que les extraits de cannelle et leurs constituants
majoritaires, E-cinnamaldehyde et o-methoxycinnamaldehyde sont des agents anti-
inflammatoires puissants. Dans une autre étude, la méme équipe de recherche a montré que la
cannelle du Sri Lanka est 1’aliment anti-inflammatoire le plus puissant parmi 115 aliments testés
(Gunawardena et al., 2014). Une autre contribution a testé I’effet de la cannelle sur le facteur
de nécrose tumorale (TNF) —a entrainé par les lipopolysaccharides (LPS), les résultats montrant

que 1’administration, par voie orale de I’extrait aqueux de cannelle chez les souris, induit une
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inhibition du géne (TNF) —a via la modulation de la dégradation de IxkBa et 1’activation de JNK,
p38 et ERK1/2 (Hong et al., 2012).

» Activité antitumorale

Plusieur recherches mettent en évidence 1’effet des extraits de la cannelle sur les différents
types de cancers (Lin et al., 2013; Wu et al., 2017). L’extrait de la cannelle réduit la
prolifération des cellules cancéreuses du colon DLD-1, COLO 201 et module la progression de
leur cycle cellulaire via 1I’arrét du G2/M, couplé a une réduction des cellules en phase S (Carriere
et al., 2017). Récemment une équipe chinoise, en testant in vitro 1’extrait de la cannelle sur
deux lignées cellulaires cancéreuses humaines, HeL et HL-60, montre que I’extrait inhibe la
prolifération des cellules tumorales d’une maniére dépendante de la dose par la réduction de
I’expression des protéines cycline A, cycline B1, ERK2 et p-ERK (Xie et al., 2018). Ainsi, la
cannelle réduit la prolifération des cellules cancéreuses via nombreuses voies liées a I’apoptose
(Sadeghi et al., 2019).

2.5 Données toxicologiques
La toxicité de la cannelle se rencontre principalement chez les personnes qui sont exposées a
la cannelle en poudre, principalement, dans les ateliers de transformation. Mais également chez
les grossistes d’épices. La toxicité de I’huile essentielle de cannelle semble liée au
cinnamaldéhyde. En effet, le cinnaaldéhyde est métabolisé en acide cinnamique puis dégradé
en acide benzoique, ce qui diversifie le risque toxique (Gongalves et al., 2019).
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Chapitre 3 : Antibiotiques et résistance microbienne

1 Antibiotiques

Un antibiotique est défini comme étant une substance organique capable de tuer les bactéries
sensibles (antibiotique bactéricide) ou d’inhiber leur croissance (antibiotique bactériostatique)
(Waksman, 1947). L’étendue du potentiel antibactérien d’un antibiotique définit son spectre
d’action. En effet, Plus un antibiotique agit sur différents microorganismes, plus son spectre
d’action est large. Les antibiotiques sont généralement produits par des microorganismes, mais
certains sont synthétiques. Néanmoins, les antibiotiques d’origine naturelle peuvent étre

modifiés chimiquement et ils deviennent alors hémisynthétiques (Bhardwaj et al., 2016).

1.1 Antibiotiques et leurs cibles dans les cellules bactériennes

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques bactériennes. L’antibiotique peut attaquer la paroi bactérienne ou inhiber la
synthése des protéines, entrainant un arrét progressif de la croissance jusqu’a la mort cellulaire.
Il peut aussi prévenir la biosyntheése du matériel génétique (ADN et ARN) et interférer avec les
processus liés a la synthése de I’ADN (Figure 6). La complexité structurale et la variabilité des
groupements fonctionnels des antibiotiques, leur permettent d’établir des interactions
specifiques avec leurs cibles bactériennes. Cette spécificité est liée a la capacité d’adaptation
des bactéries et participe a la sélection des bactéries résistantes aux antibiotiques (Singh et al.,
2006).

Enzyme produisant
de I'acide folique Plasmide
N

| (,./ /’

* [ |Paroi
* | bacterienne

Figure 6: Représentation schématique du mode d’action des antibiotiques
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1.2 Résistance des bactéries aux antibiotiques

Apres une période de forte efficacité contre les infections bactériennes, les antibiotiques se
présentent de moins en moins efficaces contre certaines maladies infectieuses. Depuis 1940,
juste aprés la découverte de la pénicilline, une étude avait mis en évidence la présence de
résistance a cet antibiotique chez la bactérie Escherichia coli (Abraham et al., 1940).
Actuellement, la résistance bactérienne est connue pour toutes les familles d’antibiotiques. Les
bactéries développent une résistance par I’incorporation dans leurs génes d’un facteur de
résistance pour échapper a I’action des antibiotiques (Bush et al., 2011). Cette résistance peut
étre transmise rapidement a d’autres espéces bactériennes via I’intermédiaire des fragments de
chromosome. Elle est exprimée par une augmentation de la vitesse d’absorption cellulaire ou
de décharge hors de la cellule, ce qui limite la concentration et le temps d’existence de
I’antibiotique dans la cellule, ou la production d’enzymes qui rendent I’antibiotique
inefficace (Hamilton-Miller, 2004). Il existe deux types de résistances bactériennes : la

résistance naturelle et la résistance acquise.

1.2.1 Résistance naturelle

Une résistance naturelle survient lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a une famille d’antibiotiques. Des particularités structurales de la paroi cellulaire,
empéchant les antibiotiques de pénétrer a leur cible, ou I’absence de cible sont autant de facteurs
qui conditionnent la résistance naturelle. C’est le cas des bacilles & Gram négatif, présente une
résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes, car ces derniers ont des difficultés a franchir
la membrane externe de leur paroi. Les mycoplasmes (bactéries dépourvues de parois) résistent
naturellement aux B-lactames, puisque le mécanisme d’action de ces molécules consiste a

inhiber la synthése du peptidoglycane (Alekshun et al., 2007).

1.2.2 Lareésistance acquise
La résistance acquise a un antibiotique apparait lorsque quelques souches d’une méme
espéce, habituellement sensibles a cet antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut
s’effectuer par acquisition des genes transférés d’une autre bactérie ou par mutation. Le transfer
des génes de résistance peut se faire au sein d’une méme espece bactérienne, mais aussi d’une
espéce a I’autre (Alekshun et al., 2007). Les souches Staphylococcus aureus résistantes a la
vancomycine ont acquis cette propriété grace a un transfert plasmidique de 1’opéron vanA,

effectué par conjugaison avec Enterococcus faecalis (Noble et al., 1992).
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2 Mécanismes de résistance bactérienne

Les bactéries ont développé divers mécanismes pour échapper a 1’action de 1’antibiotique.
Soit par la production d’enzymes qui empaichent I’action des antibiotiques, par la modification
des cibles de ces derniers ou par la réduction des concentrations intracellulaires des

antibiotiques.

2.1 Modification de I’antibiotique
Plusieurs enzymes peuvent modifier les antibiotiques, a savoir les chloramphénicols acétyle-
transférases, les enzymes modifiant les aminoglycosides et les béta-lactamases. En général, ces
enzymes conferent un niveau élevé de résistance aux antibiotiques contre lesquels ils sont actifs
(Walsh, 2000). A titre d’exemple, E. coli résiste a I’action de 1’ampicilline par I’expression de
TEM-1 B- lactamase qui est capable d’augmenter la concentration minimale inhibitrice de cet
antibiotique (Azita et al., 2019).

2.2 Modification de la cible

La modification de la cible entraine une diminution ou une perte d’affinité de 1’antibiotique
pour sa cible via I’apparition de nouvelles molécules assumant les fonctions de cible, mais avec
une structure n’ayant pas d’affinité pour 1’antibiotique (Walsh, 2000). Par exemple, la
résistance aux 3 -lactames chez les bactéries Gram positif peut s’effectuer par modification des
PBPs (penicillin-binding proteins), ce qui affecte ’affinité de ces cibles pour les B-lactames
(Malouin et al., 1986). D’autres exemples concernent la résistance aux glycopeptides par
I’altération des précurseurs de la paroi cellulaire, la résistance aux fluoroquinolones par la
mutation de la topoisomerase IV et de ’ADN, la résistance a la rifampicine par les mutations

de I’ARN polymérase (Lambert, 2005).

2.3 Accessibilité réduite de la cible

L’antibiotique doit atteindre la cible pour agir et lorsqu’il doit traverser des barrieres pour y
arriver, celles-ci constituent un mécanisme de résistance efficace. Toutes les bactéries gram
négatif ont une membrane externe qui doit étre franchie avant d’atteindre la membrane
cytoplasmique. Il a été reporté que la réduction des purines contribue a la résistance a certains
antibiotiques. Dans beaucoup de cas, cette accessibilité réduite doit étre associée a la production
d’au moins une P-lactamase pour obtenir un niveau éleve de résistance aux P-lactames
(Bouyahya et al., 2017). Les barriéres d’entrée peuvent aussi exister dans la membrane

cytoplasmique. Le mouvement des aminoglycosides a travers la membrane cytoplasmique est
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un processus oxygénodépendant, ainsi ces antibiotiques sont-ils inactifs dans un environnement
anaérobie (Azita et al., 2019).

2.4 Réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotique.

Ce mécanisme peut étre d a une imperméabilité membranaire et/ou une exportation active
grace a des transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Ces derniéres sont spécifiques
d’une famille d’antibiotiques ou au contraire responsables de la résistance bactérienne; pour
fonctionner, les pompes d’efflux utilisent I’énergie fournie par hydrolyse d’ATP ou encore par

dissipation d’un gradient de protons ou d’ions sodium (Cattoir, 2004).
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Figure 7: Représentation schématique du mécanisme de résistance aux antibiotiques

(1) Diminution de I’adsorption des aminoglycosides. (2) Modification de I’interaction des lipopeptides avec la membrane
cellulaire. (3) Modification de I’activité enzymatique des aminoglycosides. (4) Modification de liaison des B-lactamines a des
cibles intracellulaires. (5) Modification de liaison a des cibles membranaires. (6) Réduction de I’affinité des glycopeptides a
des cibles membranaires.

3 Les plantes et la lutte contre la résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques et leurs effets secondaires nécessitent
I’orientation des recherches vers la découverte de nouvelles voies alternatives qui constituent
une source d’inspiration de nouveaux composés antibactériens. Ces composés peuvent étre
recherchés dans les plantes médicinales et aromatiques notamment dans les huiles essentielles,
car celles-ci constituent une source potentielle de composés inhibiteurs des mécanismes de
résistances aux antibiotiques. Ces substances agissent suivant nombreux mécanismes
(Bouyahya et al., 2017) :
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e rupture de membranes bacteriennes;
e formation de complexes avec des macromolécules comme les protéines et les
polysaccharides en inhibant leurs fonctions ;
e inhibition de [I’adhésion des protéines bactériennes aux récepteurs
polysaccharidiques de 1’hote
Les plantes médicinales fournissent également des composés qui n’ont pas nécessairement
un effet direct sur les bactéries, mais qui augmentent ou restaurent I’activité des antibiotiques
en inhibant les mécanismes de résistance. Ces composes appartiennent a diverses familles
phytochimiques :
- inhibiteurs des pompes a efflux (flavonoides, alcaloides) ;
- inhibiteurs des PBP 2a (quinones, terpénoides) induisant la perméabilité des membranes ;

bactériennes (terpénoides) ;

- inhibiteurs des bétalactamases (alkyls gallates).
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Figure 8: Mécanisme d’action des huiles essentielles sur les bactéries (Bouyahya et al., 2017).
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Chapitre 4 : Le stress oxydatif et les antioxydants

1 Généralité

Les substances antioxydantes jouent un réle majeur dans le métabolisme humain. En effet,
les réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres
initiant des réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur le systeme cellulaire,
en I’endommageant et en accélérant le processus de vieillissement (Schlienger, 2018).
Généralement, 1’organisme humain maintient 1’équilibre entre les radicaux libres et les
antioxydants en produisant simultanément les deux types de types composés dans le processus
métabolique. Un déséquilibre entre la production de ces deux de substances conduites a un
phénomene appelé stress oxydatif (Leverve, 2009). Les antioxydants constituent la stratégie
préventive la plus prometteuse contre 1’apparition du stress oxydatif. En plus, il existe d’autres
antioxydants que ceux produits par I’organisme pour sa défense, qualifiés comme antioxydants
synthétiques (Barreira et al., 2019). Toutefois récemment, beaucoup d’études ont porté sur la
toxicité et les effets secondaires des antioxydants synthétiques utilisés dans I’industrie
alimentaire, tels que, le butylhydroxytoluéne (BHT), le tert-butylhydroquinone (TBHQ) et
I’hydroxyanisol butyle (BHA) (Yang et al., 2018; Barreira et al., 2019). La nécessité de réduire
I’utilisation de ce type d’antioxydants exige d’orienter le marché vers les antioxydants d’origine
naturelle. Les plantes représentent une source tres riche et inépuisable de composés

antioxydants naturels (Ervina et al., 2019; Sontakke et al., 2019).

2 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd B.,
2003). Cette production augmente en fonction avec 1’élévation de la consommation d’oxygene.
Dans I’organisme une production physiologique de radicaux libres se fait de maniere continue.
Une surproduction de ces radicaux est possible dans des conditions pathologiques ou peut étre
provoquées par des facteurs exogenes. Ce sont les antioxydants qui peuvent empécher les dégats

cellulaires causés par les radicaux libres de 1’oxygéene (Valko et al., 2007).

3 Lesradicaux libres
Un radical libre est une molécule instable possédant un électron célibataire sur sa couche
électronique externe (Borg, 2008). Cette molécule est instable et réagit rapidement avec

d’autres molécules, essayant de capturer 1’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité. En effet,
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une chaine de réactions débute lorsqu’un radical libre attaque le composé stable le plus proche
en lui arrachant son électron, et le composé attaqué devient un radical libre (Zukowski et al.,
2018).

3.1 Espéces réactives de I’oxygéne (ERQO)
Les espéces réactives de I’oxygene (ERO) sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule

d’oxygene, par addition d’un électron. Les principales ERO sont :

» Le radical superoxyde (02°)
I1 est formé par I’apport d’un électron supplémentaire a la structure initiale de ’oxygéne. La
chaine respiratoire mitochondriale est I’origine principale de ce radical. Malgré sa réactivité

moyenne, il entre comme agent oxydant dans la plupart des réactions (Antwerpen, 2006).

» Le radical hydroxyle ("OH)
Il est principalement obtenu lors des réactions d’ions métalliques avec le peroxyde
d’hydrogéne (Borg, 2008).
Mn*+H202 —M ™** + OH*

» Le radical perhydroxyle (HO2)
Il est le résultat d’une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par le
superoxyde dismutase (SOD).
202+ 2 H" -H202+ O2

Malgré sa faible réactivité, il posséde une capacité de diffusion importante (Borg, 2008).

» Autres radicaux
Le monoxyde d’azote (NO") et certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité est importante tels que, le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO °)
(Borg, 2008).

4 Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance capable d’inhiber directement la
production, d’empécher la propagation ou de détruire les radicaux libres (Martelli, 2018). En
d’autres termes, un antioxydant est une molécule ou un ensemble de molécules, en faible
concentration comparativement a la concentration des substances oxydables telles les especes
réactives de I’oxygene (ERO), prévient ou retarde 1’oxydation des substrats (les protéines, les
lipides, les carbohydrates et I’ADN) (Leverve, 2009).
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Les antioxydants peuvent agir en interrompant la réaction en chaine de peroxydation ou en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec un
nouvel acide gras. Les antioxydants agissent selon deux mécanismes :

e lls neutralisent les radicaux libres et limitent les réactions en chaine initialisées
par ces derniers.

e Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composes intermédiaires
formant des radicaux libres en interrompant la liaison O-O) et ils réduisent la

vitesse de génération des radicaux libres (Defraigne et al., 2008).

4.1 Les antioxydants endogénes
L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement de trois
enzymes : la catalase, le superoxyde dismutase (SOD), et le glutathion peroxydase (Gpx).
Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogeéne, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygeéne moléculaire (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

4.1.1 La catalase
La catalase se retrouve essentiellement dans les peroxysomes. Elle permet de transformer
deux molécules de peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene qui sont des composés stables
pour limiter I’accumulation du peroxyde d’hydrogene produit par la réaction de dismutation

(Borg, 2008).

Catalase
2H202 —— H20 + O2
4.1.2 Le superoxyde dismutase (SOD)
Le role du superoxyde dismutase, est d’éliminer 1’anion superoxyde par une réaction de
dismutation, pour produire de 1’oxygene et du peroxyde d’hydrogene (Mironczuk-

Chodakowska et al., 2018).

SOD
205 + 2H" — H202 + 02

4.1.3 Le glutathion peroxydase
Le glutathion peroxydase est I'un des plus importants systémes enzymatiques de protection,
car elle est susceptible de neutraliser le peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes
(ROOH) résultant de I’oxydation des acides gras ou du cholestérol (Mironczuk-Chodakowska
et al., 2018). Cette enzyme se localise dans les mitochondries et dans le cytoplasme cellulaire,
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elle nécessite principalement 1’existence de deux cofacteurs : le glutathion réduit et le sélénium
(Valko et al., 2007).

GPX
ZGSH (réduit) + H202 — GSSG (OXydé) + 2H20

GPX
2GSH (réquity + ROOH — GSSG (oxyaey + ROH + H,0

4.1.4 Les chélateurs de métaux
Plusieurs protéines circulant dans le sérum peuvent prendre en charge d’ions métalliques
libres qui sont potentiellement toxiques, comme la lactoferrine et la transferrine pour le fer et
la céruléoplasmine pour le cuivre. Ces proteines agissent comme des chélateurs ions
métalliques et les maintiennent sous une forme inactive (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018).

4.2 Les antioxydants exogéenes
De nombreuses substances issues de notre alimentation : les vitamines, les nutriments, les
composés naturels, sont considérés comme des antioxydants, parmi les plus courants nous

citons :

4.2.1 Vitamine E (aTocophérol)

La vitamine E est un antioxydant liposoluble, elle se trouve entre les lipoprotéines et les
chaines d’acides gras des phospholipides membranaires. Le role principal de la vitamine E est
d’inhiber la peroxydation lipidique (Stinco et al., 2016). Pendant la réaction antioxydante, le a-
tocophérol est converti en radical a-tocophérol en perdant un hydrogene arraché par une

molécule radicalaire (Valko et al., 2007).

RO, + « — TH - RO2H + a—T°

4.2.2 Vitamine C (acide ascorbique)

L’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble, son pouvoir antioxydant est attribué a
sa capacité d’étre réduit en radical ascorbyle aprés la perte d’un électron ou d’un proton (Stinco
etal., 2016). Il réagit avec les radical hydroxyle, le radical superoxyde et les radicaux peroxydes
(Valko et al., 2007).
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Figure 9: Les antioxydant endogeénes et exogénes (Da Costa et al., 2012).

4.3 Antioxydants d’origine végétale

Les plantes constituent une source importante de molécules antioxydantes, ces derniéres ont
le role d’assurer la protection de la plante contre le stress oxydatif (Moure et al., 2001).
Plusieurs recherches s’intéressent trés particulierement a 1’étude des propriétés antioxydantes
des plantes. En effet, I’utilisation des extraits de plantes est devenue aujourd’hui une fagon trés
attractive pour préserver les aliments. Ainsi, il a été démontré que plusieurs antioxydants
d’origine végétale avaient des propriétés médicinales, comme : anti-cancérigene, anti-
inflammatoire (Martelli et al., 2018).

Les composés phénoliques et les caroténoides constituent de vastes familles de ces
antioxydants parmi lesquels se trouvent 1’acide caféique, la quercétine et le -caroténe. Les
polyphénols sont des antioxydants, trés utilisés dans la médecine traditionnelle et moderne pour
leur activité antioxydante (Martins et al., 2016). Les composés phénoliques agissent comme
des agents réducteurs, donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libres et en chélatant les

ions, par leur propriété redox la plus élevée (Martelli et al., 2018). Les caroténoides ce sont des

41



Syntheése bibliographique

pigments issus des plantes et microorganismes, ils permettent spécialement de neutraliser
I’oxygene singulet (Valko et al., 2007), ce qui leur permet d’exercer une protection contre des

dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiere solaire (Albert et al., 2003).

5 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Diverses méthodes, sont disponibles pour évaluer 1’activité antioxydante des aliments et les
systemes biologiques, on peut les classer en deux catégories selon deux mécanismes : soit par
le transfert d’un électron soit par le transfert d’atome d’hydrogene (Huang et al., 2005).

Les méthodes de la premiére catégorie sont utilisées pour mesurer la peroxydation lipidique
en utilisant un substrat lipoprotéique ou lipidique. La quantification de cette activité est
exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 1’oxydation (Sueishi et al., 2019). Cependant,
les méthodes de la deuxieme catégorie sont celles qui interviennent dans la mesure de I’habilité
du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le piégeage du peroxyde d’hydrogene (H205),
de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle *OH des anions superoxyde (O*2), du pyroxyle
(ROO?) et de I’oxyde nitrique (NO) (Sanchez-Moreno, 2002).

Parmi les méthodes de 1’activité antioxydante, nous citons :

» Capacité antioxydante totale de réduction du Bipyrine ferrique (FBRC) (Naji et al.,
2020)

> la méthode de piégeage du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Hui-Chun
Wau et al., 2003);

> le test de blanchissement du p-carotene (Miraliakbari et al., 2008)

> le test d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de 1’oxygéne) (Ou et al., 2001).

> I’essai d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC

(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Adedapo et al., 2008).

> la méthode du pouvoir réducteur de fer (FRAP) (Oyaizu, 1986);

> le test de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-phenylenediamine)
(Schlesier et al., 2002).

» la méthode de phosphomolybdéene ou la capacité antioxydante totale (Prieto & Aguilar,
1999)

» laméthode TOSC (Capacite du piégeage des oxy-radicaux totaux) (Maffei Facino et al.,
1993).

> le test TRAP (Paramétre du piégeage du radical total) (Lissi et al., 1995).

> le test photochémiluminescence (PCL) (Maffei Facino et al., 1993).
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Chapitre 5 : Les Diuretiques

1 Rappel sur I’anatomie et la physiologie renale

L’analyse anatomique du rein indique qu’il est constitué de nombreux organites ¢lémentaires.
Chaque rein contient environ un million de néphrons, dont chacun est constitu¢ d’un glomérule,
sicge de l'ultrafiltration du plasma sanguin (formation de I’urine primitive) et d’un tube
urinifére (Lillmann et al., 2010).

Les reins sont des organes complexes essentiels dans le maintien de 1’homéostasie de
I’organisme. Ils sont responsables de la formation de ’urine et de I’excrétion des déchets, on
parle de la fonction exocrine, mais ils agissent aussi comme des glandes endocrines (Liillmann
et al., 2010).

1.1 Lenéphron

Le néphron est un ensemble d’unités fonctionnelles et structurelles du rein qui contribuent a
la production de 1’urine. Il est constitué de deux parties principales ; le corpuscule rénal dans
lequel s’effectue la filtration du plasma et le tube rénal ou se passe le liquide. Ce dernier,
subdivise en plusieurs segments (Figure 10) (Masson, 2009):

- le tubule contourné proximal, qui fait suite a la capsule glomérulaire, il est situé dans le
cortex et il a une forme sinueuse ;

- I’anse de Henlé : il prend une forme de U et descend dans la médulle. Il est constitué d’un
segment ascendant qui remonte jusqu’ au cortex et segment descendant ;

- le tubule contourné distal. Plusieurs néphrons sont reliés a un tube collecteur. A leur tour,

ces derniers fusionnent pour former un conduit papillaire (Figure 10).
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Figure 10: Structure de base du rein et néphron

1.1.1 Fonction du néphron
Le néphron, 1’unité fonctionnelle du rein, assure trois fonctions principales : la filtration

glomérulaire, la réabsorption et la sécrétion tubulaires (Silbernagl et al., 2001).

» Filtration glomérulaire
La filtration glomérulaire du plasma aboutit a la formation de ’urine primitive. La
membrane de filtration du glomérule laisse librement le passage du plasma vers la chambre
glomérulaire. Ainsi, le filtrat glomérulaire produit se retrouve dans la chambre glomérulaire,

qui s’abouche au tubule contourné proximal (Liillmann et al., 2010).

» Réabsorption
La réabsorption assure le passage de substances de la lumiére tubulaire vers 1’espace
interstitiel ensuite vers les capillaires péri-tubulaires. Elle concerne les substances utiles a
I’organisme qui ne doivent pas étre éliminées, comme, le sodium, 1’eau, le glucose ou les acides
aminés. A partir de 180 L filtrés, environ 178,1 L sont réabsorbés, le reste est éliminé sous
forme d’urine (Marieb, 2000).
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La réabsorption du sodium débute aussitot que le filtrat pénetre dans le tubule contourné
proximal. La réabsorption iso-osmotique du sodium au niveau du tubule contourné proximal
peut atteindre 70%, et elle entraine une réabsorption passive de I’eau. Au niveau du segment
large ascendant de I’anse de Henlé, le sodium réabsorbé par symport Na*2CI K* peut atteindre
25% (Lillmann et al., 2010). La réabsorption du Na* se poursuit au niveau du tube distal par
un cotransport Na*/Cl". Au niveau du tube collecteur, la réabsorption de sodium s’effectue
passivement par des canaux Na' qui peuvent étre activés par I’hormone antidiurétique et
I’aldostérone (Haidara, 2008).

» Sécrétion tubulaire
La sécrétion est le phénomene inverse de la réabsorption. Les substances sécrétées vont
des cellules tubulaires vers la lumiére tubulaire ou des capillaires vers de I’espace interstitiel.
Les principales substances éliminées par ce processus sont, d’hydrogéne (HY), le potassium
(K"), kréatinine, 'urée et I’acide urique. La sécrétion est un phénoméne essentiel dans
I’élimination de certains médicament ou substances toxiques, qui ne se trouvent pas déja dans

le filtrat, ou dans la régulation du pH sanguin (Johanna, 2013).

2 Lesdiuretiques

Les diuretiques sont des substances, capable d’augmenter 1’excrétion urinaire du sodium
(Na*) par la diminution de sa réabsorption, I’augmentation de la charge de sodium filtré ou par
une association des deux effets. Les diurétiques peuvent modifier également I’excrétion
urinaire d’autres électrolytes, notamment du calcium, du potassium, des chlorures, du
magnésium et des proton (Nakano et al., 2020). L’augmentation de 1’excrétion urinaire du Na*

est toujours associée a une augmentation du volume urinaire (Liillmann et al., 2010).

2.1 Ladiureése
Diurese est définit comme étant le processus physiologique qui permet I’excrétion du de
I’eau et de sel, 1’élimination des produits terminaux du métabolisme et les substances
étrangeres, pour maintenir la composition chimique du milieu intérieur constante, on parle donc

de ’homéostasie interne (P. Hallouét et al., 2009).

2.2 Classification des diurétiques
La classification des diurétiques s’effectue selon leur structure chimique, leur potentiel

diurétique, leurs sites d’actions a I’intérieur du néphron (Figure 11).
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» Les diurétiques osmotiques
Les diurétiques osmotiques n’interagissent pas directement avec des mécanismes de transport
mais agissent comme des substances osmotiques au niveau tubulaire. Quand le diurétique
osmotique administré, il est filtré mais tres peu reabsorbé a cause de sa faible capacité a pénétrer
les membranes luminales. 11 fixe les molécules d’eau et les retiennent dans la lumiére tubulaire
pour empécher la diminution de de la réabsorption de Na* et CI". Le mannitol et le sorbitol sont
des diurétiques les plus connus de cette classe (Alonso-Castro et al., 2019).

- Tube distal Diurétiques thiazidiques
Inhibiteurs de I'anhydrase J €= |nhibiteurs du cotransporteur
carbonique Na+Cl-

\

Tube proximal

Canal collecteur

!

Branche ascendante
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/

Diurétiques de l'anse Diurétiques épargneurs
Inhibiteurs du cotransporteur de potassium
Na+K+Cl- Antagoniste de I'aldostérone
Inhibiteurs du canal
sodé épithélial

Figure 11: Sites d’action des diurétiques

» Les diurétiques de I’anse
Cette classe de diurétiques agissent au niveau de la partie ascendante de 1’anse de Henlé en
inhibant la réabsorption de I’eau et des ions Na™, CI" et K* (Funck-Brentano et al., 2011). Cette
famille est caractérisée par une haute efficacité un effet rapide. Le furosémide est le
médicament plus connu de cette classe (Wile, 2012).
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» Diurétiques thiazidiques
Ce sont des diuréetiques qui agissent essentiellement au niveau de la partie initial du tube
contourné distal par I’inhibition du cotransport Na */CI", ce qui entraine a une rétention d’eau
dans I’urine (Funck-Brentano et al., 2011). Ils conduisent a une hypokaliémie et stimulent la

réabsorption de Ca* et I’excrétion urinaire de K*(Jardim et al., 2018).

» Les inhibiteurs de ’anhydrase carbonique
Les inhibiteurs de 1’anhydrase carbonique agissent généralement au niveau du tube contourné
proximale. Ils réduisent la production d’acide carbonique et par conséquent celle des protons.
Ce qui entraine la diminution des échanges Na*/H", la baisse de I’ammonurie et une excrétion
importante des bicarbonates. L’acétazolamide représente le diurétique le plus connu de cette

famille (Jardim et al., 2018).

» Diurétiques d’épargne potassique
Les Diurétiques d’épargne potassique agissent sur la membrane de tube contourné distal et
du tube collecteur. Ils épargnent le potassium en bloquant les échanges sodium-potassium et
augmentent I’élimination du sodium et a un moindre degré du chlorure et de I’acide carbonique.
On distingue deux familles : Les antagonistes de 1’aldostérone représentés par 1’amiloride ou le
ou Modamide et les non antagonistes d’aldostérone (essentiellement le Aldactone ou la
spironolactone) (Wile, 2012).

2.3 Indications thérapeutiques des diurétiques

» L’insuffisance rénale
L’insuffisance rénale est définie comme une diminution ou un arrét de la filtration
glomérulaire au point que la fonction rénale ne peut plus maintenir 1’homéostasie de
I’organisme. Les diurétiques de 1’anse de Henlé représentent un traitement chez un patient qui

souffrent une insuffisance rénale compliquée (Funck-Brentano et al., 2011).

» L’insuffisance cardiaque

Les diurétiques thiazidiques et de 1’anse (furosémide) améliorent les variables
hémodynamiques et des performances cardiaques. Ils réduisent la précharge sans modifier le
débit cardiaque ainsi ils agissent sur la rétention sodée et la volémie, rendant la paroi vasculaire

plus sensible a des vasodilatateurs (Silke, 1994).

» L’hypertension artérielle
Un adulte est considéré hypertendu si sa pression artérielle est supérieure ou égale a

140/90 mm Hg (Hanon et al., 2004). Les diurétiques constituent des piliers de traitement d’une
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hypertension artérielle. Les thiazidiques sont les diurétiques les plus connus contre
I’hypertension artérielle, ils favorisent I’élimination urinaire d’eau et du sodium. Entrainants
ainsi la diminution du volume sanguin et le débit cardiaque et chutant la pression artérielle
(Briet et al., 2009).

2.4 Effets indesirables des diurétiques
Bien que les diurétiques soient nécessaires pour le maintien de la balance hydro-sodée, mais
leur utilisation excessive conduise & une atteinte rénale. Les effets indésirables des diurétiques
sont liés souvent a leur mode d’action et a la dose administrée. Ces effets concernent
essentiellement, 1’hypokaliémie, 1’hypercalciurie, I’hypercalcémie, 1’hypotension, 1’élévation
des concentrations plasmatiques d’urée et de créatinine, et I’hyperuricémie (Briet et al., 2009;

Wei et al., 2019; Jardim et al., 2018).

3 Les plantes et I’effet diurétique

L’échec des traitements pharmaceutiques classiques, notamment dans le cas de maladies
chroniques et 1’élévation d’incidence des effets secondaires qui leurs sont associés inquiétaient
les chercheurs, ces dernieres années, a explorer la nature pour découvrir et développer de
nouvelles armes thérapeutiques efficaces, moins agressives pour 1‘organisme humain. De ce
fait, les plantes médicinales peuvent fournir des intéréts considérables dans le développement
de stratégies thérapeutiques alternatives aux agents chimiques (Hassan et al., 2020). Plusieurs
étude antérieures ont confirmé I’effet diurétique de certaines plantes utilisées en médecine
traditionnelle (Al-Saikhan et al., 2016; Hassan et al., 2020; Sisay, 2017).

48



o)

Partie Il : Matériel et Méthodes

49



Matériel et méthodes

1 Matériel végétal

Les parties aériennes de T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum ont été récoltées
durant la période de floraison, en octobre 2015, dans la région de Gourrama, Lahri (Midelt-
Maroc). L’identification botanique des deux plantes a été confirmée par le professeur Amina
Bari (Botaniste de la faculté de sciences Dhar Mehraz, Département de biologie, université
Sidi Mohammed Ben Abdellah, Fés-Maroc). Puis, les plantes récoltées ont été sechées a
I’ombre et a I’air libre, pendant deux a trois semaines afin d’éviter d’une part la dégradation des
molécules actives et d’autre part I’altération par des bactéries ou des champignons. Tandis que,

les écorces de la Cinnamomum cassia ont été achetés dans le marché local a Fes.

2 Méthodes d’extractions des composés bioactifs

2.1 Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles de la partie aérienne de Teucrium polium et des écorces de la
cannelle ont été extraites par la technique d’hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type
Clevenger adapté (Jalal et al., 2015). Cette technique consiste a porter a ébullition, pendant 3
heures, dans un ballon de 2 litres, 800 ml d’eau distillée et 200 g de la plante étudiées. Les
cellules végétales, sous 1’action de la chaleur, éclatent et libérent les huiles essentielles. Ces
derniéres sont alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles passent par un réfrigérant a eau
ou elles sont condenseées, puis récupérées dans un récipient. Les huiles essentielles obtenues ont
été stockées dans des petits flacons hermétiques, dans un réfrigérateur a 4-5 °C, pour I’analyse
chimique et les tests biologiques.
Le rendement en huile essentielle, exprimé en pourcentage, a été estimé par le calcul du rapport
entre le volume de I’huile essentielle et la masse de la maticre végétale utilisée. 1l est calculé

selon la formule suivante :

* 100

R(%) = VHE
YT MY
R : Rendement en huile essentielle (%) ; VHE : Le volume de I’huile essentielle (ml) ;

MV: La masse du matériel végétal (g).
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Figure 12: Montage expérimental de ’appareil d’hydrodistillation.

2.2 Extraction par Soxhlet

L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végétal (10 g) a 1’aide d’un appareil
Soxhlet (Figure 13), pondant 6 h, en utilisant des solvants (100 ml) a polarité croissante : acétate
d’éthyle, éthanol, méthanol, et eau (Biallo et al., 2004). Cette technique consiste a placer, dans
une cartouche de Soxhlet 1’échantillon végétal et introduire le solvant dans un ballon. Un
réfrigérant qui s’adapte au Soxhlet permet de condenser la vapeur du solvant qui monte du
ballon chauffé ; le condensat tombe dans la cartouche et extrait ainsi les composes actifs de
1’échantillon. Quand le Soxhlet se remplit jusqu’au niveau de la partie supérieure du siphon, le
solvant riche en composés actifs se déverse dans le ballon : c’est le siphonnage et le mécanisme
reprend. Aprés épuisement d’échantillon végétal, les extraits finaux sont obtenus aprés
concentration et élimination du solvant par évaporation rotative a 55°C (Figure 14) puis ils sont

conserveés & 4°C dans des flacons en verre stériles et hermétiquement fermés.

Figure 13: Montage expérimental de I’appareil de Soxhlet
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2.3 Extraction par macération
Des quantités de 10 g de la poudre de la partie aérienne de Teucrium Polium et des écorces
de la cannelle ont été macérées a température ambiante pendant 48 h sous agitation avec 100
ml de solvants : I’acétate d’éthyle, 1’éthanol, le méthanol, et I’eau. Le mélange a été filtré, par
la suite, les extraits finaux sont obtenus aprés concentration et élimination du solvant par
évaporation rotative a 55°C (Figure 14), puis ils sont conservés a 4°C dans des flacons en verre

stériles et hermétiquement fermés.

> Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la relation suivante :

Masse de |'extrait résiduel

R(%) = 100

%
Masse de la matiere végétale séche

Figure 14 : Montage expérimental de la rotavapeur

3 Analyse chimique des huiles essentielles

3.1 Chromatographie en phase gazeuse
La chromatographie en phase gazeuse (CG) est la méthode la plus utilisée dans la séparation
et I’identification des molécules volatiles des huiles essentielles (Adams, 2007). Elle est basée
sur la migration différentielle des constituants d’un mélange a travers une phase stationnaire.

L’huile essentielle est transformée sous forme gazeuse au niveau de I’injecteur par chauffage.
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L’¢chantillon gazeux est alors pris en charge par un gazeux vecteur inerte, qui I’entraine
pénétrer dans une colonne de type capillaire en silice fondue enfermée dans un four a
température programmable. Apres avoir traversé la colonne chromatographique, chaque
molécules du mélange analyseé sorte a un temps de rétention qui differe de celui des autres
molécules (Hoberg et al., 2000). La CG permet donc de séparer un mélange gazeux complexe

par une succession continue d’équilibres entre la phase mobile gazeuse et la phase stationnaire.
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Figure 15 : Principe de la chromatographie en phase gazeuse (Adams, 2007)

3.2 Analyse des huiles essentielles par CG-SM

Les huiles essentielles des trois plantes étudiées ont été analysées par chromatographie
gazeuse (Thermo Fischer) couplée a spectromeétre de masse de modéle ULTRA S /N 20062969,
Polaris QS/N 210729, équipé d’une colonne non polaire HP-5MS (60 m x 0,32 mm, épaisseur
du film 0,25 mm). 1 ul de I’'HE diluée dans I’Hexane (10/90 v/v) a été injecté dans la colonne.
L’helium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1 ml/min. Les conditions de
fonctionnement de la température du four CG-SM ont été maintenues comme suit : 40 °C durant
2 minutes, puis 2 °C/min jusqu’a 250 °C et 10 minutes a 250 ° C. La température de ’injecteur
est de 250 °C et celle du détecteur est de 260 °C. Un split de 10 : 100 a été appliqué. Les spectres
de masse sont enregistrés en mode d’impact électronique avec une énergie d’ionisation de
70 eV. La température de la source d’ions est de 200 °C, les données des spectres de masse ont
été acquises dans le mode de balayage de gamme de 40 a 650 m/z.

L’identification des composes a été réalisee en déterminant leurs indices de rétention

(IR) par rapport a ceux d’une série homologue de n-alcanes (C8 a C20) et en comparant leurs
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spectres de masse enregistrés avec ceux stockés dans la bibliotheque NIST ou avec les spectres

de masse de la littérature (Adams, 2007).
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Figure 16 : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse.

4 Dosage des composés phénoliques dans les extraits de plantes

4.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été realisé par la technique de Folin-ciocalteu (Slinkard
et al., 1977). 100 ul de I’échantillon ont été ajoutées a 500 pl de réactif de Folin-Ciocalteu
(10 %), apres agitation vigoureuse, on laisse le mélange agir pendant 6 min avant d’ajouter 400
ul de carbonate de sodium a 7 %. Le tout est incubé pondant 2 heures a I’abri de la lumiere et &
la température ambiante. L’absorbance a été lue par spectrophotométre UV visible a 760 nm
contre un blanc. Une courbe d’étalonnage (y= ax) est préparée en utilisant ’acide gallique
comme standard, les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de poids sec d’extrait (mg Eq AG/g Ms).

4,2 Détermination de la teneur en flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux des extraits de plantes a été déterminée par la méthode de
trichlorure d’aluminium (AICI3), décrite par Zhishen et al. (1999). 250 ul de I’extrait dilué ont
été ajoutés a 75 ul d’AlClz (10 %) et 75 ul d’acétate de sodium a 5 %. Le melange a été
vigoureusement agité. L.’absorbance a été lue a 510 nm apres 30 minutes d’incubation, contre
un blanc. Une courbe d’étalonnage (y= ax) est préparée, dans les mémes conditions opératoires
que les extraits, en utilisant la rutine comme standard, les résultats sont exprimés en

milligramme d’équivalent de rutine par gramme de poids sec d’extrait (mg Eq R/g extrait).
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4.3 Dosage des flavones et flavonols
Le dosage des flavones et flavonols a été réalise par la méthode de Zhishen et al. (1999).
500 pl de I’extrait ou de la quercitrine ont été ajoutés a 500 pl d’une solution méthanolique
d’AlCl3 (20 %). L’absorbance a été lue a partir du spectrophotometre UV a 420 nm contre un
blanc.
Une courbe d’étalonnage (y= ax) est préparée, dans les mémes conditions opératoires que les
extraits, en utilisant la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent

de quercétine par gramme de poids sec d’extrait (mg Eq Q/g extrait).
5 Activités biologiques

5.1 Activités antibactériennes des HEs seules et en combinaison avec d’autres

COMposés

5.1.1 Les souches bactériennes testées
L’activité antibactérienne des composés testés a été évaluée vis-a-vis des souches résistantes
a divers classe d’antibiotiques il s’agit de :

- quatre souches bactériennes responsables des infections nosocomiales ; isolées des
patients hospitalisés au service de réanimation de CHU-F¢s ; Staphylococcus aureus
SARM 27 C1, Escherichia coli BLCE 255, Klebsiella pneumoniae BLCE 299 et
Pseudomonas aeruginosa

- trois souches mutirésistantes selon le référentiel international, American Type Culture
Collection (ATCC), nous ont été aimablement fournies par I’institut Pasteur de
Casablanca. 11 s’agit de: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

» Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des Cocci a Gram positif qui se groupent en amas. L’espéce
Staphylococcus aureus (staphylocoque doré), occupe une place trés importante dans les

infections collectives et nosocomiales (Vincenot et al., 2008).

> Escherichia coli

Escherichia coli (bacille & Gram négatif), commensal du tube digestif, est la bactérie la plus

fréguemment impliquée dans les infections urinaires. Elle peut aussi provoquer des diarrhées
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par des mécanismes tres variés, ainsi que nombreuses infections communautaires ou

nosocomiales (Vincenot et al., 2008).

» Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa bacille a Gram négatif de I’environnement se comporte comme des
bactéries opportunistes et est souvent a 1’origine des infections nosocomiales. Elle se caractérise

par sa résistante a de nombreux antibiotiques (Fritze et al., 2011).

» Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une bactérie commensale de I’'Homme et des animaux ; elle est
responsable des infections communautaires (urinaires et respiratoires) et des infections
opportunistes chez les malades hospitalisés (infections urinaires, broncho-pulmonaires,
septicémies avec choc,...). K. pneumoniae représentait 3 % des micro-organismes isolés

d’infection nosocomiale (El Fertas-Aissani et al., 2013).

5.1.2 Les composés étudiés
Nous avons étudié, dans cette partie, I’activité antibactérienne des huiles essentielles de
Cinnamomum cassia, Teucrium polium sous-espéce polium et Teucrium polium sous-espece
aureum. Certains antibiotiques standards (Streptomycine, Ampicilline et Chloramphénicol) et
molécules volatiles (trans-cinnamaldéhyde, thymol, carvacrol, eugénol et géraniol) ont été
choisis pour évaluer leur potentiel synergétique avec les HEs de C. cassia ou T. polium ssp.

polium.

» Molécules volatiles :

e Trans-cinnamaldehyde : le principal composé de I’HE de cannelle (Lee et al., 2020) ;

e Thymol et carvacrol : les composés majoritaires des HEs de thym et d’origan (Vitanza
et al., 2019; Aouam et al., 2019);

e Eugénol : le constituant majoritaire d’HE de clou de girofle (Taroq et al., 2018);

e Géraniol : le composé majoritaire de I’HE de géranium rosat (Boukhatem et al., 2013).

» Antibiotiques standards :

e Streptomycine : est un antibiotique inhibiteur de la synthése des protéines. Elle se lie a
I’ ARN ribosomique 16S de la sous-unité ribosomique 30S du ribosome bactérien. Cette
liaison peut conduire a des lectures erronées de codons et 1’inhibition de la synthéese de

protéines ce qui entraine la mort de la cellule bactérienne (Luzzatto et al., 1968).
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e Ampicilline : ¢’est un antibiotique a spectre large de la classe des béta-lactamines, il
agit sur les bactéries a Gram positifs et sur certains Gram négatifs. Il inhibe la synthese
de la paroi bactérienne via I’inhibition de I’enzyme trans-peptidase, ce qui conduit a la
lyse cellulaire (Br, 1972).

e Chloramphénicol : c’est un antibiotique bactériostatique qui limite la synthése des
protéines en inhibant I’activité peptidyl-transférase du ribosome bactérien. Il inhibe la
synthése de peptides via I’inhibition de la formation de la liaison peptidique. Les
bactéries résistent au chloramphénicol par la réduction de la sa perméabilité
membranaire, la mutation sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien et la présence de

I’enzyme chloramphénicol acétyl-transférase (Jardetzky, 1963).

5.1.3 Les milieux de culture utilisés
Quatre types de milieux de culture ont été utilisés pour évaluer le pouvoir antibactérien :
e le milieu nutritif solide Luria Bertani (LB) pour la culture et I’isolement des souches
bactériennes ;
e le milieu nutritif LB liquide pour la culture et la préparation de I’inoculum
bactérien ;
e gélose de Muller-Hinton : pour le test de la diffusion sur disques ;
e milieu liquide de Muller-Hinton pour le test de la microdilution
En fait, la gélose de Muller-Hinton est le seul milieu de culture solide recommandé par les
directives internationales (NCCLS), pour I’étude de 1’activité antibactérienne de diffusion en

gélose.

5.1.4 Activité antibactérienne des HEs par la méthode de diffusion de disques

Le potentiel antibactérien des composés étudiés a été déterminé par la méthode de diffusion

de disques selon I’expérience de Gary et al. (1980).

> Préparation de I’inoculum bactérien : Chaque culture de souche a étudier est
ensemencée en stries sur des boites de Petri contenants une gélose LB, afin d’obtenir des
colonies jeunes et isolées. Apres une incubation a 37 °C pendant 18 heures, trois a quatre
colonies bien isolées sont prélevées avec une anse de platine stérile, puis émulsionnées dans
un tube contenant de I’eau physiologique stérile. La turbidité de la suspension est ajustée a 0,5
Mc Farland (soit 108 UFC/mI) en mesurant la densité optique.
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» Préparation de la gélose : le milieu de culture Mueller Hinton Agar (MH) a été
préparé par la dissolution de 40 g de la poudre dans 1 L de I’cau distillée ; apres la stérilisation
a ’autoclave a 121 °C pendant 15 min, le milieu a été coulé dans des boites de Petri en

plastiques stériles.

> Ensemencement et incubation : 1 ml de I’inoculum bactérien (108 UFC/mI) a été
déposé sur la surface du milieu de culture (MH) de chaque boite de Pétri. Aprés une
imprégnation de 5 minutes, I’excédent d’inoculum a été éliminé par aspiration. Les disques de
papier-filtre (6 mm de diametre) chargés de 15 ul de ’HE (ou du composé testé) ont été
disposés dans les boites de Petri inoculées. Un disque contenant du sérum physiologique est

utilisé comme témoin négatif. Ensuite, les boites ont été incubées & 37 °C pendant 18 heures.

> Lecture et interprétation : aprés incubation, le diamétre d’inhibition autour de disque

a été mesuré en millimeétre.

5.1.5 Activité antibactérienne des HEs par la technique de microdilution
Cette méthode a pour objectif de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) a
partir d’une gamme de concentration de composés a tester. La CMI des composes a été
déterminée a 1’aide des plaques Elisa de 96 puits, selon la méthode du Comité National pour
les Normes de Laboratoire Clinique (NCCLS, 1999).

> Préparation de I’inoculum bactérien : a partir d’une culture de 18 h sur la gélose LB,
on prépare une suspension bactérienne dans d’eau physiologique stérile de concentration 108
UFC/mL. 50 pL sont ensuite prélevés et placés dans un tube contenant 4950 pL de I’eau

physiologique stérile ; la suspension est a 1. 10° UFC/mL.

» Préparation de la gamme de concentration : a partir d’une solution mére des
composés a tester, une gamme de concentration est préparée dans des tubes a essai, par des
dilutions successives % dans une suspension d’agar (0,1 %), afin de disperser les composés

sans ajouter de solvant ou de détergent.

» Ensemencement et incubation : 50 uL de bouillon MH est placé dans les micropuits,
ensuite les differentes concentrations de composés testes sont placées dans chaque micropuit
aun volume de 50 uL, auquel on ajoute 50 pL de la suspension bactérienne. Enfin, les plagues
sont incubées pendant 18 h a 37 ° C (El Atki et al., 2019).
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» Témoin positif et négatif : afin de valider la stérilit¢ du composé teste, un puits
contenant 50 pl de composé et 100 ul de bouillon MH est préparé. Ce puits correspond au
témoin négatif. De la méme maniére, pour valider la croissance bactérienne dans I’inoculum

utilise, un témoin positif contenant 50 ul d’inoculum et 100 pl de bouillon MH est préparé.

> Lecture et interprétation : La prolifération bactérienne a été visualisée en ajoutant a
chaque puits 20 pL de la solution aqueuse de chlorure de 2,3, 5 triphényltétrazolium (TTC)
(1 %), avec une incubation supplémentaire pendant 1 h. La TTC est incolore, il devient rouge
en présence de bactéries en croissance. CMI correspond au puits présentant la plus faible
concentration d’huile essentielle pour lequel le mélange ne produisait pas de couleur rouge (El
Atki et al., 2019).

5.2 Potentiel synergétique des HEs combinées avec certains antibiotiques ou
molécules volatiles

La combinaison des HEs avec les antibiotiques ou les molécules volatiles (MVs) a été réalisee

par la technique d’échiquier (Moody, 2003). Cette technique consiste a mettre en combinaison

deux produits afin d’évaluer leur potentiel synergique dans I’activité antibactérienne. En effet,

I’HE et I’antibiotique ou les MV sont déposés en dilutions en séries croisées sur une plaque Elisa de

96 puits selon le schéma présenté dans la figure 17.

> Préparation de I’inoculum bactérien : Cette étape est strictement identique a celle

décrite pour la méthode de diffusion de disques.
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Sens de dilution de ’HE
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Figure 17 : Schéma de la plaque utilisée lors de la combinaison de deux composés

» Ensemencement et incubation : 100 pL de bouillon MH est placé dans les micro-
puits. 25 pL de différentes concentrations de I’HE sont ensuite placés horizontalement dans
chaque micro-puits, de méme, 25 pL des différentes concentrations d’antibiotique ou de MVs
sont placés verticalement dans chaque micro-puits. Ensuite, 50 uL de la suspension
bactérienne sont ajoutés dans chaque puits contenant les deux agents antibactériens (Tableau

1). Enfin, les plaques sont incubées pendant 18 h a 37 ° C.

» Témoin positif et négatif : afin de valider la stérilit¢ du composé testé, des puits
contenant 50 pl de composé et 100 ul de bouillon MH sont préparés. Ces puits correspondent
au témoin négatif. De la méme manicre, pour valider la croissance bactérienne dans 1’inoculum
utilisé, un témoin positif contenant 50ul d’inoculum et 100 ul de bouillon MH est préparé
(Tableau 1).
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Tableau 1: Mise en place des antibactériens pour la mesure de la synergie par microdilution

HE C=2CMI C=CMI C=CMI/2 C=CMl/4 C=CMI/8
l 25 pL Al 25 pL A2 25 pL A3 25 pL A4 25 pL A5
Antib/MV
o 25 pL 25 uL Al 25 pL A2 25 pL A3 25 uL A4 25 pL A5
I Bl + + + + +
S 25 uL B1 25 uL B1 25 uL B1 25 uL B1 25 uL B1
< + + + + +
100pL MH 100pL MH 100pL MH 100pL MH 100pL MH
S50pL S50pL S50pL 50pL 50pL
inoculum inoculum inoculum inoculum inoculum
o 25 pL 25 uL Al 25 uL A2 25 uL A3 25 uL A4 25 uL A5
T B2 +25uL B2+ | +25uL B2+ | +25uL B2+ | +25uL B2+ | +25 uL B2 +
Q 100pL MH 100pL MH 100pL MH 100pL MH 100pL MH
= 50uL 50uL 50uL 50uL 50uL
inoculum inoculum inoculum inoculum inoculum
o 25 pL 25 uL Al 25 pL A2 25 pL A3 25 pL A4 25 uL A5
I B3 +25uL B3+ | +25uL B3+ | +25uL B3+ | +25uL B3 +25uL B3
@ 100pL MH 100pL MH 100pL MH \Y/ \Y/
% 50uL 50uL 50uL 100pL MH 100pL MH
inoculum inoculum inoculum 50uL 50uL
inoculum inoculum
o 25 pL 25 pL Al+ 25 pL A2 25 pL A3 25 pL A4 25 uL A5
? B4 25UL B4+ | +25uLB4 |+25uL B4+ | +25uL B4 |+25uL B4+
@) 100pL MH 100pL MH 100pL MH 100puL MH 100pL MH
% 50uL 50uL 50uL 50uL 50uL
inoculum inoculum inoculum inoculum inoculum
o 25 pL 25 uL Al 25 pL A2 25 uL A3 25 uL A4 25 uL A5
1" B5 +25uLB5 | +25uL B5+ | +25 uL B5+ | +25 pL B5+ | + 25 yL B5+
0 +100pL 100pL MH+ | 100puL MH+ | 100pL MH+ | 100pL MH
g MH+ 50uL 50uL 50uL S50pL
50uL inoculum inoculum inoculum inoculum
inoculum
TEMOINS 100uL MH | 100uL MH |  100uL MH |  100pL MH |  100pL MH
50 uL A 50 uL B 50uL 50pL
inoculum inoculum

> Lecture et interprétation : Aprées incubation, la prolifération bactérienne a été

visualisée en ajoutant a chaque puits 20 pL de la solution TTC (1 %), avec une incubation

supplémentaire pendant 1 h. Le TTC devient rouge en présence d’une croissance bactérienne.

CMI correspond au puits présentant la plus faible concentration d’antibactérien en
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combinaison pour lequel le mélange ne produisait pas de couleur rouge.
La synergie est ensuite mesurée par la formule suivante :
FIC index (FICI) = FIC + FICp

CMI de (A) en combinaison
MIC (A) seul

CMI de (B) en combinaison
CMI de (B) seul

FICA =

FICg =

(A) : I’huile essentielle ; (B) : I’antibiotique ou la molécule volatile (MV).
La nature de 1’association entre les deux composés est déduite a partir des valeurs de FICI :
Un effet synergique lorsque FICI <0,5; un effet additif lorsque 0,5 < FICI <1 ; un effet

indifférent (pas d’interaction) lorsque 1 < FICI < 4 ; et un effet antagoniste lorsque FICI > 4.
O
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Figure 18: Schéma des différentes interactions possibles (Yassine El Atki)
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5.3 Activites antioxydantes

5.3.1 Piégeage du radical ABTS*

ABTS™ est un radical libre de couleur verte, généralement utilisé pour évaluer le pouvoir
antioxydant des produits naturels. Le radical ABTS™ provient de I’oxydation d’ABTS par le
persulfate de potassium en utilisant la méthode décrite par Adedapo et al. (2008). Le radical a
été préparé en mélangeant des quantités égales de I’ABTS (7 mM) et de persulfate de potassium
(2,1 mM). Le mélange a été laissé reagir pendant 12 h dans I’obscurité et a la température
ambiante. 1,5 ml de la solution résultante ont été ensuite mélangés avec le méthanol pour
obtenir une absorbance de 0,7 a 734 nm. Ensuite, 1 ml d’extrait ou d’étalon préparé dans le
méthanol a différentes concentrations a été ajouté a 1 ml de la solution méthanolique ABTS.
L’absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 734 nm aprés 7 minutes d’incubation a
I’obscurité et a la température ambiante. Le trolox comme 1’antioxydant de référence a été
préparé dans les mémes conditions. Le pourcentage d’inhibition (I %) de I’ABTS"*a été calculé

selon la formule :

1(%) = ACA—‘CAS «100 (1)

Ac : absorbance du contréle négatif.

As : absorbance de I’extrait ou de I’antioxydant de référence.

5.3.2 Piégeage du radical DPPH

Le DPPH (1,1 -diphényle -2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe & 517 nm. En présence d’un agent antioxydant, le radical DPPH' est réduit et change
de couleur en virant au jaune.

La capacité de nos échantillons a réduire le radical DPPH a été mesurée par la méthode
décrite par Wu et al. (2003). 100 ul de différentes concentrations de chaque échantillon est
ajouté a 1,40 ml une solution éthanolique contenant 0,1 mmol de DPPH fraichement préparée.
Les mélanges ont ét¢ agités au vortex et incubés a 1’obscurité a température ambiante pendant
30 min. L’absorbance a été lue au spectrophotomeétre (Jasco V-530) & 517 nm contre un blanc
en remplagant I’extrait par 1’éthanol. Le BHT comme I’antioxydant de référence a été préparé
dans les mémes conditions. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical libre DPPH a été
calculé selon la formule (1).

L’activité antioxydante par la méthode de DPPH est exprimée par la valeur ICso

(concentration inhibitrice), qui représente la concentration de 1’échantillon capable de réduire

63



Matériel et méthodes

50 % du radical DPPH. L’ICso a été estimée par extrapolation en tracant la courbe des

pourcentages d’inhibition (I %) en fonction des concentrations.

5.3.3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer des extraits a été déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986),
basée sur la réaction chimique de réduction du Fe®* présent dans le complexe KsFe (CN) 6 en
Fe**. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. 200 pl de différente
concentration de chaque extrait sont mélanges avec 500 ml de la solution tampon phosphate
(0,2M ; pH 6,6) et 500 ml de ferricyanure de potassium (KsFe (CN)g) a 1 %. Aprés I’incubation
des mélanges a 50 °C pendant 30 min, 500 ml de I’acide trichloracétique (10 %) ont été ajoutés
pour arréter la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 tours pendant 10 min. 500 ml du
surnageant de chaque concentration est mélangé avec 500 ml d’eau distillée et 100 ml FeCls,
(0,1 %). L absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre contre un blanc
préparé en remplagant 1’extrait par le méthanol. L’acide ascorbique est utilisé comme contréle
positif (antioxydant standard) dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les
extraits.

Le pouvoir réducteur est exprimé par la valeur ECso, qui représente la valeur de 1’extrait
capable d’augmenter 1’absorbance a 0,1. L’ECso a été estimée par extrapolation en tracant la

courbe des absorbances en fonction des concentrations (El Atki et al., 2019).

5.3.4 Test de phosphomolybdéne

Le test de phosphomolybdéne ou la capacité antioxydante totale (CAT) est une méthode
quantitative pour la détermination 1’activité antioxydante d’une substance par la formation d’un
complexe de phosphomolybdéne. Le dosage est basé sur la réduction de Mo (V1) en Mo (V) a
pH acide (Prieto & Aguilar, 1999). 25 ul de I’échantillon dilué ont été ajoutés a 1 ml du réactif
de phosphomolybdéne (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM sodium phosphate et 4 mM de
molybdate d’ammonium). Le mélange est incubé a 95 °C dans un bain-marie, pendant 90 min.
I’absorbance est lue a 695 a ’aide d’un spectrophotometre contre un blanc en remplagant
I’extrait par le méthanol. Le vit C est utilisé comme contrdle positif (antioxydant standard) dont
I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les extraits. La capacité antioxydante

totale est exprimée en équivalents de la vitamine C (mg Vit C E/g extrait).
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5.4 Effet diurétique des extraits aqueux de T. polium ssp polium et T. polium ssp

aureum.

5.4.1 Animaux
Cette expérience a été réalisées sur des rats Wistar adultes males normaux ayant un poids
corporel de 170 £ 5 g, élevés dans 1’animalerie du laboratoire PPSE ou ils ont séjourné sous les
conditions suivantes : une température de 25 + 2°C, 55 % d'humidité et 12h/12h cycle
lumiere/obscurité. Les animaux ont libre acceés a I'eau du robinet et la nourriture. Le soin et la
manipulation des rats étaient en conformité avec les normes directives internationalement

reconnue pour l'utilisation des animaux.

5.4.2 Traitement aigu
Les animaux ont été placés chacun dans une cage métabolique adaptée a 1’étude de
I’activité diurétique pendant une période de 48 heures pour qu’ils puissent s’adapter aux
conditions des cages avant I’expérimentation, pendant cette période, on gave les animaux

seulement par 1’eau. Les rats ont €té répartis en quatre groupes de six rats pour chacun :

e |e premier, le contrdle négatif, recoit de I’eau;
e |e deuxiéme, le contréle positif, recoit du furosemide a une dose de 10 mg/Kg;
e |e troisieme et le quatriéme groupe sont traités, respectivement par 150 mg des
extraits aqueux de T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum obtenus par
Soxhlet.
Aprés administration des produits testés, chaque rat est placé immédiatement dans une cage
métabolique avec un acces libre a 1’eau et la nourriture. Les urines sont collectées dans des
tubes gradués, leurs volumes ont été mesurés aprés 1h, 2h, 4h, 6h, 24h, la concentration des

ions Na*, K* et CI" sont aussi mesuré apres 8h.

5.4.3 Traitement subchronique
Les extraits aqueux de T. polium ssp polium et T. polium ssp polium, le furosémide et
I’eau distillée ont été administrés a quatre groupes de rats pendant 16 jours a des doses similaires
a celle de traitement aigu. Immédiatement aprés le gavage, les rats ont été placés
individuellement dans les cages métaboliques avec un accés libre a 1’eau et a la nourriture.
L’urine a été collectée le jour 1,4, 8, 12, et 16, puis filtrée, centrifugée et conservée jusqu’au

dosage des différents parameétres.
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Les préléevements sanguins ont éte effectués a la fin du traitement, par ponction
rétroorbitale sur des animaux légérement endormis au diéthyl éther. Apres centrifugation a 3500
Tpm pendant 15 minutes, le plasma recueilli est stocké a -20 °C jusqu’au jour du dosage des

différents parametres.

» Dosage du Na*, K* et CI

Les concentrations en Na*, K* et Cl- ont été déterminées dans les différents échantillons
urinaires et plasmatiques par spectrophotométrie a flamme. 100 pL de I’échantillon sont aspirés
par le photométre a flamme, dilués dans le I’étalon interne puis vaporisés dans une flamme
butane-air excitant les atomes de Na* K* et CI". Les électrons de 1’orbital périphérique de
I’atome sont projetés a un niveau d’énergie plus élevé et reviennent ensuite a 1’état fondamental
en émettant des photons dont la longueur d’onde est caractéristique de I’atome. L’énergie
produite sous forme de photons est proportionnelle au nombre d’atomes contenus dans

I’échantillon vaporisé et donc a la concentration exprimée en mEq/L.

» Dosage de la créatinine

La concentration de la créatinine est estimée par une méthode colorimétrique a 1’aide du
spectrophotometre (BioSystems BTS-310 photometer). Dans un milieu alcalin, la créatinine
présente dans 1’échantillon réagit avec le picrate pour donner un complexe coloré. On mesure
la vitesse de formation de ce complexe dans des périodes initiales courtes, évitant ainsi
I’interférence d’autres composés. L’augmentation de 1’absorbance a 500 nm, suite au
développement de la coloration est directement proportionnelle a la concentration en créatinine
(Fabiny et al., 1971; Jaffe, 1980).

La clairance de la créatinine qui permet de déterminer la filtration glomérulaire a été

calculée selon la formule suivante :

l]créat

Clairance  ¢qr (ml/min) = [ ] XV

créat
Avec :

Ucrsat - concentration urinaire de la créatinine,

Pcreat - cOncentration plasmatique de la créatinine,

V : débit urinaire (mL/min).
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» Dosage de l'urée -
La teneur en urée est déterminée par le couplage de deux réactions successives. La
premiére est catalysée par I’uréase, donnant lieu a la formation de CO> et deux molécules de
NH.". Dans la deuxiéme réaction catalysée par le nitroprussiate, chaque molécule de NH4*

réagit avec le salicylate et le NaClO pour former 1’indophénol.

Uréase
Urée + H,0 — 2NH} + CO,

Nitroprusside

NH; + Salicylate + NaCl0 —— Indophénol

L’indophénol formé est un composé coloré quantifiable par spectrométrie, il est
directement proportionnel a I'urée transformée, et par la suite, I’'urémie sera déduite de
I’augmentation de 1’absorbance a 600 nm résultant de la production de I’indophénol (Tabacco

etal., 1979).

» Calcule de La clairance osmolaire
L’osmolarité plasmatique et urinaire des échantillons est mesurée par cryométrie a 1’aide d’un
osmometre. La clairance osmolaire (Cosm) est déterminée a partir de 1’osmolarité plasmatique

(Posm), de I’osmolarité urinaire (Uosm) et du débit urinaire (V) selon la formule :

Uosm .V

Cosm =
Posm

» Calcule de la clairance d’eau libre

La clairance de ’eau libre est calculée selon la formule :
C H20 = V- Cosm

5.4.4 Analyses statistiques
Les résultats de I’effet diuretique sont exprimés par leur moyenne + SEM. Pour
déterminer si les moyennes de deux groupes sont significativement différentes, le test t de
Student est utilisé. Tandis que la comparaison de plusieurs groupes en méme temps fait appel
a un test ANOVA. Les différences sont considérées statistiquement significatives quand la
probabilité P < 0,05.
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Axe | : Composition chimique et activité antioxydante des huiles

essentielles de T. polium et C. cassia

1 Résultats
1.1  Composition chimique des huiles essentielles de T. polium et C. cassia

1.1.1 Composition chimique des huiles essentielles des deux sous-especes de
T. polium
Les huiles essentielles de T. polium ssp. aureum et de T. polium ssp. polium extraites par un
hydrodistilateur de type Clevenger sont de couleur jaune foncé avec un rendement de 1 % pour
I’HE de T. polium ssp. polium et 0,75 % pour I’HE de T. polium ssp. aureum.

Les spectres d’analyse CPG-SM des huiles essentielles issues des deux sous-espéces de
Teucrium polium sont illustrés dans les figures 19 et 20. La composition chimique en
pourcentage par ordre d’élution sur la colonne HP-5MS est rapportée dans le tableau 2.
Brievement, les HEs étudiées sont constituées principalement d’un mélange complexe
d’hydrocarbures mono-terpéniques et sesquiterpéniques et de composés 0xygénés
monoterpeniques et sesquiterpéniques. Les sesquiterpénes hydrocarbonés sont les plus
abondants dans les deux huiles essentielles avec un pourcentage de 64,11 % pour I’HE de T.
polium ssp. aureum et 54. 3 % pour I’HE T. polium ssp. polium.

Vingt-six constituants, représentant 93,16 % de la composition globale de I’'HE de T. polium
ssp. aureum ont été identifiés (Tableau 2) ; six composés ont été distingués comme constituants
majoritaires. Il s’agit du Caryophyllene (19,13 %), y-Muurolene (13,02 %), t-cadinol
(11,01 %), a-Gurjunene (9,2 %), Rosifoliol (8,79 %), et 3-Carene (7,04 %). Cependant, les
composés mineurs sont : Alloaromadendrene (5,01 %), a-pinene (3,5 %), Myrtenol (3,02 %) et
le Germacrene-D-4-ol (2,36 %).

En plus, I’analyse chromatographique de I’huile essentielle de la sous-espéce T. polium ssp.
polium révéle que 22 constituants qui représentent 93,16 % de sa composition générale. Le 3-
caréne (16,49 %), le y-Muurolene (14,03 %), le a-pinéne (9,94 %), le a-phellandrene (6,93 %),
le Caryophyllene (7,51 %), et le a-phelandrene (6,93 %) sont les composés majoritaires, alors
que le Muurolol (6,53 %), le t—Cadinol (5,1 %), le Germacrene-D-4-ol (3,93 %),
I’ Alloaromadendrene (3,2 %) et le Ledol (2,08 %) sont les composés mineurs de cette huile.

Par conséquent, il ressort de la comparaison de la composition chimique des HEs des deux

sous-especes de T. polium que certains composés sont présents uniquement dans I’HE de T.
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polium ssp. aureum, c’est le cas de Cubebene, a-terpényle acétate, Aristoléne,
Valencene,Cubenol et Rosifoliol, de méme, le a-phelandrene, I’ Aromadendrene et le Ledol sont

des composés qui caractérisent I’HE de T. polium ssp. polium.
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Figure 19 : Chromatogramme de ’huile essentielle de T. polium ssp. polium
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Tableau 2: Composition chimigque des HEs de T. polium ssp. aureum et T. polium ssp polium

IR

T. polium ssp. aureum  T. polium ssp. polium

Composés (%) (%)
a-Thujene 803 0,3 0,67
a-pinéne 809 3,5 9,94
y—Terpinene 824 0,5 1,01
b-Myrcene 971 0,59 0,12
a-phelandrene 993 - 6,93
3-Carene 1007 7,04 16,49
Trans-sabinol 1109 0,4 0,62
Myrtenol 1194 3,02 1,11
a-Terpinyl acetate 1230 1 -
Thymol 1244 0,4 0,57
3—Cubebene 1283 1,3 -
Aromadendrene 1343 - 1,3
Valencene 1391 0,56 -
Caryophyllene 1445 19,13 7,51
Avristolene 1416 0,9 -
Alloaromadendrene 1437 5,01 3,2
a-Himachalene 1452 1,32 5,56
[-elemene 1463 - 0,2
y-selinene 1473 0,3 -
¥-Muurolene 1478 13,02 14,03
a-Gurjunene 1492 9,2 6,54
B-Eudesmol 1508 1,05 -
Ledol 1525 - 2,08
Germacrene-D-4-ol 1543 2,36 3,93
Spathulenol 1551 1,2 0,73
Caryophyllene oxide 1574 0,24 0,32
Cubenol 1583 0,7 -
t—Cadinol 1595 11,01 51
Muurolol 1642 - 6,53
Rosifoliol 1654 8,79 -
Benzyl benzouate 1720 0,32 -
Monoterpene 11,93 38,23
hydrocarbons

Oxygenated 3,82 23
monoterpenes

Sesquiterpene 64,11 54,3
hydrocarbons

Oxygenated 123 9,66
sesquiterpenes

Total (%) 93,16 94,49
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1.1.2 Composition de I’huile essentielle de C. cassia
L’HE de C. cassia obtenue par hydrodistillation est de couleur jaune clair avec un rendement
de 1,26 %. L’analyse de sa composition chimique par CPG-SM a permis d’identifier 11
constituants (Tableau 3). Le trans-cinnamaldehyde représentant 91,01 % a été identifié le
composé majoritaire. Les autres composants comme 1’acétate de cis-cinnamyle (2,04 %), le
linalol (1,3 %), I’oxyde de caryophylléne (1,06 %), le y-terpinéne (1,03 %) et le 6-cadinene
(0,9 %) sont des constituants minoritaires.

Tableau 3: Composition chimique de I’huile essentielle de C. cassia

Compounds RI C. cassia (%)
a -Pinene 909 <0,1
y-Terpinene 924 1,03
Limonene 1027 0,2
1,8-Cineole 1031 <0,1
Linalool 1116 1,3
Trans-Cinnamaldehyde 1277 91,01
Cis-Cinnamyle acetete 1291 2,04
Caryophyllene oxide 1321 1,06
a-Copaene 1375 0,5
d-Cadinene 1534 0,9
Benzyl benzoate 1660 0,4
Totale - 98,44

1.1 Activité antioxydante des huiles essentielles

L’évaluation de I’activité antioxydante des HEs in vitro peut étre effectuée par plusieurs
méthodes et les résultats obtenus dépendent de la méthode utilisée. Pour notre étude, on a opté
pour quatre méthodes a savoir ABTS, DPPH, FRAP et phosphomolybdéne. Les résultats
obtenus sont présentés dans les figures 21, 22 et 23 et récapitulés dans le Tableau 4.

D’apreés les résultats on peut constater que le pouvoir antioxydant des HES testées augmente
en fonction des concentrations. Ainsi, L’HE de T. polium ssp. aureum présente une bonne activité
de piégeage des radicaux DPPH et ABTS. En effet, a la concentration de 6 mg/mL cette huile inhibe
plus de 80 % du radical DPPH et réduit plus de 80 % d’ABTS a la concentration de 300 mg/mL.
Tandis que I’HE de C. cassia montre une faible inhibition des radicaux DPPH et ABTS.
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Figure 21 : Piégeage du radical libre ABTS"*des HEs de T.polium ssp. aureum, T. polium ssp.
polium et C. cassia compareé a celui du Trolox
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Figure 22 : Piégeage du radical libre DPPH* des HEs de T. polium ssp. aureum, T. polium ssp.
polium et C. cassia comparé a celeui du BHT
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Figure 23 : Pouvoir réducteur du fer des HEs de T. polium ssp. aureum, T. polium ssp. polium et
C. cassia comparé a celui de quercétine et BHT
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En plus, les résultats de I’effet de piégeage des radicaux libres DPPH et d’ABTS ont été
exprimes par 1Cso qui est la concentration inhibitrice capable d’inhiber 50 % des radicaux
libres ; aussi, le pouvoir réducteur du fer des HEs a été comparé en se basant sur la concentration
efficace ECso qui est définie comme étant la concentration des HEs capable d’augmenter
I’absorbance a 0,5 (Tableau 4). En effet, les valeurs d’ICso et d’ECso sont inversement liées a la
capacité antioxydante d’une substance, plus 1I’'ICso et I’ECso son faible, plus le pouvoir
antioxydant d’une substance est important. Aussi, les résultats de la capacité antioxydante totale
des HEs déterminée par la méthode de phosphomolybdéne et exprimée en mg Eq Vit C/g HE
(Tableau 4). Les résultats ont dévoilé que I’'HE de T. polium ssp. aureum présente un pouvoir
antioxydant plus élevé, par les méthodes ABTS, DPPH et FRAP, en comparaison avec I’HE de
T. polium ssp. polium. Cependant, ce pouvoir reste modéreé et significativement inférieur a celui
des antioxydants de références utilisés. En contrepartie, I’HE T. polium ssp. polium a montré
une capacité antioxydante importante par la méthode de phosphomolybdéne (3308, 27 + 100 mg
Eq vit C/g HE) que celle obtenue par I’'HE de T. polium ssp. aureum (1774,42 + 87 mg Eq vit
Clg HE).

De méme, les résultats ont révélé que I’HE de C. cassia, exhibe une activité antioxydante
significativement modérée par le test de DPPH, ABTS et phosphomolybdéne avec les valeurs
de I'ordre de 12,01 + 0,2 mg/mL, 250,11 + 5,6 mg/mL et 422,09 +8 mg Eq vit C/g HE
respectivement. Cependant, elle montre un pouvoir réducteur du fer remarquable (2,5 +
0,11 mg/mL), mais qui reste faible par rapport a la quercétine (0,03 mg/mL) utilisée comme
contrdle positif.

Tableau 4 : Les valeurs d’ ICs, et ECso obtenus par les tests antioxydants des huiles essentielles de
T. polium et C. cassia

Composés DPPH FRAP ABTS CéT
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg Eq vitC/g HE)

T. polium ssp. aureum 3,7+0,2° 2,31+0,11° 140,2+2,2¢  1774,42+87°

T. polium ssp polium 7,2+0,5° 3,5+0,5 160,03 +3,1" 3308,27 + 100?

C. cassia 12,01+0,22 25+0,11° 250,11 +£5,6% 422,09 + 8¢

BHT 0,12+0,01¢ 0,1+0,01° - 540,62 £ 40°

Quercétine - 0,03 +0, 00¢ - 512,70+ 15°¢

Trolox - 0,01+ 0,002¢ -

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs £ SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0,05).

74



Résultats et discussion

2 Discussion
2.1 Composition chimique des huiles essentielles

2.2 Les huiles essentielles de Teucrium polium

Le rendement de I’HE de T. polium ssp. polium étudiée est faible par rapport a celui de la
méme espece récoltée en Algérie qui est de I’ordre de 1,66 % (Fertout-Mouri et al., 2017).

La comparaison de la composition chimique des HEs des deux sous-especes de T. polium,
révele des différences aussi bien qualitatives que quantitatives ; en effet, ’'HE de T. polium ssp.
aureum recele 26 composes dont le caryophyllene (19,13 %), Muurolene (13,02 %) et t-cadinol
(11,01 %) sont les composés majoritaires, tandis que I’HE de T. polium ssp. polium ne renferme
que 22 composes dont le 3-carene (16,49 %) le y-Muurolene (14,03 %) et le a-pinene (9,94 %)
sont les constituants majoritaires.

A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur la composition chimique de I’HE de
T. polium ssp. aureum. Cependant, il existe deux études uniquement qui ont été rapportées sur
la composition de I’'HE T. polium ssp. polium. La premiére étude indique que les composés
majoritaires de cette huile sont le germacéne (14,8 %), a-pinéne (16,6 %) et le a-pinene (7,2 %)
(Djabou et al., 2012) alors que la deuxieme montre que le D-germacréne (18,92 %), B-E-
ocimeéne (12,71 %), bicyclogermacrene (11,04 %), B-pinéne (9,03 %) et le carvacrol (7,02 %)
sont les principaux constituants de I’HE de T. polium ssp. polium (Fertout-Mouri et al., 2017).
D’autres études ont déterminé la composition chimique de T. polium sans préciser sa sous-
espéce, a titre d’exemple on cite les travaux réalisés par Belmekki et al. (2013) qui ont montré
que les principaux constituants de I’HE T. polium récoltée en Algérie sont le germacréne
(25,81 %), bicyclogermacene (13 %), et le B-pinene (11,69 %). De méme, les études menées
par Menichini etal. (2012) sur I’HE de T. polium qui pousse dans I’ile de Karpathos ont indiqué
que le carvacrol (10,1 %), le germacrene (3,1 %) et le t-cadinene (2,5 %) sont les composés
majoritaires, alors que le a-cadinol (5,93 %), le B-épinéne, le B-gurjuréne et le a-pinene sont
les principaux composés de I’huile de T. polium provenant d’Arabie Saoudite (Al-Ghamdi,
2014). Des études similaires sur la composition chimique de I’HE de T. polium ssp. capitatum
ont montré que le a-pinene (28,8 %), le B-pinene (7,2 %) et le p-cymene (7,0 %) sont ses
composés majoritaires (Cozzani et al., 2005).

Ces différences observées dans le profil chimique des HEs résulteraient essentiellement de

la différence des facteurs édapho- climatiques, des facteurs génétiques, la période et le stade de
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récolte et les techniques d’extraction et d’analyse utilisées (Rajabi et al., 2014 ; Sellem et al.,
2020).

2.3 Composition de I’huile essentielle de C. cassia

Le rendement de I’HE de la cannelle (C. cassia) est de I’ordre de 1,26 %, ce rendement reste
faible comparé a celui trouve par Singh et al. (2007), signalant un rendement de 2 %. L’analyse
de la composition chimique de cette HE a permis d’identifier 11 composés, dominés par trans-
cinnamaldéhyde (91,01 %). Ces résultats sont similaires & plusieurs travaux rapportés dans la
littérature qui ont confirmé que le trans-cinnamaldéhyde est le composé majoritaire de I’HE de
C. cassia (Singh et al., 2007; Firmino et al., 2018; Lu et al., 2011). Toutefois, Simi¢ et al.
(2004) ont trouvé que le trans-cinnamaldéhyde (62,8 %) et le propyléne-cinnamaldéhyde
(5,5 %) sont les principaux constituants de I’HE de C. zeylanicum. Cependant, Marongiu et al.
(2007) ont révelé que le trans-cinnamaldéhyde (77,1%), le trans-B-caryophylléne (6,0%) et I'a-

terpinéol (4,4%) sont les principaux composants de la méme espece.

2.4 Activité antioxydante des huiles essentielles

L’activité antioxydante des huiles essentielles de T. polium ssp. aureum, T. polium ssp.
polium et C. cassia a été évaluée par quatre méthodes différentes et complémentaires. Les
résultats montrent que I’HE de T. polium ssp. aureum possede significativement le meilleur
pouvoir antioxydant par rapport aux autres HEs étudiées. Cependant, ce potentiel reste
significativement inférieur a celui des antioxydants de références, notamment le BHT, la
Quercétine et le Trolox.

Il convient de noter que les activités antioxydantes des HEs des deux sous-especes de T.
polium sont décrites ici pour la premiére fois. Cependant, les HEs des autres espéces du méme
genre Teucrium ont été rapportées pour leur propriété antioxydante importante. Une étude
menée par Saroglou et al. ( 2007) révéle que Teucrium royleanum qui pousse au Pakistan est
capable de réduire le radical libre DPPH a de faibles concentrations. De méme Ricci et al.
(2005), ont monté que I’HE de Teucrium marum posséde un pouvoir antioxydant trés important.

Par ailleurs, I’HE de C. cassia indique un pouvoir réducteur de fer remarquable et un potentiel
antioxydant significativement modéré évalué par les tests d’ABTS, DPPH et de
phosphomolybdéne. Récemment Kallel et al. (2019), ont étudié le pouvoir antioxydant de la
cannelle (Cinnamomum zeylanicum) par la méthode de phosphomolybdéne, DPPH et de H20..
Les résultats ont montré que cette huile est capable de réduire 21,3 % et 55,2 % des radicaux
libres DPPH et H>O, respectivement et posséde une capacité antioxydante de I’ordre de
108,75 + 32,63 mg Eq vit C/g HE. Une autre étude sur I’effet antioxydant de C. cassia a montré
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que HE de cette plante possede la capacité de piéger les radicaux libres H20> et I’oxyde nitrique
(Sontakke et al., 2019).

L’activité biologique d’une HE est étroitement liée a sa composition chimique, en effet,
plusieurs travaux de recherche ont mis le point sur la relation activité biologique/composition
chimique et méme sur I’effet synergique entre les constituants des HE (Sellem et al., 2020).
En général, les HE riches en composes oxygenés présentent une activité antiradicalaire plus
marquée que celles abondantes en terpenes hydrocarbonés (Nguyen et al., 2016). En effet, ’HE
de T. polium ssp. aureum qui a présenté la plus grande activité antioxydante est la plus riche en
monoterpenes et sesquiterpénes oxygénés par rapport aux autres HEs testées. D’une maniére
générale, le pouvoir antioxydant modéré des HES testées peut étre expliqué par la faible teneur
de ces HEs en composés phénoliques qui sont connus pour leur forte propriété antioxydante.
Ces composes, gréace a leur propriété d’oxydoréduction, agissent en tant qu’agents réducteurs
et donateurs d’hydrogene (Aazza et al., 2011). Plusieurs études ont confirmé la présence d’une
forte corrélation entre I’effet antioxydant des plantes et leurs richesses en polyphénols (Nguyen
et al., 2016; Al-Abd et al., 2017; Aoussar et al., 2017). L’absence du pouvoir antioxydant des
terpénes hydrocarbonés est due principalement a leur faible capacité donatrice d’un atome
d’hydrogéne ainsi a la faible solubilit¢ des HEs dans les solvants comme 1’éthanol ou le

méthanol (Aazza et al., 2011).
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Axe 2 : Etude du potentiel synergique des huiles essentielles de
T. polium et C. cassia combineées avec certains antibiotiques ou
molecules volatiles

Aux moments ou les phénomeénes de résistance des espéces bactériennes aux antibiotiques se
multiplient, il apparait nécessaire d’exploiter d’autres voies complémentaires pour contribuer
au développement de nouveaux agents antibactériens. L’efficacité antibactérienne des HEs est
suffisamment documentée, et leur utilisation comme agents antibactériens est devenue une
véritable alternative a I’utilisation des antibiotiques synthétiques. Dans ce cadre, nous avons
proposé d’évaluer le potentiel synergétique antibactérien des huiles essentielles de T. polium et
de C. cassia combinees avec certains antibiotiques ou molécules volatiles vis-a-vis sept souches

bactériennes multirésistantes.
1 Résultats

1.1 Pouvoir antibactérien comparatif des HEs de T. polium, C. cassia et des

molécules volatiles

1.1.1 La méthode de diffusion sur gélose

La méthode de diffusion sur gélose est une technique qualitative préliminaire de sensibilité
qui montre le degré de sensibilité des souches aux composés testés avant de procéder a la
mesure quantitative par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les résultats de diamétres des zones d’inhibitions de I’activité antibactérienne des HEs, des
molécules volatiles testées et les antibiotiques de référence contre sept souches bactériennes
multirésistantes sont consignés dans le Tableau 5. Ces résultats montrent d’une fagon générale
que I’huile essentielle de C. cassia, le cinnamaldéhyde, le thymol et le carvacrol sont les plus
actifs contre les souches testées, avec des diamétres d’inhibition allant de 10 a 42,3 mm. Ces
diametres sont généralement supérieurs a ceux des antibiotiques de références utilisés. Tandis
que, les deux huiles essentielles de T. polium, I’eugénol et le géraniol ont montré généralement
une activité modérée contre les souches testées, a I’exception de P. aeruginosa ATCC 27853
qui résiste totalement aux HEs de T. polium et au géraniol. Ainsi, les diamétres d’inhibition
obtenus par 1’eugénol vis-a-vis les deux especes de S. aureus et d’E. coli sont similaires a ceux
de I’antibiotique Streptomycine. Selon la moyenne des zones d’inhibitions de chaque produit
testé a I’égard des 7 souches étudiées, on peut classer les composeés testes par ordre décroissant

du pouvoir antibactérien comme suit : C. cassia (28,7 mm), thymol (28 mm), cinnamaldéhde
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(25 mm), carvacrol (24,8 mm), eugenol (13,7 mm), T. polium (10,42 mm) T. aureum

(10,24 mm) et géraniol (8,6 mm).

Tableau 5 : Diamétre de la zone d’inhibitions du pouvoir antibactérien des composés étudiés (mm)

L @)
8 - . o
—
o g O " S S 5 & s
Composés Q 3K 8 o =1 S 9 Y 3 3
o 2 S & 2 © o0 20 ER
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T.P. ssp. polium 10,0+£05 |23, £14 | 1350 8+04 9505 13+0,0 Ni
T.P. ssp. aureum 111+06 [ 21,2+0,3 |11£0,3 80,2 9,0+£0,0 145+0,5 | Ni
C. cassia 26+1,1 3051 215+05 | 254+0,0 | 29,0+0,7 | 40,0+£0,7 | 30,5+0,8

Cinnamaldéhyde 252+0,2 [27+1.2 20+0,3 242+04 [251+10 | 28+0,1 22+0,5

Thymol 345+1 28+0,6 22,1+0,3 |[17,3+05 | 41,2+0,0 | 423+0,1 | 12,2+0,3
Carvacrol 27,31 24+04 21+1 152+0,3 [ 39,6+0,3 | 38,6+0,4 [ 10+£0,0
Eugénol 15+0,0 15+0,1 16 +0,4 12+0,3 143+05 | 161+0,5 | 8,0%0,2
Géraniol 10+ 0,0 16,2+0 8+0,2 Ni 18,1+0,2 [ 18,0+1 Ni
Streptomycine 14+0,1 1400 13+0,3 14+04 15+05 164+0,0 | 152+0,5
Chloramphénicol 23+0,4 19,0+0,4 | 23,2+1,0 | Ni 254+02 | 25+05 Ni
Ampicilline Ni 12,0+£0,3 | Ni Ni 20,3+0,5 [ 37,3+1,2 | Ni

Ni : Pas d’inhibition ; T.P. ssp. polium : Teucrium polium ssp. polium; T.P. ssp. aureum :
Teucrium polium ssp. aureum; C. cassia : Cinnamomum cassia.

1.1.2 Concentrations minimales inhibitrices

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des huiles essentielles
étudiées, les molécules volatiles testées et les trois antibiotiques de référence, contre les
différentes bactéries pathogénes sont présentés dans le Tableau 6. Ces résultats montrent
clairement que les valeurs des CMIs concordent d’une maniére générale avec celles des
diamétres d’inhibition. En effet, les composés ayant induit de grandes zones d’inhibition
présentent des petites CMIs sur les souches correspondantes.

Il apparait clairement que les CMIs de I’HE de C. cassia, du cinnamaldéhyde et du thymol
sont les plus faibles comparees aux CMIs des autres composés. L’HE de C. cassia a montré
’activité la plus forte avec une CMI = 0,005 mg/mL contre E. coli ATCC 25922 et S. aureus
ATCC 25923, une CMI = 0,01 mg/mL contre S. aureus SARM 27 C1 et une CMI= 0,02 mg/mL
contre les souches restantes. Egalement, le cinnamaldéhyde a montré un large spectre
antibactérien contre S. aureus SARM 27C1 et S. aureus ATCC 25923 avec des CMIs de 1’ordre
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de 0,078 et 0,16 mg/mL respectivement. Principalement, le thymol et le carvacrol sont plus
actifs contre les souches ATCC avec des CMIs allant de 0,04 a 0,62 mg/mL. Cependant,
I’eugénol et le géraniol ont présenté des activités antibactériennes modérées avec des CMIs
supérieures a 5,62 mg/mL (Tableau 6).

En ce qui concerne I’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux sous-espéces
de Teucrium polium on a remarqué que les deux HEs ont une activité comparable et modérée
vis-a-vis S. aureus SARM 27C1 et P. aeruginosa avec des CMI de I’ordre de 2,81 et
5,62 mg/mL, respectivement. En outre, T. polium ssp. polium est plus active sur K. pneumoniae
que T. polium ssp. aureum avec des CMIs de I’ordre de 0,7 et 1,4 mg/mL, respectivement.
Cependant, T. polium ssp. aureum montre un pouvoir inhibiteur supérieur a celui de T. polium
ssp. polium vis-a-vis E. coli BLCE 255 avec des CMIs de 2,81 et 5,62 mg/mL, respectivement
(Tableau 6).

Tableau 6 : Concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles et les molécules volatiles
étudiées (mg/ml)

SIOl-JCheS o .% § ~ o g o
acteriennes TS) % § g g % % § % § % %é
Composés w é g é qg)_;j g_ i § ccnd' é % §
» | X a < < |«
T.P. ssp. polium 5,62 2,81 0,7 5,62 5,6 2,81 NT
T.P. ssp. aureum 2,81 2,81 1,4 5,62 5,6 2,81 NT
C. cassia 0,02 0,01 0,02 0,02 0,005 0,005| 0,02
Cinnamaldéhyde 0,31 0,16 0,63 0,31 0,31 0,078 0,16
Thymol 0,351 | 0,351 0,703 1,406 0,078 0,078 0,04
Carvacrol 0,703 | 0,703 0,703 1,406 0,156 0,315| 0,625
Eugénol 5,62 5,62 5,62 11,32 25 12,5 Nt
Géraniol 25 12,5 >25 NT 25 12,5 Nt
Streptomycine 0,014 0,14 0,013 0,014 0,015 0,016 0,015
Chloramphénicol 0,023 0,019 0,023 NT 0,025 25 Ni
Ampicilline NT 0,012 NI NT 0,020 0,037 Ni

Ni : Pas d’inhibition ; T.P. ssp. polium : Teucrium polium ssp. polium; T.P. ssp. aureum : Teucrium
polium ssp. aureum; C. cassia : Cinnamomum cassia.
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1.2 Potentiel synergique des huiles essentielles avec les molécules volatiles

Les combinaisons de I’HE de C. cassia ou de T. polium ssp. polium avec certaines molécules
telles que, trans-cinnamaldéhydele, thymol, le carvacrol et eugénol et géraniol, ont été réalisées
selon la méthode de I’échiquier vis-a-vis les sept souches bactériennes étudiées. Les résultats
sont illustrés dans les tableaux 7 et 8.

Parmi les 57 combinaisons effectuées, 8 ont montré une synergie (FICI < 0,5), 12 ont révélé
un effet additif (0,5< FICI< 1), 25 ont présenté une action indifférente (1< FICI <4) et 10 ont
témoigné un effet antagoniste (FICI>4). En effet, I’huile essentielle de C. cassia montre une
synergie avec le thymol et le carvacrol contre les deux souches de S. aureus et avec le thymol
contre E. coli BLCE 255 avec une FICI de 0, 5 (Tableau 7). De méme, I’HE de T. polium
présente un effet synergique (FIC=0,5) avec le thymol contre les deux especes de S. aureus et
avec le carvacrol contre S. aureus SARM 27 C1 (Tableau 8). T. polium montre un effet additif
quand elle est mélangée avec le thymol contre les deux especes d’E. coli ou avec le trans-
cinnamaldéhyde contre les deux especes de S. aureus, K. pneumoniae BLCE 299 et E. coli
BLCE 255. En outre, la combinaison de I’HE de C. cassia avec son composé majoritaire, le
trans-cinnamaldéhyde montre un effet additif contre les deux espéces de S. aureus et une action
indifférente vis-a-vis les autres souches. Tandis que, la combinaison de HE C. cassia ou de T.
polium avec I’eugénol ou avec le géraniol montre toujours des effets indifférents ou

antagonistes contre les souches testées.
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Tableau 7 : Combinaisons de I’huile essentielle de C. cassia avec certaines molécules volatiles

Souches Composés combinés FICI Conclusion
E. coli C. cassia/Cinnamaldéhyde 2 Indifférent
BLCE 255 C. cassia/Thymol 0,5 Synergique
C. cassia/Carvacrol 1,5 Indifférent
C. cassia/Eugénol 2,125 Indifférent
C. cassia/Géraniol 4,250 Antagoniste
S. aureus C. cassia / Cinnamaldéhyde 0,750 Additif
SARM 27 C1 C. cassia/Thymol 0,5 Synergique
C. cassia/Carvacrol 0,5 Synergique
C. cassia/Eugénol 2,125 Indifférent
C. cassia/geraniol 4,125 Antagoniste
K. pneumoniae C. cassia / Cinnamaldéhyde 2 Indifférent
BLCE 299 C. cassia/Thymol 1,00 Additif
C. cassia/Carvacrol 1,50 Indifférent
C. cassia/Eugeénol 1,250 Indifférent
C. cassia/Géraniol NT -
P. aeruginosa C. cassia / Cinnamaldéhyde 3,00 Indifférent
C. cassia/Thymol 1,50 Indifférent
C. cassia/carvacrol 2,50 Indifférent
C. cassia/Eugénol NT -
C. cassia/Géraniol NT -
E.coli C. cassia/Cinnamaldéhyde 1,50 Indifférent
ATCC 25922 C. cassia/Thymol 0,750 Additif
C. cassia/Carvacrol 1,00 Additif
C. cassia/Eugénol 4,320 Antagoniste
C. cassia/Géraniol 4,125 Antagoniste
S. aureus C. cassia / Cinnamaldéhyde 0,625 Additif
ATCC 25923 C. cassia/Thymol 0,5 Synergique
C. cassia/carvacrol 0,625 Additif
C. cassia/Eugénol 4,063 Antagoniste
C. cassia/Géraniol 4,125 Antagoniste
P. aeruginosa C. cassia / Cinnamaldéhyde 2,00 Indifférent
ATCC 2785 C. cassia/Thymol 1,50 Indifférent
C. cassia/Carvacrol 2,50 Indifférent
C. cassia/Eugénol NT -
C. cassia/Géraniol NT -

NT: non testé; C.cassia : Cinnamomun cassia.
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Tableau 8 : Combinaisons de I’huile essentielle de T. polium avec certaines molécules volatiles

Souches Composés combinés FICI Conclusion
E. coli T. polium/Cinnamaldéhyde 2 Indifférent
BLCE 255 T. polium/Thymol 0,750 Additif
T. polium / Carvacrol 1,5 Indifférent
T. polium/Eugénol 2,125 Indifférent
T. polium/Géraniol 2,125 Indifférent
S. aureus T. polium / Cinnamaldéhyde 0,750 Additif
SARM 27 C1 T. polium/Thymol 0,5 Synergique
T. polium/Carvacrol 0,5 Synergique
T. polium/Eugénol 2,125 Antagoniste
T. polium/Géraniol 4,125 Antagoniste
K. pneumoniae T. polium/Cinnamaldéhyde 2 Indifférent
BLCE 299 T. polium/Thymol 1,00 Additif
T. polium/Carvacrol 1,50 Indifférent
T. polium/Eugénol 1,250 Indifférent
T. polium/Géraniol NT -
P. aeruginosa T. polium/Cinnamaldéhyde 3,00 Indifférent
T. polium/Thymol 1,50 Indifférent
T. polium/Carvacrol 2,50 Indifférent
T. polium/Eugénol NT -
T. polium/Géraniol NT -
E.coli T. polium/Cinnamaldéhyde 1,50 Indifférent
ATCC 25922 T. polium/Thymol 0,750 Additif
T. polium/CarvacroCl 1,00 Additif
T. polium/Eugénol 4,320 Antagoniste
T. polium/Géraniol 4,125 Antagoniste
S. aureus T. polium/Cinnamaldéhyde 0,625 Additif
ATCC 25923 T. polium/Thymol 0,50 Synergique
T. polium/Carvacrol 0,625 Additif
T. polium/Eugénol 2,50 Indifférent
T. polium/Géraniol 3 Indifférent
P. aeruginosa T. polium/Cinnamaldéhyde NT -
ATCC 27853 T. polium/Thymol NT -
T. polium/Carvacrol NT -
T. polium/Eugénol NT -
T. polium/Géraniol NT -

NT: non testé; T. polium : Teucrium polium ssp. polium.
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1.3 Etude du potentiel synergique des HEs avec cértains antibiotiques

L’objective de cette partie est d’étudier 1’effet antibactérien de la combinaison des huiles
essentielles de C. cassia ou de T. polium avec certains antibiotiques tels que Streptomycine,
Ampicilline et chloramphénicol.

Les résultats obtenus révélent que parmi les 15 combinaisons réalisées entre I’HE de C.
cassia et les antibiotiques choisis, cing ont montré une synergie et sept ont montré un effet
additif et le reste a montré une action indifférente (Tableau 9). En effet, la combinaison de I’'HE
de C. cassia avec I’Ampicilline monte une synergie contre les deux especes de S. aureus. En
outre, cette huile exprime une interaction synergique lorsqu’elle est associée avec le
chloramphénicol vis-a-vis les deux souches d’E. coli testées. Une action additive a été observée
lors de la combinaison de C. cassia avec la Streptomycine contre les deux souches d’E coli et
de P. aeruginosa et contre S. aureus ATCC 25923, ou lors de 1’association de cette huile avec
le chloramphénicol vis-a-vis, S. aureus SARM 27 C1 et K. pneumoniae BLCE 299 (Tableau 9).

Tableau 9 : Combinaisons de I’huile essentielle de C. cassia avec certains antibiotiques

Souches Composés combinés FICI Conclusion
E. coli BLCE 255 C. cassia/Streptomycine 1 Additif
C. cassia/Ampicilline NT -
C. cassia/Chloramphénicol 0,375 Synergie
S. aureus C. cassia/Streptomycine 1,25 Indifférent
SARM 27 C1 C. cassia/Ampicilline 0,50 Synergie
C. cassia/Chloramphénicol 0,75 Additif
C. cassia/Streptomycine 2 Indifférent
K. pneumoniae C. cassia/Ampicilline NT -
BLCE 299 C. cassia/Chloramphénicol 0,75 Additif
P. aeruginosa C. cassia/Streptomycine 0,75 Additif
C. cassia/Ampicilline NT -
C. cassia/Chloramphénicol NT -
C. cassia/Streptomycine 1 Additif
E. coli ATCC C. cassia/Ampicilline 1,259 Indifférent
25922 C. cassia/Chloramphénicol 0,5 Synergie
S. aureus C. cassia/Streptomycine 0,750 Additif
ATCC 25923 C. cassia/Ampicilline 0,375 Synergie
C. cassia/Chloramphénicol 0,5 Synergie
P. aeruginosa C. cassia/Streptomycine 1 Additif
ATCC 2785 C. cassia/Ampicilline NT -
C. cassia/Chloramphénicol NT -

NT : non testé; C.cassia : Cinnamomun cassia.
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Le Tableau 10 met en évidence les combinaisons de I’huile essentielle de T. polium avec
certains antibiotiques, parmi les 14 combinaisons effectuées nous avons trouvé cing effets
synergiques, six actions additives et trois effets indifférents. En effet, I’association de I’HE de
T. polium avec le Chloramphénicol a monté une action synergique vis-a-vis E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 et K. pneumoniae BLCE 299, cette action a été observée aussi
contre S. aureus SARM 27 C1 lors de la combinaison de cette HE avec la Streptomycine et
contre S. aureus ATCC 25923 lors de I’association de cette huile avec 1I’Ampicilline.
Cependant, un effet additif contre E.coli BLCE 255 a été observé lorsqu’on mélange I’HE de T.
polium avec la Streptomycine ou le chloramphénicol. Cette action additive a été enregistrée
également contre S. aureus SARM 27 C1 lorsqu’on mélange T. polium avec 1I’Ampicilline ou
chloramphénicol et chez E. coli ATCC 25922 en combinant I’HE de T. polium avec le

Streptomycine ou I’Ampicilline (Tableau 10).

Tableau 10 : Combinaisons de I’huile essentielle de T. polium avec certains antibiotiques

Souches Composés combinés FICI Conclusion
E. coli T. polium/Streptomycine 0,75 Additif
BLCE 255 T. polium/Ampicilline NT -
T. polium/Chloramphénicol 1 Additif
S. aureus T. polium/Streptomycine 0,5 Synergie
SARM 27 C1 T. polium/Ampicilline 1 Additif
T. polium/Chloramphénicol 0,625 Additif
T. polium/Streptomycine 1,25 Indifférent
K. pneumoniae T. polium/Ampicilline NT -
BLCE 299 T. polium/Chloramphénicol 0,5 Synergie
P. aeruginosa T. polium/Streptomycine 2,5 Indifférent
T. polium/Ampicilline NT -
T. polium / Chloramphénicol NT -
T. polium / Streptomycine 1 Additif
E. coli ATCC T. polium/Ampicilline 0,75 Additif
25922 T. polium/Chloramphénicol 0,5 Synergie
S. aureus T. polium/Streptomycine 1,5 Indifférent
ATCC 25923 T. polium/Ampicilline 0,5 Synergie
T. polium/Chloramphénicol 0,5 Synergie
P. aeruginosa T. polium/Streptomycine NT -
ATCC 2785 T. polium/Ampicilline NT -
T. polium/Chloramphénicol NT -

NT: non testé; T. polium : Teucrium polium ssp. polium
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2 Discussion

2.1 Pouvoir antibactérien des huiles essentielles et les molécules volatiles

Les résultats de la présente étude montrant le large spectre antibactérien de I’HE de C. cassia
vont de pair avec ceux de Clemente et al. (2016). En effet, ces auteurs ont montré que I’HE de
cannelle possede un potentiel inhibiteur contre les bactéries telles que E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa ATCC 27853 avec des CMIs de I’ordre de 0,2, 0,2 et
0,5 mg/mL, respectivement. Singh et al. (2007), ont trouvé des diametres d’inhibitions
comparables a nos résultats en étudiant 1’effet de I’HE de cannelle et le trans-cinnamaldéhyde
contre deux souches pathogénes, E. coli et S. aureus. En plus, ils ont montré que cette huile
exprime un pouvoir antibactérien contre P. aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de 50 mm.
De méme, il a été rapporté que I’HE de C. cassia exprime un large spectre antibactérien contre
S. aureus ATCC6538 et E. coli ATCC11229 avec des CMI de 0,1 et 0,4 mg/mL respectivement
(Luetal., 2011).

Par ailleurs, de nombreux travaux ont mentionné que les composés majoritaires des HES sont
ceux responsables de leur potentiel antimicrobien, dans ce sens on cite le trans-cinnamaldéhyde,
le thymol, le carvacrol, I’eugénol et le géraniol, respectivement, les composés majoritaires des
huiles essentielles de cannelle, Thym, Origan, Clou de girofle et de géranium (Pefia-Gdmez et
al., 2019; Vitanza et al., 2019; Lee et al., 2020).

Par ailleurs, plusieurs chercheurs ont évalué ’activité antibactérienne de T. polium sans
préciser sa sous-espece, en effet, les HEs des deux sous-espéces de Teucrium polium ont une
activité généralement modérée contre toutes les souches étudiées, a I’exception de P.
aeruginosa ATCC 27853 qui présente une résistance totale, ce qui peut étre expliqué par la
pauvreté de ces HEs en composeés de nature phénoliques (Fertout-Mouri et al., 2017).

Par ailleurs, d’autres travaux ont étudié le pouvoir inhibiteur des HEs de T. polium contre
cing souches ATCC multirésistantes (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Entérocoques faecalis
et Bacillus cereus). Les résultats ont affirmé que cette HE est active contre toutes ces souches
avec un diameétre d’inhibition qui ne dépasse pas 16 mm et une CMI d’environ 5 pug/mL, a
I’exception de P. aeruginosa (Belmekki et al., 2014). En outre, S. aureus montre le plus haut
taux de sensibilité (100 %), alors que E. coli, P. mirabilis et P. aeruginosa exhibent une
résistance (33,33 %) vis-a-vis I’huile essentielle T. polium récolté en Algérie (Belmekki et al.
2013).

P. aeruginisa s’est montré la souche la plus résistante dans notre étude, cette résistance

pouvait étre due a la structure de sa paroi, particulierement sa membrane externe imperméable
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aux composés des HEs et a I’action des mécanismes d’efflux protégeant les bactéries contre
I’action de ces composés (Utchariyakiat et al., 2016 ; Tenore et al., 2011). Cependant, cette
souche s’est montrée plus sensible a I’'HE de C. cassia qui exerce un mécanisme inhibiteur de
la croissance bactérienne associée a une diminution de I’activité respiratoire, une dissipation du
potentiel transmembranaire et une perte de la permeéabilité membranaire (Bouhdid et al., 2012).

A la lumiére des résultats obtenus, on peut déduire que les bactéries Gram positif
(staphylococcus aureus) sont les plus sensibles aux composés testés par rapport aux bactéries
Gram négatif, comme il est rapporté par plusieurs travaux de recherches (Septama et al., 2017;
Ouelhadj et al., 2017). Cette résistance observée est due a la différence de la structure entre les
bactéries gram positives et celles gram négatives. En effet les Gram négatif sont dotées d’une
couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une couche externe
constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette couche externe forme une barriére
d’imperméabilité aux composés hydrophobes, susceptibles de pénétrer et d’inhiber la
prolifération bactérienne. Toutefois, cette couche est absente chez les bactéries Gram™ de fait
que la couche peptidoglycane se présente a I’extérieur, cela permet a ces microorganismes
d’étre disponibles a entrer en contact avec les composés des HEs (Oussalah et al., 2006). En
plus, les Gram négatifs sont dotées des pompes a efflux expulsant 1’agent antibactérien a
I’extérieur la cellule avant qu’il ne puisse agir (Cattoir, 2004).

A noter aussi que les mécanismes par lesquels les composés aromatiques et phénoliques
peuvent inhiber les microorganismes sont différents. Le thymol et le carvacrol ont un groupe
hydroxyle, qui joue un r6le majeur dans leurs activités antibactériennes (Saad et al., 2013). lls
sont capables de modifier la membrane externe de la cellule (Burt, 2004) et de se combiner avec
les groupes chargés de la membrane cellulaire, en augmentant sa perméabilité (Cristani et al.,
2007). De plus, le carvacrol est capable d’inhiber I’ATPase, ce qui entraine la dissipation de la
force motrice du proton et peut ensuite inhiber d’autres enzymes (Gill et al., 2006). Ainsi,
I’eugénol, par sa structure hydrophobe, est capable de pénétrer dans lipopolysaccharides de la
membrane externe des bactéries Gram négatives, de s’insérer dans la bicouche
phospholipidique et de modifier la structure et la perméabilité de la membrane cellulaire. En
outre, le groupe hydroxyle de 1’eugénol qui se lie aux protéines membranaires, affecte les
caractéristiques de la membrane et perturbe la fonction de la membrane cytoplasmique (Zhang
et al., 2017). De plus, I’altération de la structure et la fonction membranaire peut rendre les
macromolécules faciles a transporter a travers la membrane. En effet I’étude de I’activité
antibactérienne des HEs semble indispensable pour confronter la faculté des espéces

microbiennes a développer la biorésistance vis-a-vis les antibiotiques classiques. Les HESs par
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leur richesse en composés bioactives rend la résistance bactérienne difficile, voire impossible
en raison de la synergie de ces composés qui peut étre encore majorée par 1’association avec
d’autres agents antimicrobiens. En plus, les microorganismes ne sont pas capables d’opérer les
mutations conduisant a des résistances simultanées contre toutes les molécules bioactives
(Kwiatkowski et al., 2017; Lee et al., 2020). L’association de I’HE avec d’autres agents
antimicrobiens serait donc un moyen efficace pour réduire le risque de résistances, augmenter
I’efficacité de I’effet antibactérien, et surtout contribuer a I’élargissement du spectre d’activités

contre plusieurs especes bactériennes et de maniere simultanée.

2.2 Combinaison des HEs avec certains antibiotiques ou molécules volatiles.

La récente approche sur I’utilisation des plantes en synergie avec d’autres agents
antimicrobiens constitue une nouvelle stratégie pour résoudre le probléme de la résistance des
bactéries aux antibiotiques. Dans le présent travail nous avons étudié 1’effet synergique des HES
de C. cassia et de T. polium avec certaines molécules volatiles d’une part et avec quelques
antibiotiques d’une autre part, contre des bactéries multirésistantes. Les résultats ont révélé que
la combinaison de I’huile essentielle de C. cassia avec le thymol ou le carvacrol montre un effet
synergique contre les deux souches de S. aureus et avec le thymol contre E. coli BLCE 255. De
méme, cette huile exprime une interaction synergétique lorsqu’elle est associée a I’ Ampicilline
ou au chloramphénicol vis-a-vis les souches de S. aureus et quand elle est combinée avec le
chloramphénicol vis-a-vis les deux souches d’E. coli.

Plusieurs travaux ont démontré 1’effet antibactérien de la combinaison de I’HE de cannelle
avec d’autres composés. Par exemple Lu et al. (2011), ont utilisé la méthode d’échiquier pour
¢tudier 1’effet de la combinaison de I’HE de C. cassia avec les HEs de thym ou de clou de
girofle, ces combinaisons montrent une action additive ou indifférente contre les bactéries
d’origine alimentaire. Ces résultats ont été confirmés par la présente étude, soulignant ainsi
I’efficacité de I’huile de C. cassia lorsqu’elle est associée au thymol ou au carvacrol.

L’effet du mélange de C. cassia et d’autres HEs a été rapporté dans des études antérieures,
par exemple, Clemente et al. (2016), ont démontré que le mélange de C. cassia et I’'HE de
moutarde avait un effet additif contre E. coli ATCC25922, P. aeruginosa ATCC 27853 et bien
d’autres espéces bactériennes pathogenes. Certains autres auteurs ont déterminé 1’effet
antibactérien de la combinaison de I’HE de C. cassia avec d’autres agents antibactériens, dans
ce sens Utchariyakiat et al. (2016), ont indiqué que la C. cassia combinée a la colistine présente
une action synergique contre P. aeruginosa multirésistante. De méme Mahadlek et al. (2012)

en utilisant I’essai en d’échiquier pour déterminer I’activité de 1’huile de C. cassia en
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association avec quelques agents antimicrobiens tels 1’hyclate de doxycycline, le chlorhydrate
de ciprofloxacine ou le métronidazole, ont dévoilé un effet additif contre S. aureus
ATCC 6538P. 11 a été rapporté également que 1’association de I’huile de C. cassia avec le
pipéracilline montre une interaction synergique contre E. coli multirésistante (Yap et al., 2013).
En effet, plusieurs rapports de recherche ont signalé ’action synergique entre les huiles
essentielles et les antibiotiques (Fadli et al., 2012 ; Kwiatkowski et al., 2017 ; Vitanza et al.,
2019), ce qui est aussi, confirmé par le présent travail en mettant en évidence I’efficacité des
huiles essentielles de C. cassia et T. polium lorsqu’elles sont associées a I’ Ampicilline ou au
chloramphénicol.

De leur part, les études cliniques sur la combinaison des agents antibactériens ont montré
leurs efficacités en augmentant 1’activité antibactérienne et en diminuant la concentration des
antibiotiques. Ces derniers gardent toujours leurs activités inhibitrices surtout lorsqu’ils
possedent une forte synergie avec 1’agent antibactérien auquel ils sont combinés (Fadli et al.,
2016). Des études récentes ont montré la possibilité de 1’association des HEs avec les
antibiotiques pour augmenter leurs effets a de faibles doses et pour diminuer la toxicité de
certains antibiotiques (Vitanzaet al., 2019). La combinaison de ces deux agents antimicrobiens
contribue également a diminuer le probléme de la multirésistance bactérienne. En effet, les
pompes a efflux des bactéries sont les responsables de la résistance contre la plupart des
antibiotiques si elles sont utilisées seules. Les huiles essentielles agissent en inhibant les pompes
a efflux MDR. Par conséquent, 1’antibiotique peut agir sur la bactérie a une concentration
efficace et réduite (Utchariyakiat et al., 2016).

Par ailleurs, les mécanismes responsables de I’activité antimicrobienne de la C. cassia
comprennent son composé majoritaire cinnamaldéhyde (Vasconcelos et al., 2018), qui est une
molécule électronégative pouvant interférer avec le processus biologique cellulaire, en
particulier les substances azotées telles que les protéines et les acides nucléiques (Wendakoon
et al., 1995). En effet, dans la présente étude, la corrélation entre le potentiel antibactérien du
C. cassia et celui de trans-cinamaldéhyde, ainsi, 1’effet additif ou indifférent témoigné entre ces
deux composés, confirme 1’hypothése de la responsabilité de cette molécule sur 1’effet
antibactérien de I’'HE de C. cassia. En outre, I’oxyde d’éthylene de la C. cassia inhibe la
prolifération bactérienne par le biais des effets de détection d’Antiquorum, inhibe la division
cellulaire, I’ATPase, formation du biofilm, la porosité et la mobilité de la membrane ainsi il
modifie le profil lipidique (Vasconcelos et al., 2018). Il agit également sur la membrane
cellulaire en produisant des coagulums via I’autoagrégation (Clemente et al., 2016). Ces

propriétés pourraient conduire a la réduction de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, a
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la diminution de la dose d’antibiotique nécessaire au traitement, et donc a la diminution des
effets secondaires toxiques des médicaments (Vitanza et al., 2019). Cependant, d’autres études
sont nécessaires pour expliquer le mécanisme responsable de I’effet antibactérien de la

combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques.
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Axe I11 : Dosage des composés phénoliques et évaluation de
Pactivité antioxydante des extraits de T. polium et de C. cassia

1 Résultats

1.1 Dosage des composés phénoliques et évaluation de D’activité antioxydante des

extraits des deux sous-especes de T. polium et de C. cassia obtenus par Soxhlet

1.1.1 Rendement d’extraction
Les résultats présentés dans le Tableau 11 révelent que le rendement des extraits varie en
fonction de la nature des solvants utilisés. Ainsi, quelle que soit la plante étudiée, les extraits
méthanoliques et éthanoliques montrent les rendements les plus élevés, alors que ceux de
I’acétate d’éthyle montrent les rendements les plus faibles. Les extraits aqueux présentent
généralement des rendements intermédiaires.

Tableau 11 : Rendement (%) des extraits de T. polium et C. cassia obtenus par Soxhlet

Extraits Méthanol Ethanol Aqueux Acétate d’éthyle
T. polium ssp. polium 11,84 12,128 7,82 3,752
T. polium ssp. aureum 11, 664 9,128 6,02 5,68
C. cassia 17,22 13,33 12,42 6,43

1.1.2 Teneur des extraits en composes phénoliques

1.1.2.1 Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode du réactif de Folin
Ciocalteu (Slinkard et al., 1977). La quantité en polyphénols des extraits a été déterminée a
partir de la droite d’étalonnage de 1’acide gallique. Les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent de 1’acide gallique par gramme de (mg EAG/g MS) et présentés dans la Figure 24.

D’aprés les résultats obtenus, il ressort que sur les quatre types de solvants utilisés, le
méthanol et I’éthanol sont les meilleurs extracteurs des composés phénoliques. De plus, la
plante C. cassia est la plus riche en polyphénols par rapport aux autres plantes étudiées, avec
une quantité en polyphénols de I’ordre de 207 + 3,01 mg EAG/g Ms dans I’extrait méthanolique
et de 193 + 2,91 mg EAG/g Ms dans I’extrait ethanolique. Concernant, les deux sous-especes
de T. polium, les teneurs en polyphénols totaux sont généralement plus élevées dans les extraits
de la sous-espece T. polium ssp. polium que I’autre. Cependant, les extraits d’acétate d’éthyle

de T. polium ssp. aureum et de T. polium ssp. polium présentent les teneurs phenoliques les plus
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faibles avec des valeurs de 1’ordre de 4,38 = 0,12 et 24,49 + 0,63 mg Eq AG/g Ms,

respectivement.
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Figure 24 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp.
aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet (mgEq AG/gMs).
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD, les différentes lettres signifient une
différence significative (p < 0,05) pour le méme solvant.

1.1.2.2 Teneurs en flavonoides totaux, flavones et flavonols.

Le dosage des flavonoides totaux, les flavones et les flavonols dans les différents extraits a
été réalisé par des méthodes spectrophotométriques. Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent de la rutine par gramme de la matiére seche (mg Eq R/g Ms) pour les
flavonoides totaux (Figure 25) et en en milligramme équivalent de la quercétine par gramme de
matiere seche (mg Eq Q/g Ms) pour les flavones et flavonols (Figure 26).

A la lumiére des résultats obtenus on peut constater que 1’extrait méthanolique de C. cassia
contient les taux les plus élevés en flavonoides totaux (204 + 3,6 mg Eq R/g Ms) et en flavones
et flavonols (210 + 2,96 mg Eq Q/g Ms). Par ailleurs, les extraits méthanoliques des deux sous-
especes de T. polium présentent des quantités similaires en flavonoides, alors que, les extraits
aqueux et d’acétate d’éthyle, T. polium ssp. polium renferment des teneurs plus importantes en

flavonoides totaux, flavones et flavonols que T. polium ssp. aureum. D’une maniére générale,
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tous les extraits de C. cassia présentent des teneurs en composés flavonoiques significativement

supérieures a celles des extraits des deux sous-especes de T. polium.
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Figure 25 : Teneur en flavonoides totaux des extraits de T. polium ssp polium, T. polium ssp
aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet.
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Figure 26 : Teneur en flavones et flavonols des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp.
aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD. Les lettres différentes signifient une
différence significative (p <0,05) pour le méme solvant.
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1.1.3 Activité antioxydante des extraits de T. polium et C. cassia obtenus par

Soxhlet
L’activité antioxydante des différents extraits de T. polium ssp. aureum, T. polium ssp.
polium et C. cassia obtenus par Soxhlet ont été evalué par quatre méthodes : ABTS, DPPH,

FRAP et phosphomolybdeéne.

1.1.3.1 Inhibition du radical libre ABTS*

L’activité d’inhibition de I’ABTS" a été exprimée en se basant sur la valeur d’ICsp qui est
définie comme la concentration d’extrait capable de neutraliser 50 % du radical ABTS.
L’efficacité d’inhibition de ’ABTS" est inversement proportionnelle a I’ICso. Ainsi, au niveau
du Tableau 12, on peut remarquer que I’extrait méthanolique de C. cassia enregistre la meilleure
capacité inhibitrice (ICso = 0,014 + 0,002 mg/mL), suivi par I’extrait éthanolique de la méme
plante (ICso = 0,012 + 0,001 mg/mL). En comparant les deux espéces de T. polium on constate
que I’extrait méthanolique et éthanolique de T. polium ssp. aureum possédent un pouvoir
antioxydant important que celui de T. polium ssp. polium, et inversement pour les extraits aqueux et
d’acétate d’éthyle. Toutefois, quel que soit le type de solvant utilisé, la C. cassia possede le

pouvoir antioxydant le plus élevé.

Tableau 12: Les I1Cso (Mg/mL) d’inhibition du radical ABTS des extraits de T. polium ssp polium,
T. polium ssp aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet

Type d’extrait Méthanolique Ethanolique Aqueux Acétate d’éthyle
T. polium ssp. polium 0,3+0,03" 0,23+0,029® 0,42 +0,022° 2,70+0,5%

T. polium ssp. aureum 0,33+0,013¢ 0,38 +0,03% 0,5+0,04% 4,02 +1,06°

C. cassia 0,014 £0,002¢  0,012+0,001° 0,17+0,012° 1,7+0,1°

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0.05). Tous les extraits sont significativement
différents au Trolox (ICso = 0,01 + 0,002 mg/mL).

1.1.3.2 Piégeage du radical libre DPPH®

L’activité de piégeage du radical DPPH" a été exprimée par la valeur d’ICso qui est définie
comme étant la concentration en extrait qui neutralise 50 % du radical DPPH". Les ICso des
différents extraits ont été déterminés et illustrés dans le Tableau 13.

Les résultats présentés montrent que les meilleures activités sont enregistrées par les extraits
de C. cassia. En effet, I’extrait aqueux présente une activité antioxydante (0,07 mg/mL)
supérieure a celle de I’antioxydant de référence BHT (0, 11 mg/mL). En comparant 1’activité

des extraits des deux sous-especes de T. polium, on remarque que T. polium ssp. polium est
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dotée d’une activité antioxydante significativement plus levée que T. polium ssp. aureum dont
I’extrait méthanolique posséde la meilleure activité (0,388 + 0,06 mg/mL). Les extraits
d’acétate d’éthyle de T. polium ssp. polium et de T. polium ssp. aureum montrent le plus faible

effet antioxydant avec des valeurs de 3,50 £ 0,18 et 5,00 £+ 0,92 mg/mL respectivement.

Tableau 13 : Les ICso (mg/mL) du piégeage du radical DPPH" des extraits de T. polium ssp.
polium, T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet.
Type d’extrait Méthanolique Ethanolique Agueux Acétate d’éthyle

T. polium ssp. polium 0,38 £ 0,06° 0,39 +0,04° 0,46+ 0,012 3,50 £ 0,18"
T. polium ssp. aureum 0,47 £0,002 0,51+£0,052 0,49 +0,01° 500+0,922
C. cassia 0,15+ 0,03°¢ 0,17+ 0,00°¢ 0,07+ 0,00°¢ 0,5+0,13°¢

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs £ SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0,05). Tous les extraits sont significativement
différents au BHT (ICso = 0,11 + 0,001).

1.1.3.3 Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur du fer des extraits a été exprimé par la valeur d’ECso qui est définie
comme ¢étant la concentration de 1’extrait nécessaire pour donner 0,5 de 1’absorbance. Les
résultats sont récapitulés dans le tableau 14. 1l en ressort que le meilleur pouvoir réducteur des
plantes étudiées est enregistré par C. cassia. En effet, la fraction méthanolique de cette plante
possede le plus grand pouvoir réducteur (0,02 £ 0,002 mg/mL). Quant aux deux sous-especes
de T. polium, on constate que les extraits de T. polium ssp. aureum ont un pouvoir réducteur
plus élevé que ceux de T. polium ssp. polium, a I’exception de I’extrait aqueux.

Tableau 14 : les ECso (mg/mL) du pouvoir réducteur de fer des extraits de T. polium ssp. polium,
T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet
Type d’extrait Meéthanolique Ethanolique Aqueux Acétate d’éthyle

T.polium ssp. polium 0,32 +0,0122 0,39 + 0,012 0,46 +0,011° 3,293+ 0,062
T. polium ssp. aureum 0,19 + 0,006° 0,38 +0,022 0,59 + 0,031° 3,947 + 0,152
C. cassia 0,02 + 0,002¢ 0,05+ 0,004 0,21+0,01°¢ 1,5+0,02°

Les différentes lettres dans une méme colonne signifient une différence significative (p <0,05). Tous
les extraits sont significativement différents a la quercétine (ECso = 0,033 £ 0,0004 mg/mL).

1.1.3.4 Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des différents extraits a été déterminée par la méthode de
phosphomolybdéne et exprimée en milligramme équivalent de la vitamine C par gramme de la
matiere séche (mg Eq vit C/g Ms). D’aprés la Figure 27, on remarque que tous les extraits
présentent une capacité antioxydante remarquable. Toutefois, cette capacité differe selon le
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solvant d’extraction et la plante testée. En effet, I’extrait méthanolique de C. cassia révéle la
capacité antioxydante la plus élevée avec une valeur de I’ordre de 218,33 + 2,08 mg Eq Vit C/g
Ms, suivi par les extraits aqueux de T. polium ssp. polium (215,09 + 9,03 mg Eq Vit C/g Ms) et
de T. polium ssp. aureum (212,10 + 8,66 mg Eq Vit C/g Ms). Tous les extraits de C. cassia (a
I’exception de I’extrait aqueux) révelent une capacité antioxydante plus grande que ceux des
autres plantes testées. En comparant les deux sous-espéces de T. polium on peut déduire que T.

polium ssp. aureum possede un pouvoir antioxydant plus important que T. polium ssp. polium.
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Figure 27 : Capacité antioxydante totale (mg Eq Vit C/g Ms) des extraits de T. polium ssp. polium,
T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par Soxhlet
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD. Les différentes lettres signifient une
différence significative pour le méme solvant (p <0,05).

1.1.4 Corrélations entre P’activité antioxydante et la teneur en composés
phénoliques

Dans le but de chercher la relation entre 1’activité antioxydante et la teneur en composés
phénoliques des extraits testés, on a calculé le coefficient de corrélations Pearson. Comme il est
illustré dans le Tableau 15, la teneur en polyphénols totaux est significativement corrélée avec
les résultats de tous les tests de I’activité antioxydante avec un coefficient de corrélation entre
-0,668 et -0,74. En effet, les taux des flavonoides totaux sont significativement corrélés avec le
pouvoir antioxydant évalué par les tests de FRAP (r =-0,685) et d’ABTS (r=-0,636). En outre,

les fortes significatives corrélations ont été enregistrées entre la teneur en flavones et flavonols
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et I’activité antioxydante mesurée par les tests d’ABTS, DPPH et FRAP, avec des coefficients
de corrélation respectivement de 1’ordre de -0,768 ; -0,718 et -0,804. Toutefois, la teneur en
composés flavoniques indique une corrélation faible avec la capacité antioxydante totale
(CAT).

Tableau 15 : Coefficients de corrélation de Pearson (r) entre ’activité antioxydante et les
composés phénoliques

ABTS DPPH FRAP CAT
Polyphénols totaux -0,74** -0,736** -0,736** 0,668*
Flavonoides totaux -0,636* -0,513 -0,685* 0,397
Flavones et Flavonols -0,768** -0,718** -0,804** 0,498

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

1.2 Teneur en composés phénoliques et évaluation de I’activité antioxydante des

extraits de T. polium et C. cassia obtenus par macération.

1.2.1 Rendement d’extraction
Le rendement des extraits préparés par macération des trois plantes a été calculé par rapport
a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction. Les résultats illustrés dans le Tableau 16
indiquent que 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction pour T. polium ssp. polium.
Contrairement au T. polium ssp. aureum et C. cassia qui donnent un meilleur rendement avec
le solvant méthanolique. Toutefois, 1’extraction aqueuse donne des rendements moyens et
semblables pour les trois plantes. Cependant, I’extraction par I’acétate d’éthyle présente les

rendements les plus faibles.

Tableau 16 : Rendement (%) des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp. aureum et C.
cassia obtenus par la technique de macération

Extraits Meéthanol Ethanol Aqueux Acétate d’éthyle
T. polium ssp. Polium 4.832 6,14 5,16 1,144

T. polium ssp. aureum 6,19 4,124 5,184 1,124

C. cassia 6,19 6,16 5,13 2,18
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1.2.2 Teneur des composés phénoliques des extraits obtenus par macération

1.2.2.1 Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin. Les résultats sont
exprimés en milligramme équivalent de 1’acide gallique par gramme de la matiére séche (mg
Eq AG/g MS) et présentés dans la Figure 28. Il en ressort que les extraits méthanoliques et
éthanoliques de T. polium ssp. polium contiennent les quantités les plus élevées de polyphénols
avec des valeurs de I’ordre de 109. 45 + 1,77 et de 100 + 3,57 mg Eq AG/g Ms, respectivement.
Néanmoins, les extraits d’acétate d’éthyle de T. polium ssp polium et T. polium ssp. aureum
présentent les teneurs phénoliques les plus faibles avec des valeurs de I’ordre de 29,75 + 0,99
et de 28,12 + 0,66 mg Eq AG/g Ms, respectivement. Concernant les extraits de C. cassia, la
teneur en polyphénols est plus élevée dans I’extrait éthanolique, contrairement, a 1’extrait
aqueux et d’acétate d’éthyle. Pour les quatre types de solvants, le méthanol et I’éthanol sont les

meilleurs extracteurs des polyphénols totaux.
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Figure 28 : Teneur en polyphénols des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp. aureum et
C. cassia obtenus par macération.
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD, les lettres différentes signifient une
différence significative (p < 0,05) pour le méme solvant.
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1.2.2.2 Teneur en flavonoides totaux, flavones et flavonols

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en en milligramme équivalent de la rutine par
gramme de la matiére séche (mg Eq R/g Ms) et présentée dans la Figure 29. Tandis que, la
teneur en flavones et flavonols est exprimée en milligramme équivalent de la quercitine par
gramme de la matiére seche (mg Eq Q/g Ms) et illustrée dans la Figure 30.

Les résultats dévoilent que les extraits de C. cassia recelent les teneurs les plus élevées en
flavonoides par rapport aux extraits des deux sous-especes de T. polium. En effet, I’extrait
méthanolique de C. cassia contient le taux le plus élevé en composés flavonoiques. De méme,
les extraits de T. polium ssp. polium contiennent des quantités plus élevées en flavonoides
totaux que ceux de T. polium ssp. aureum et vice versa pour les teneurs en flavones et flavonols.

En outre, le méthanol et 1’éthanol sont les meilleurs solvants d’extraction des flavonoides.
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Figure 29 : Teneur en flavonoides totaux des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp.
aureum et C. cassia obtenus par macération (mgEq R/gMs).
Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD, les lettres différentes signifient une
différence significative (p <0,05) pour le méme solvant.
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Figure 30 : Teneur en flavones et flavonols des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp.
aureum et C. cassia obtenus par macération (mg Eq Q/gMs).
Chague valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD, les lettres différentes signifient une
différence significative (p <0,05) pour le méme solvant.
1.2.3 Activité antioxydante des extraits des deux sous-espéces de T. polium et
de C. cassia obtenus par macération
L’activité antioxydante des extraits méthanoliques, éthanoliques, aqueux et d’acétate

d’éthyle de T. polium ssp. aueum, T. polium ssp polium et de C. cassia obtenus par macération,
a éte évaluée par quatre méthodes : ABTS, DPPH, FRAP et phosphomolybdene.

1.2.3.1 Inhibition du radical libre ABTS*

Les résultats du potentiel d’inhibition du radical ABTS" exprimés par 1’ICso sont récapitulés
dans le Tableau 17. 11 ressort que 1’extrait méthanolique de C. cassia enregistre la meilleure
capacité inhibitrice d’ABTS" avec une valeur de 1Csg de I’ordre de 0,25 + ,0001 mg/mL, suivi
par I’extrait éthanolique du C. cassia dont la valeur d’ICsg est égale 0,032 £ 0,0 mg/mL. Quel
que soit le type de solvant utilisé, la C. cassia posséde le pouvoir antioxydant le plus élevé. En
comparant les deux sous-especes de T. polium, on constate que les extraits méthanoliques,
aqueux et éthanoliques de T. polium ssp. aureum possedent un pouvoir antioxydant
significativement élevé que ceux de T. polium ssp. polium. Cependant, les extraits d’acétate

d’éthyle des deux sous-espéces de T. polium, expriment des effets inhibiteurs similaires.
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Tableau 17 : Les ICso (Mg/mL) d’inhibition du radical ABTS des extraits de T. polium ssp. polium,
T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par macération

Type d’extrait Méthanolique  Ethanolique Agueux Acétate d’éthyle
T. polium ssp. polium 0,43 +0,08° 0,46 £ 0,022 0,82 +£0,032° 3,5+ 0,467

T. polium ssp. aureum 0,47 + 0,028 0,45+0,0412 0,72 +0,042 3,72+1,062

C. cassia 0,25+0,001° 0,32+ 0,042° 0,44+ 0,018° 3,25+ 0,7°

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0,05). Tous les extraits sont significativement
différents au Trolox (ICso = 0,01 + 0,002 mg/mL).

1.2.3.2 Piégeage du radical libre DPPH*

Les valeurs des ICso exprimant le pouvoir du piégeage du radical DPPH" des extraits obtenus
par macérations des trois plantes étudiées sont illustrées dans le Tableau 18. Les résultats
obtenus montrent que tous les extraits de C. cassia possédent une activité anti-radicalaire
remarquable par rapport aux extraits des autres plantes. En effet, la meilleure activité a été
enregistrée avec la fraction éthanolique de C. cassia (ICso = 0,33 + 0,07). En comparant les
deux sous-especes de T. polium, on peut déduire que T. polium ssp. polium est dotée d’une
activité antioxydante plus élevée que T. polium ssp. aureum, et ce, pour tous les types d’extraits
testés. Aussi, la meilleure activité de T. polium ssp. polium a été attribuée a I’extrait
méthanolique (0,40 = 0,03 mg/mL). Néanmoins, les extraits d’acétate d’éthyle des trois plantes
montrent un effet antioxydant faible.

Tableau 18 : Les I1Cso (mg/mL) du piégeage du radical libre DPPH® des extraits de T. polium ssp.
polium, T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par macération
Type d’extrait Méthanolique  Ethanolique Aqueux Acétate d’éthyle

T. polium ssp. polium 0,40 £0,03" 0,41 +£0,031° 0,48 +0,012> 1,6+0,15°
T. polium ssp. aureum 0,49 + 0,009 0,53 +0,035% 0,51+£0,021¢ 2,12+0,87?
C. cassia 0,38+0,02°¢ 0,33+0,07¢ 0,42 +0,01°¢ 1,07+0,11°¢

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs £ SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0,05). Tous les extrait sont significativement
différents au BHT (ICs = 0,11 + 0,0001).

1.2.3.3 Pouvoir réducteur du fer

Les résultats du pouvoir réducteur du fer des extraits testés, exprimés par la valeur d’ECso
indiquent que tous les extraits de C. cassia présentent le meilleur pouvoir réducteur en les
comparant aux extraits des autres plantes. En effet, I’extrait méthanolique de C. cassia possede
le plus grand pouvoir réducteur avec une valeur de I’ordre de ECso= 0,13 £ 0,01 mg/mL. En

comparant les deux sous-espéces de T. polium, on constate que les extraits de T. polium ssp.
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polium ont un pouvoir antioxydant plus élevé que ceux de T. polium ssp. aureum, excepté
I’extrait méthanolique (Tableau 19).

Tableau 19 : les ECso (mg/mL) du pouvoir réducteur du fer des extraits de T. polium ssp. polium,
T. polium ssp. aureum et C. cassia obtenus par la macération.

Type d’extrait Méthanolique Ethanoliqgue  Aqueux Acétate d’éthyle
T. polium ssp. polium 0,28 +0,0142 0,32+0,01® 0,48+0,01® 3,89+0,081°
T. polium ssp. aureum 0,15 + 0,003° 0,36 +£0,001* 0,6 £0,041® 4,23+0,11%

C. cassia 0,13 £ 0,01° 0,25+0,06° 0,3+0,09° 2,88 £0,21°

Chaque valeur représente la moyenne de trois valeurs + SD. Les différentes lettres dans une méme
colonne signifient une différence significative (p <0,05). Tous les extraits sont significativement
différents a la quercétine (ECso = 0,033 + 0,0004 mg/mL).

1.2.3.4 Capacité antioxydante totale.

La capacité antioxydante totale des différents extraits est exprimée en milligramme
équivalent de la vitamine C par g de la matiere séche (mg Eq vit C/g Ms). D’aprés la Figure 31,
on remarque que tous les extraits sont dotés d’une capacité antioxydante. Toutefois, cette
capacité différe selon le solvant d’extraction utilisé et la plante testée. En effet, I’extrait aqueux
de T. polium ssp. polium exprime significativement la capacité antioxydante la plus élevée avec
une valeur de I’ordre de 153,16 + 8,10 mg Eq Vit C /g Ms, suivi par les extraits aqueux de C.
cassia (132,11 £+ 4,11 mg Eq Vit C/g Ms). De méme, la fraction éthanolique et d’acétate
d’éthyle de T. polium ssp. aureum révelent une capacité antioxydante significativement
importante par rapport a celle de T. polium ssp. polium. Néanmoins, les extraits d’acétate
d’¢éthyle des trois plantes montrent la capacité antioxydante la plus faible par rapport aux autres

extraits.
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Figure 31 : Capacité antioxydante totale des extraits de T. polium ssp. polium, T. polium ssp.
aureum et C. cassia obtenus par macération (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 (p <0,05).
1.3 Corrélation entre Dactivité antioxydante et les teneurs en composés
phénoliques
La corrélation entre I’activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques des extraits
obtenus par macération des trois plantes étudiées a été déterminée en calculant le coefficient de
corrélations Pearson (r). Comme il est illustré dans le Tableau 20, la teneur en polyphénol est
significativement corrélée avec les ICso de I’ABTS et de DPPH et avec les EC sodu FRAP, avec
des coefficients de corrélations de -0,728, -0,678 et -0,718, respectivement. En outre, la teneur
en flavones et flavonols est significativement corrélée avec 1’activité antioxydante, et ce, pour
tous les tests utilisés. Cependant, la teneur en flavonoides totaux montre une corrélation faible
et non significative avec tous les tests de I’activité antioxydante.

Tableau 20 : Coefficients de corrélation de Pearson (r) entre les différents tests de Iactivité
antioxydante et les composés phénoliques

ABTS DPPH FRAP CAT
Polyphénols totaux -0,728** -0,678* -0,718** 0,214
Flavonoides totaux -0,258 -0,219 -0,218 0,154
Flavones et Flavonols -0,880*** -0,858*** -0,892*** 0,615*

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

2.1 Teneur en composes phénoliques

Le dosage de la teneur en polyphénols totaux des deux sous-especes de T. polium revele que,
quelle que soit la technique utilisée pour 1’extraction, macération ou Soxhlet, les extraits
méthanoliques et éthanoliques sont ceux qui présentent des quantités élevées en polyphénols.
Ces résultats concordent avec ceux d’autres chercheurs, notamment Stankovic et al. (2012),
qui ont constaté que 1’extrait méthanolique des feuilles de T. polium ssp polium de Serbie
présente la teneur la plus élevée en polyphénols totaux avec une valeur de I’ordre de
157,84 mgEq AG/g Ms. Ainsi Hammoudi et al. (2012), ont indiqué que les extraits alcooliques
de T. polium ssp Capitatum algérienne renferment une grande teneur en polyphénols totaux,
soit en moyenne de 206,54 + 58,17 mg Eq.AG/g Ms. Toutefois, la teneur la plus élevée en
polyphénols totaux de Teucrium polium ssp geyrii a été enregistrée par ’extrait d’acétate
d’éthyle obtenu par macération (Hammoudi et al., 2012).

Par ailleurs, les études qu’on a menées sur C. cassia ont également montré que les extraits
méthanoliques et éthanoliques sont ceux qui détiennent la teneur la plus importante en
polyphénols totaux, ce qui est en corrélation avec les travaux de Klejdus et al. (2016) qui ont
révélé également que I’extrait éthanolique de C. cassia est le plus riche en polyphénols. De
plus, les recherches sur C. cassia ont dévoilé que I’acide phénolique est le composé majoritaire
de I’extrait hydro-alcoolique (Klejdus et al., 2016), alors que 1’acide cinnamique est le composé
majoritaire de I’extrait éthanolique (Dvorackova et al., 2015).

En comparant les extraits des trois plantes, on peut déduire que, ceux de C. cassia obtenus
par la technique de Soxhlet détiennent les teneurs les plus importantes en polyphénols totaux
que les extraits des deux sous-especes de T. polium obtenus par la méme technique. Néanmoins,
les extraits de T. polium ssp polium obtenus par macération présentent les quantités les plus
importantes en polyphénols par rapport aux extraits des autres plantes obtenus par la méme
technique d’extraction.

Concernant les teneurs en flavonoides totaux, flavones et flavonols, quel que soit le solvant
et la technique d’extraction utilisés, les extraits de la C. cassia sont dotés des teneurs plus
élevées que ceux des deux T. polium. En effet, les flavonoiques sont les principaux composés
responsables des effets thérapeutiques de la cannelle (Li et al., 2019; Lopes et al., 2018). En
plus, les teneurs flavonoiques des extraits des deux espéces de T. polium sont comparables
quelle que soit la technique d’extraction utilisée. En effet, la richesse des extraits de T. polium

en composés flavonoiques a été confirmé par plusieurs travaux de recherche (Rahim et al.,
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2013; Pesaraklu et al., 2011; Ljubuncic et al., 2006). Selon une étude sur les extraits de
différents organes de T. polium ssp. polium, les feuilles semblent les plus riches en flavonoides
totaux avec des valeurs entre 6,48 et 139,87 mg RE/g (Stankovic et al., 2012).

De ce qui précéde, on peut conclure que parmi les quatre solvants d’extraction utilisés, ce
sont les solvants polaires qui donnent des taux les plus éleves en composés phénoliques, quelle
que soit la plante étudiée et la technique d’extraction utilisée. Ces résultats ont été confirmés
par I’étude menée par Sim et al. (2019) en prouvant que les solvants polaires permettent une
meilleure extraction des composes phénoliques. Par ailleurs, la solubilité des polyphénols
dépend principalement de la longueur de la chaine carbonique du squelette de base du nombre
de groupements hydroxyles, de la masse moléculaire, du solvant, de la technique d’extraction
(Dvorackova et al., 2015), du degré de polymérisation des polyphénols et de leur interaction
(Chahmi et al., 2015; Pesaraklu et al., 2011). En outre, la teneur des plantes en polyphénols
dépend des facteurs génétiques conduisant a des différences entre les especes de familles
différentes et méme des espeéces du méme genre, ainsi que des conditions édaphiques et
environnementales telles que le climat, le stress hydrique, la salinité et I’intensité lumineuse
(Hamid et al., 2010).

Il ressort de cette étude que les composés phénoliques constituent une classe de molécules
qui est omniprésente dans les plantes. Les propriétés thérapeutiques de ces composes sont
principalement basées sur leur potentiel antioxydant : ils peuvent piéger les radicaux libres,
inhiber les enzymes responsables de la formation des radicaux libres et sont également des
chélateurs de certains ions métalliques (Sim et al., 2019). En plus, I’utilisation des flavonoides
connait un intérét explosif, ils sont employés comme suppléments alimentaires potentiels, ce
qui a contribu¢ a la découverte de leur I’activité antioxydante. Les travaux récents visent a isoler
de nouvelles substances a partir des plantes et a trouver d’autres voies d’applications dans
différents domaines. Cependant, la pharmacie moderne utilise encore une grande proportion de
médicaments d’origine végétale. En effet, des études ont prouvé que les plantes contiennent de
nouvelles molécules actives ou matieres premieres pour I’hémi synthése chimique (Seyoum et
al., 2006; Zeng et al., 2019).

2.2 Activité antioxydante
Jusqu’au présent, il n’y a pas une méthode universelle pour évaluer qualitativement et
quantitativement 1’activité antioxydante d’une substance (Prior et al., 2005). C’est la raison

pour laquelle notre choix s’est porté sur I’utilisation de quatre méthodes différentes : piégeage
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du radical libre ABTS, inhibition du radical DPPH, pouvoir reéducteur du fer (FRAP) et
phosphomolybdene.

Les résultats de la présente étude indiquent que tous les extraits des plantes étudiées
présentent un pouvoir antioxydant. Toutefois, ce pouvoir differe selon le solvant, la technique
d’extraction, la plante étudiée et la méthode de I’évaluation. Généralement, ce sont les extraits
de C. cassia qui ont montré la meilleure activité antioxydante par rapport a ceux de T. polium.
En plus, les extraits obtenus par macération indiquent des activités inférieures a ceux obtenus
par le Soxhlet. L’acétate d’éthyle montre un potentiel antioxydant modéré pour les trois plantes
¢tudiées. A notre connaissance, jusqu’a présent, aucune €tude n’a été réalisée sur 1’activité
antioxydante des extraits T. polium ssp aureum.

La méthode ABTS de piégeage des radicaux libres est I’un des tests les plus utilisés pour
évaluer I’activité antioxydante des échantillons de plantes. Le cation radicalaire ABTS "est
géneré par I’oxydation de I’ABTS avec du persulfate de potassium et sa réduction en présence
d’antioxydants donneurs d’hydrogéne est mesurée par spectrophotométrie a 734 nm. Le trolox,
un analogue hydrosoluble de la vitamine E, est utilisé comme témoin positif. L’effet de la
concentration d’antioxydants et la durée de I’inhibition de I’absorption du cation radical sont
pris en compte lors de la détermination de I’activité antioxydante d’un extrait. En effet, les
extraits des deux T. polium et de C. cassia sont dotés d’une activité antioxydante importante et
ont pu inhiber le radical ABTS™ méme a des faibles concentrations. Plusieurs travaux de
recherche ont confirmé que les extraits de plante exhibent un potentiel inhibiteur du radical
libre ABTS" (Przygodzka et al., 2014; Sagbo et al., 2017; Balkan et al., 2017).

D’une autre part, le piégeage du radical DPPH est une technique qui permet de mesurer la
capacité d’un agent antioxydant de donner un atome d’hydrogene pour neutraliser le radical
libre DPPH". Cette technique est simple, rapide et efficace en raison de la grande stabilité du
DPPH *. Des études antérieures ont démontré que les extraits de T. polium possédent une forte
activité anti-radicalaire contre le radical libre DPPH" ; entre autres, on cite Khaled-Khodja et al.
(2014), qui ont révélé que I’extrait méthanolique de T. polium présente une activité significative
de piégeage du radical DPPH" avec une ICso de 0,195 mg/mL qui est inférieure a celle obtenue
dans la présente étude. De méme De Marino et al. (2012), ont montré que la fraction
méthanolique de T. polium posséde un potentiel antioxydant important dans le balayage du
radical libre DPPH" avec une ICsg de 0,121 mg/mL. Une autre étude a mentionné que 1’ICso des
extraits de Teucrium polium varie entre 14,50 a 238,25 pug/mL et que les extraits des solvants
polaires révelent I’activité la plus élevée (Stankovic et al., 2012). Ces différences observées

peuvent étre attribuées aux différents types d’extraction utilisés.
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En plus, nous avons trouvé que les ICso de I’activité anti-radicalaire (ABTS et DPPH) des
extraits testés sont corrélées significativement avec la teneur en polyphénols totaux d’une part
et avec le taux de flavones et flavonols d’une autre part. Par conséquent, I’activité anti-
radicalaire des plantes étudiées pourrait étre attribuée a leur richesse en composés phénoliques
présents principalement dans les extraits polaires. Ces polyphénols sont capables d’inhiber
I’oxydation des LDL et préserver 1’aspect morphologique des cellules endothéliales. En plus,
ils baissent la fuite extracellulaire du lactate déshydrogénase, réduisent 1’accumulation
d’hydroperoxydes et maintiennent ’activité réductrice des mitochondries (Bertin et al., 2016).

L’¢évaluation de la capacité antioxydante totale des extraits de trois plantes étudiées a été
effectuée également par la méthode du phosphomolybdene, qui est basée sur la réduction du
Mo (V1) en Mo (V) par les composés antioxydants et la formation ultérieure d’un complexe de
phosphate vert Mo (V) a pH acide (Prieto et al., 1999). Les résultats révélent que les extraits
aqueux de T. polium ssp. polium montrent la capacité antioxydante la plus élevée. Cela est
confirmé par 1’étude réalisée par (Ljubuncic et al., 2006), indiquant que I’extrait aqueux de T.
polium posséde une activité antioxydante remarquable.

Par ailleurs, le pouvoir de réducteur du fer des extraits étudiés a eté évalué par le test de
FRAP. L’activité réductrice est généralement associée a la présence des antioxydants qui
exercent leur effet en bloquant les chaines de radicaux libres via le don d’atomes d’hydrogéne
(Al-Abd et al., 2017). Ainsi, le test du pouvoir réducteur du fer est souvent utilisé pour évaluer
la capacité des extraits de plantes & transformer les ions ferriques (Fe®*) en ions ferreux (Fe?*).
Dans cette étude, les extraits méthanoliques de C. cassia et T. polium ssp aureum obtenus par
Soxhlet indiquent le plus fort pouvoir réducteur ferrique que tous les autres extraits avec des
ICso de 0,13 + 0,01 et 0,15 + 0,003 mg/mL, respectivement. Cela concorde avec les résultats
rapportés par Khaled-Khodja et al. (2014), selon lesquels, le pouvoir réducteur du fer de
I’extrait méthanolique de T. polium augmente en fonction des concentrations avec une valeur
de 414,65 + 11,63 mg Eq vit/g Ms. Dans ce sens, plusieurs travaux antérieurs ont démontré que
les écorces de la C. cassia possédent un pouvoir réducteur du fer remarquable (Przygodzka et
al., 2014; Momtaz et al., 2018; Ervina et al., 2019).

De plus, durant nos investigations, on a pu constater une forte corrélation entre le pouvoir
réducteur du fer et les teneurs en composés phénoliques, principalement les flavones et
flavonols. Ce qui indique I’'implication de ces composés dans la chélation des ions du fer. Cela
est bien confirmé récemment par Naji et al. (2020), qui ont démontré que les flavonoides jouent
un réle majeur dans la chélation des métaux de transition impliqués dans la réaction de Fenton

(formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer avec le peroxyde
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d’hydrogéne). En effet, le processus d’autoxydation dépend de divers parametres tels que la
concentration des polyphénols et des ions métalliques, la température et le pH. D’aprés Ding et
al. (2020), I’organisme d’un étre humain adulte contient environ 4 g de fer dont 30 % sous
forme d’hémoglobine (transport d’oxygéne dans le sang), 10 % sous forme de myoglobine
(transport d’oxygene dans les muscles) et une faible quantité dans certaines enzymes contenant
du fer telles que les monoxygénases a cytochromes P450. En effet, I’acide chlorhydrique
sécrété par I’estomac assure la solubilisation du fer présent dans 1’alimentation sous la forme
oxydée (Fe®"), puis, les polyphénols contenant dans cette alimentation réduisent une quantité
du Fe*® en Fe* et facilitent son absorption. Par conséquent, plusieurs maladies sont associées
aux anomalies du métabolisme de fer. En fait, en dessous de la concentration optimale, apparait
le risque d’anémie et au-dessus il y a le risque de stress oxydatif.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que les extraits de T. polium ssp.
polium, T. polium ssp. aureum et C. cassia possedent un pouvoir antioxydant remarquable du
a leur richesse en polyphenols. Par conséquent, les extraits de ces plantes peuvent étre une
source importante de composés naturels qui remplacent les antioxydants synthétiques, a

condition que le solvant et la technique d’extraction soient convenables.
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Axe 1V : Exploration de I’effet diurétique des extraits aqueux de
T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum

1 Résultats
1.1 Traitement aigu : effet sur le débit urinaire

Le Tableau 21 illustre I’effet de I’administration aigué (24 h) par voie orale d’une dose unique
(150 mg/kg du poids corporel) des extraits aqueux de T. polium ssp. polium et T. polium ssp.
aureum sur la diurése chez des rats normaux. Il ressort des résultats obtenus que les deux extraits
entrainent une augmentation significative (p <0,05) du volume urinaire aprés deux heures du
traitement par rapport au groupe de contrdle. Cette augmentation s’accentue et poursuit jusqu’a
la fin des vingt-quatre heures. A la fin de ’expérience, le volume urinaire est significativement
plus élevé dans le groupe traité par 1’extrait de T. polium ssp. polium que celui traité par de T.
polium ssp. aureum (P <0,05), avec une diurése qui atteint respectivement 12,22 + 1,1 et 10,02
+ 0,22 mL, contre 1,09 + 0,18 et 0,73 + 0,11 mL/h au debut du traitement. Toutefois, la diurése
du groupe traité par le furosémide dépasse significativement ceux des groupes traités par les

extraits des deux plantes, pendant toute la période du traitement.

Tableau 21 : Effet aigu, des extraits aqueux de T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum
et furosémide administrés par voie orale sur le volume urinaire (mL/h) chez les rats pendant

24 h
Groupes 1h 2h 4h 6h 24 h
Contrdle 0,53+0,01 1,22 £0,15 1,82 £ 0,08 2,01+0,13 6,33 1,02

Furosémide | 6,45+0,42** 9,76 £ 0,33*** 13,82 +0,36** 15,46 +0,2** 20,55+ 0,9**

T. polium 1,09 £0,18* 488+0,17* 757+0,13* 10,74+05* 12,22 +1,1*
ssp. polium
T. polium 0,73+0,11* 422 +0,56* 6,15+0,2* 9,88+0,33* 10,02 £ 0,22**
SSp. aureum

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM ; * P <0,05 en comparaison au groupe contrle ; + P
<0, 05 par rapport T. polium ssp. polium; #P <0,05 en comparaison. T. polium ssp. aureum.
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1.2 Traitement subchronique
1.2.1 Effet sur le volume urinaire

Les resultats illustrés dans la Figure 32, indique que I’administration orale des extraits aqueux
des deux sous-espéces de T. polium entraine une augmentation significative apres quatre jours
du traitement et qui se poursuit jusqu’a la fin du traitement. Par ailleurs, le pouvoir diurétique
de T. polium ssp. polium est plus puissant que celui de T. polium ssp. aureum (P <0,05). En
effet, aprés seize jours de traitement, la diurése augmente de 6,02 £ 0,1 ml/24h a 14,1 +
0,4 ml/24h chez le groupe traité par I’extrait T. polium ssp. polium. Alors qu’elle passe de 5,50
+ 0,07 ml/24h & 11,03 + 0,19 ml/24h chez le groupe traité par I’extrait T. polium ssp. aureum.
Toutefois, I’effet diurétique de furosémide est significativement (P <0,05) supérieur a celui des

extraits de T. polium durant toute la durée du traitement.
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Figure 32: Effet subchronique d’administration orale des extraits aqueux de T. polium ssp.

polium, T. polium ssp. aureum et du furosémide sur le volume urinaire (mL/24 h).

* P <0,05 vs contrdle. + P <0,05 vs T. polium ssp. polium. #P <0,05 vs T. polium ssp. aureum.
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1.2.2 Effet des extraits aqueux de T. polium sur I’excrétion des électrolytes

L’administration quotidienne, pendant seize jours des extraits de T. polium ssp. polium, T.
polium spp. aureum et du furosémide entraine une augmentation significative (P< 0,05) de
I’excrétion des ions sodium, potassium et chlorure par apport au controle (Tableau 22). En effet,
I’excrétion de ces ions induite par T. polium ssp. polium est significativement (P< 0,05)
supérieure a celle provoquée par T. polium spp. aureum. Cependant, elle reste inférieure a celle
produite par le furosémide. En plus, le rapport élevé entre la concentration des ions de sodium
et celle de potassium chez le groupe traité par I’extrait de T. polium spp. aureum montre que

cette plante augmente davantage I’excrétion des ions sodium que du potassium.

Tableau 22 : Effet des extraits aqueux de T. polium sur I’excrétion d’électrolytes urinaires
(sodium, potassium et chlorure) a la fin d’un traitement de 16 jours

Groupe Electrolytes urinaires Indice salidiurétique  Rapport
Sodium Potassium Chlorure Nat K* Cl-  Na'/K*
Controle 90,02+19 78,2+ 1,03 130,21+1,7 1 1 1 1,5

Furosémide | 172,12+2,03 130,21+162 161,23+1,87 191 166 123 1,32

T. polium 150,16 + 2,5 111,0+1,92 140,26 +1,73 166 1,41 107 1,35
ssp. polium
T. polium 131,0£25 92,11 +1,58 136,13+25 145 1,17 1,04 1,42
ssp. aureum

* P <0,05 vs contrble. + P <0,05 vs T. polium ssp. polium. #P <0,05 vs T. polium ssp. aureum.

1.2.3 Effet sur les taux plasmatiques des électrolytes

L’administration orale des extraits aqueux de T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum
pendant seize jours a diminué le taux plasmatique de potassium et de chlorure, sans entrainer
des modifications significatives sur la concentration du sodium par apport au groupe controle.
Toutefois, le furosémide a diminué significativement le potassium sérique par rapport au groupe

controle et au groupe traité par 1’extrait des feuilles des plantes testées (Tableau 23).
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Tableau 23 : Effet de ’administration orale d’extraits aqueux de T. polium ssp. polium, T.
polium ssp. aureum et du furosémide sur les électrolytes plasmatiques des rats

Groupes Sodium Potassium Chlorure
Contréle 163,03+ 1,2 45+ 0,04 100,61+ 1,5
Furosémide 160,02 + 1,04 3,8+0,02 8593+1,2
T. polium ssp. polium 161,04 + 1,21 41+0,10 92,46+ 2,1
T. polium ssp. aureum 161,85+ 1,11 4,20 +0,08 9450+ 3,4

* P <0,05 vs controle. + P <0,05 vs extrait T. polium ssp. polium. #P <0,05 vs extrait T. polium ssp.
aureum.
2.3 Effet sur les taux plasmatiques de ’urée, la créatinine et I’acide urique

Le traitement par les extraits aqueux des deux sous-espéces de T. polium et du furosémide
pendant seize jours n’a pas entrainé des modifications significatives sur les taux sériques de
I’urée, la créatinine, 1’acide urique et sur le rapport urée/créatinine comparés a ceux du controle
(Tableau 24).

Tableau 24 : Effet d’administration orale d’extraits aqueux de T. polium ssp. polium, T.
polium ssp. aureum et de furosémide sur la fonction rénale.

Groupe Urée Créatinine Rapport Acide urique
(mg/dL)  (mg/dL) Urée/Créatinine (mg/dL)
Controle 0,34+0,03 0,76+0,04 0,44 +£0,01 11,5+ 0,05
Furosémide 0,35+0,02 0,72+0,01 0,47 +0,04 11,7 £ 0,04
T. polium ssp. polium 0,35+0,05 0,74+0,02 0,45+ 0,03 12,01+£05
T. polium ssp. aureum 0,36 £0,03 0,77 £0,07 0,44 £ 0,02 11,7 +0,04

Les données sont exprimées en tant que moyenne = SEM. * P <0,05 vs contrdle. + P <0,05 vs extrait

T. polium ssp. polium. #P <0,05 vs extrait T. polium ssp. aureum.
1.2.4 Effet sur la filtration glomérulaire

La filtration glomérulaire mesurée par la clairance de la créatinine est généralement stable
pendant les seize jours de I’expérience chez le groupe controle (Figure 33). Néanmoins,
I’administration orale de I’extrait aqueux de T. polium ssp. polium a entrainé une augmentation
significative de la filtration glomérulaire, passant de 1,21 £ 0,1 mL/min a 2,75 = 0,06 mL/min.
Cette augmentation est trés exprimée aussi chez le groupe traité par T. polium ssp. aureum avec
un taux de filtration glomérulaire qui passe de 1,045 + 0,06 mL/min a 2,03 + 0,24 mL/min. La
valeur maximale de la clairance a été enregistrée chez le groupe qui a regu le furosémide (4,62

+ 0,04 mL/min) au seiziéme jour du traitement (Figure 33).
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Figure 33 : Effet d’administration orale, d’extraits aqueux de T. polium ssp. polium, T. polium
ssp. aureum et du furosémide sur la clairance de la créatinine (mL/min).

* P <0,05 vs controle. + P <0,05 vs extrait T. polium ssp. polium. #P <0,05 vs extrait T. polium ssp.
aureum.

1.2.5 Effet sur I’osmolarité et la clairance de I’eau libre

Le traitement par les deux extraits de T. polium n’a entrainé aucun effet significatif sur
I’osmolarité plasmatique aprés seize jours de traitement. Cependant, ces extraits et le
furosémide ont augmenté significativement 1’osmolarité urinaire et la clairance osmolaire par
rapport au groupe contréle (P <0,05). Ainsi, ils ont entrainé une réduction significative de la
clairance de I’eau libre. Généralement, I’effet de I’extrait de T. polium ssp polium était supérieur
a celui de I’extrait de T. polium ssp aureum, mais, il reste inférieur a celui du furosémide
(Tableau 25).

Tableau 25 : Effet d’administration orale d’extraits aqueux de T. polium ssp. polium, T.
polium ssp aureum et du furosémide sur 1’osmolarité plasmatique, ’osmolarité urinaire, la
clairance urinaire et la clairance de I’eau libre

Groupes Osmolarité Osmolarité Clairance Clairance TChzo

plasmatique urinaire osmolaire d’eau libre (uL/min)
(mOsm/L) (mOsm/L) (uL/min) (uL/min)

Controle 33540+54 336,37 £ 4,7 5,22 +1,04 -5,20+0,9 52+09

Furosémide 290,85+ 1,3** 600,63 + 3,6** 29,03+ 1,5*% -287+20*"%* 287+20*"

T. polium 330,62 + 3,4 520,76 +3,8** 1531+1,3**  -1540+05* 154+ 05*

ssp. polium

T. polium 327,98 £4,9 44451 +1,9* 10,34 +1,1** -10,34 £ 0,4** 10,34 + 0,4**

Ssp. aureum

* P <0,05 vs controle. + P <0,05 vs extrait T. polium ssp. polium.

aureum.
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2 Discussion

La diurése se traduit par une augmentation du volume urinaire et de 1’excrétion des
¢lectrolytes dans 1’urine. La présente ¢tude a montré que les extraits aqueux des deux sous-
especes T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum exercent un effet diurétique significatif
en augmentant I’excrétion de 1’eau, du sodium, du potassium et du chlorure. En effet, I’extrait
de T. polium ssp. polium est plus puissant que I’extrait de T. polium ssp. aureum (P <0,05).
Cependant, ces extraits n’ont pas entrainé des modifications dans la concentration des
électrolytes plasmatiques. Ce qui indique que T. polium pourrait agir comme un diurétique de
I’anse, augmentant ainsi, la natriurése et la kaliurése sans provoquer d’hypokaliémie. En plus,
I’augmentation du rapport entre la concentration des ions de sodium et de potassium excrétes
dans le groupe traité par I’extrait T. polium ssp. aureum indique que cette plante augmente
davantage D’excrétion du sodium que le potassium, qui est une caractéristique d’un bon
diurétique (Adin et al., 2018). Par ailleurs, il est rapporté que le furosémide, le médicament de
référence, provoque une action rapide, environ 30 min aprés administration orale, en
augmentant la production d’urine et I’excrétion urinaire de sodium et en inhibant le

symport Na*/K*/2CI" dans la branche large ascendante de ’anse de Henl (Adin et al., 2018).

Les deux extraits testés ont augmenté la clairance de la créatinine mais n’ont pas modifi¢ de
fagon significative le taux de I'urée. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec I’extrait
de Retama raetam (Maghrani et al., 2005), Bridelia ferruginea, (Néné-Bi et al., 2013), Scutia
buxifolia (Da Silva et al., 2015) chez les rats traités. En plus, le rapport sérique urée/créatinine,
marqueur de la dégradation des protéines (Da Silva et al., 2015), est inférieur a 50 chez les rats
traités avec les deux extraits de T. polium. Par conséquent, ces extraits n’augmentent pas le taux
d’urée dans I’organisme des rats traités, cela suggére que cette plante n’altére pas la fonction
rénale et n’entraine pas la diminution du poids chez les rats traités, seize heures apres son

administration.

Les deux extraits des deux sous-espéces de T. polium ont augmenté la clairance osmolaire et
ont diminué I’excrétion d’eau libre ; cela pourrait étre expliqué par la réduction de la synthese
de I’hormone antidiurétique (ADH), I’angiotensine, et de 1’aldostérone (Fatouh et al., 2013; He
et al., 2019). Il est également possible que ces extraits exercent leur effet diurétique en
augmentant la production de prostaglandines. Il est rapporté que les diurétiques de I’anse et en
particulier le furosémide, augmentent la syntheése rénale et I’excrétion urinaire des

prostaglandines. En effet, les prostaglandines de type E inhibent I’action de I’ADH au niveau
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des canaux du tube collecteur, ce qui augmente le flux urinaire et I’excrétion d’¢électrolytes
(Adin et al., 2018). Cependant, le mécanisme d’action responsable des effets diurétiques des
extraits de plantes n’est pas encore connu. Par conséquent, comme le furosémide, les extraits
testés augmentent I’excrétion du sodium, du potassium et du chlorure dans les urines, leurs

mécanismes d’actions pourraient étre similaires.

Par ailleurs, plusieurs travaux de recherches ont prouvé ’effet diurétique des polyphénols
(Yuliana et al., 2009 ; Zeng et al., 2019). Certains composés phénoliques, notamment les
flavonoides, peuvent augmenter de la natriurese et de la kaliurese (Zeng et al., 2019). 1l a été
rapporté que les flavonoides augmentent la diurése et I’excrétion de sodium en se liant au
récepteur de I’adénosine Al (Yuliana et al., 2009). Dans ce sens, des analyses phytochimiques
antérieures ont révélé que les extraits de T. polium sont riches en flavonoides (Sharififar F,
Dehghn-Nudeh G, 2009; Stankovic et al., 2012). Par conséquent, 1’activité diurétique de la
plante pourrait étre attribuée a sa richesse en flavonoides. Néanmoins, d’autres chercheurs ont
montré que l’activité diurétique des plantes peut étre induite par d’autres métabolites
secondaires notamment les saponines, qui possédent la capacité a moduler la perméabilité
membranaire et stimuler 1’excrétion rénale du sodium (Salazar-Gomez et al., 2018; Abdala et
al., 2012).

Sur la base des resultats ci-dessus, nous pouvons conclure que le traitement avec 1’extrait
aqueux des deux sous-especes T. polium (150mg/kg de poids corporel) a induit une diurése
remarquable lorsque les rats ont été traités d’une manicre aigu€ et subchronique. Dans notre
¢tude, aucune létalité n’a été observée, au moins pour la dose utilisée. Cependant, des études
toxicologiques avancées restent a réaliser chez la souris et le rat. Aussi, il est nécessaire
d’étudier les effets indésirables éventuels de cette plante, tels que l’altération de certains
paramétres neuraux, métaboliques et hormonaux, qui sont indéterminés dans cette étude, avant
de recommander son utilisation clinique. Les sites précis et les mécanismes moléculaires et

cellulaires de I’action de I’extrait de T. polium restent & élucider dans des études ultérieures.
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Conclusion générale

L’objectif scientifique de la présente étude consiste a la recherche des molécules naturelles
bioactives qui pourraient servir a trouver des alternatives aux produits synthétiques qui ont
prouvé leurs effets secondaires néfastes sur la santé humaine. En effet, ce travail repose sur
1’étude phytochimique et biologique de trois plantes (Teucrium polium ssp. polium, Teucrium
polium ssp. aureum, Cinnamomum cassia) choisies sur la base de leurs usages dans la
pharmacopée traditionnelle marocaine. Dans un premier temps, nous avons étudié la
composition chimique, ’activité antioxydante des huiles essentielles de ces plantes et leur
potentiel synergique antibactérien avec certains antibiotiques ou molécules volatiles. Dans un
second temps, nous avons procédé au dosage des composés phénoliques et a 1’évaluation du
pouvoir antioxydant, des extraits non volatils de ces plantes, ainsi, 1’exploration de I’effet
diurétique des extraits aqueux des deux sous-especes de T. polium.

Les HEs des plantes étudiées ont été extraites par hydrodistillation. Leur profil
phytochimique montre que les composés majoritaires de I’HE de T. polium ssp. aureum sont :
le caryophyllene (19,13 %), le Muurolene (13,02 %) et le t-cadinol, (11,01 %), ainsi, ceux de
T. polium ssp. polium sont : le 3 -caréne (16,49 %), le Muurolene (14,03 %) et le a-pinene
(9,94 %). Cependant, le trancinnamaldéhyde est le composé majoritaire de I’HE de C. cassia.

L’activité antibactérienne in-vitro des HESs des trois plantes a été évaluée contre sept souches
bactériennes multirésistantes, en utilisant la méthode de diffusion sur disque et la méthode de
microdilution en milieu liquide. Les résultats montrent que les HESs testées, notamment, celles
de C. cassia possédent une activité antimicrobienne contre toutes les souches testées.

Le potentiel synergique des huiles essentielles de T. polium ssp polium et de C. cassia
combinées avec certains antibiotiques ou molécules volatiles évalué par la méthode d’échiquier
a montré que la combinaison de ces HEs avec la streptomycine, 1’ampicilline, le
chloramphénicol, le thymol ou le carvacrol présente un effet synergique important vis-a-vis les
bactéries multirésistantes, principalement, celles responsables des infections nosocomiales. Par
conséquent, 1’antibiorésistance de bactéries associées aux maladies infectieuses et les effets
indésirables des antibiotiques nous amenent a suggérer 1’utilisation des huiles essentielles en
combinaison avec d’autres agents antimicrobiens comme des alternatives aux antibiotiques
synthétiques.

L’activité antioxydante in-vitro des HEs et les extraits non volatils évaluée par quatre
méthodes ; ABTS"™, DPPH’, FRAP et phosphomolybdéne révelent que les différents extraits

testés ont une activité antioxydante intéressante, dépendante de leur teneur en polyphénols et
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flavonoides totaux. De méme, les HEs notamment, celles de T. polium ssp. polium possédent
un potentiel antioxydant remarquable.

L’effet diurétique des extraits aqueux de T. polium ssp. polium et T. polium ssp. aureum a
révelé que les deux extraits exercent un effet diurétique puissant apres I’administration des
doses uniques ou répétées (150 mg/kg de poids corporel) chez le rat Wistar. En effet, les deux
extraits ont induit une augmentation significative du volume urinaire, de la clairance de la
créatinine et de I’excrétion urinaire de sodium et de potassium sans pour autant modifier la
concentration des électrolytes, 1’urée et la créatinine plasmatiques par rapport au contréle (P
<0,05). L’effet diurétique de 1’extrait de T. polium ssp. polium a été plus puissant que celui de
T. polium ssp aureum.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude pourrait constituer une justification
scientifique de I’usage traditionnel de germandrée (T. polium) et de la cannelle (C. cassia) par

la population marocaine pour traiter diverses maladies.
Des perspectives de recherche peuvent étre dégagees de ces résultats tels que :

e [’analyse chromatographique par HPLC des extraits non volatils des deux sous-especes
de T. polium et de C. cassia afin d’identifier les molécules responsables des activités

biologiques observées ;

e les résultats concernant la combinaison des huiles essentielles avec d’autres agents
antibactériens demeurent prometteurs et pourraient servir de base pour des études
ultérieures afin de proposer son utilisation en tant qu’agents antimicrobiens alternatifs
par I’élaboration de nouvelles formulations pharmaceutiques a base de ce mélange pour

traiter les infections et pour désinfecter I’atmosphére des établissements de santé.
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Annexe 1 : Zone d’inhibition du pouvoir antibactérien de quelques composés

testés.

C. cassia

T. polium ssp. polium
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Annexe 2 : Concentration minimale inhibitrice du pouvoir antibactérien de
certains composés testés
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avec I’HE de T. polium vis-a-vis E. coli Thymol avec I’HE de C. cassia vis-a-vis S. aurus
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Effet indifféerent lors de la combinaison de I’HE de C.

cassia avec Cinnamaldéhyde vis-a-vis P. aeruginosa C. cassia avec ’Eugénol vis-a-vis S. aureus
ATCC2785 ATCC 25923
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Annexe 4 : Les courbes d’étalonnages
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Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Courbe d’étalonnage de Rutin pour le dosage des Flavonoides.
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Absorbance a 430nm
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Courbe étalon de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonols.
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Courbe étalon de la vitamine C pour la mesure de la capacité antioxydante totale.
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teria (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter koseri and
Acinetobacter baumannii) and Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus. The antioxidant
potential was evaluated in vitro by three assays, namely free radical scavenging activity against
1,1-diphenyl-2-picrylhydrzyl (DPPH), ferric reducing activity power (FRAP) and total antioxidant
capacity. Twenty-six components were identified in the EO of Teucrium polium subsp. aurum rep-
resenting. Its major component was Caryophyllene (19.13%) followed by y-Muurolene (13.02%),
t-cadinol, (11.01%), a-Gurjunene (9.2%), Rosifoliol (8.79%), 3-Carene (7.04%). However, twenty
two components were identified in the EO of T. polium subsp. polium. Its major components are 3-
carene (16.49%), y-Muurolene (14.03%), o-pinene (9.94%), o-phellandrene (6.93%) and
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Caryophyllene (7.51%). The antibacterial activity of both essential oils showed a higher activity
against tested nosocomial bacteria especially against S. aureus and A. baumannii. The EO of T.
polium subsp. aureum showed better antioxidant activity as measured by DPPH and FRAP assays
with ICsy values of 3.7 £ 0.2 mg/ml and 2.31 £ 0.11 mg/ml, respectively. The total antioxidant
capacity assay showed that 7. polium subsp. aureum had a significant activity with value to
3308.27 mg equivalent to ascorbic acid/g of EO. The Moroccan T. polium essential oils could be
exploited as an antimicrobial agent for the treatment of several infectious diseases caused by
bacteria, especially, those who have developed resistance to conventional antibiotics.

© 2019 Production and hosting by Elsevier B.V. on behalf of King Saud University. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Nosocomial infections dominated by bacterial strains repre-
sent a real problem in our modern health care system, and they
are characterized by high morbidity and mortality rates
(Jenkins, 2017). In Morocco, The incidence of nosocomial
infections, in the reanimation units is high and dominated by
multi-drugs resistant bacteria (Maoulainine et al., 2014).
Utilization of medicament is crucial for treating these infec-
tions, but it is also under the important selection pressure
affecting many bacteria and those who have developed resis-
tance. The world health organization (WHO, 2017), published
a report listing the most dangerous multidrug-resistant bacte-
ria to which a new antibiotic should be discovered urgently.
This is the reason why natural alternatives were established
in order to overcome the incidence of resistant bacteria
(Rossiter et al., 2017). Several reports have indicated potent
antimicrobial activity of essential oils, extracted from aromatic
and medicinal plants, against various microorganisms
(Gherraf et al., 2017; Siddique et al., 2020). Against to antibi-
otics, essential oils are composed of secondary metabolites
therefore, the microorganisms cannot resist in mutant
(Moussaoui and Alaoui, 2016). Among these essential oils,
the potential antimicrobial of Teucrium species has been doc-
umented (Belmekki et al., 2014; Djabou et al., 2013; Ricci
et al., 2005). The Teucrium polium L. (Lamiaceae) is dis-
tributed throughout Morocco with its subspecies, among
which Teucrium polium L. subsp. Polium and Teucrium polium
L. subsp. aurum (Navarro and El oualidi, 1997). In Morocco
folk medicine, Teucrium polium (Germander) locally called
”Jaada”, it is used for the treatment of a variety of diseases,
including digestive disorders, liver problems (Fakchich and
Elachouri, 2014) inflammation, hypertension, fever, diabetes,
rheumatism, parasitic diseases such as amoebicide (Henchiri
et al., 2009). Numerous studies showed therapeutic properties
of Teucrium polium such as, anti-inflammatory, anti-cancer
(Menichini et al., 2009), antibacterial (Djabou et al., 2013;
Stankovic et al., 2017), antidiabetic (Tabatabaie and
Yazdanparast, 2017), anti-spasmodic, anti-nociceptive
(Parsaee and Shafiee-nick, 2006) and antioxidant effects
(Khaled-Khodja et al., 2014). Study on chemical composition
of essential oils from Algerian Teucrium polium subsp polium
have been previously reported, o-pinene, Germacrene, Y-
Cadinene, and a-Cadinol were identified as their major con-
stituents (Djabou et al., 2012). However, to our knowledge,
this is the first report on the phytochemical of 7. polium subsp.
aureum essential oil and, there has not been any study on the
antioxidant and antibacterial activities of EOs from T. polium
subsp. aureum and T. polium subsp. polium. Therefore, the

main goal of the present work was to determine the phyto-
chemicals and antioxidant potential of 7' polium subsp. polium
and T. polium subsp. aureum essential oils. Moreover to eval-
uate their antibacterial activity, against bacterial responsible
for the nosocomial infections contracted at patients in the
University Centre Hospital of Fez Morocco.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Homologous series of n-alkanes (C8—C20), Butylated hydrox-
ytoluene (BHT), 2,2-Diphenylpicrylhydrazyl radical (DPPH),
ammonium molybdate, sodium phosphate, quercitin, vitamin
C, iron III chloride (FeCL3), and 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) used in this study were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). While potassium ferri-
cyanide (K3Fe(CN)g), culture media and standard antibiotics
were purchased from COGELAB (Morocco).

2.2. Selection and identification of plant material

Aerial parts of T. polium L. subsp. Polium and T. polium
L. subsp. aureum were collected in April 2015 from the regions
of Midelt (Morocco). They were identified by Professor Amina
Bari, a botanist in the department of Biological Sciences, Fac-
ulty of Science, Sidi Mohammed Ben Abdellah University, Fez
(Morocco). Plant material was dried for three weeks in the
shade at room temperature. The samples dried were stored
at 5 °C until the preparation of the plant essential oils.

2.3. Isolation of the essential oils

A portion (200 g) of the dried aerial parts was submitted for
3h to water distillation, using a Clevenger-type apparatus,
according to the method recommended by the European
Pharmacopoeia (1975). Plant material (200 g) was distilled in
700 ml of water in a 2000 ml flask. The obtained essential oils
were dried with anhydrous “‘sodium t sulfate” and stored in a
refrigerator at 4-5 °C prior to analysis. Yields were calculated
based on the dried weight of each sample.

2.4. Chemical analysis of the essential oils

2.4.1. Gas chromatography-flame ionization detector (CG-FID)

The isolated essential oils were diluted with hexane (dilution
ratio 10:100), and 1 pl was sampled for the gas chromato-
graphic analysis. Trace gas chromatograph (GC) (ULTRA
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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 pm) 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; Nitrogen (N,)carrier gas,
flow rate 1 ml/min; temperature of injector and detector (flame
ionization detector) was fixed at 250°C and 280 °C,
respectively.

2.4.2. Gas chromatography-mass spectrometry analysis (GC-
MS)

The Teucrium polium essential oils were analyzed run on a
Thermo Fischer capillary gas chromatograph directly coupled
to the mass spectrometer system (model GC ULTRA S/N
20062969; Polaris QS/N 210729), using an HP-5MS non polar
fused silica capillary column (60 m x 0.32 mm, 0.25 mm film
thickness). The operating condition of GC-MS oven tempera-
ture was kept as follows: initial temperature 40 °C for 2 min,
programmed rate 2 °C/min up to final temperature 260 °C with
isotherm for 10 min; injector temperature 250 °C. The helium
was the carrier gas with a flow rate (1 ml/min). Essential oils
were diluted in hexane with a dilution ratio of 10:100. The vol-
ume of the injected specimen was 1 pl of diluted oil, split injec-
tion technique; ionization energy 70 ¢V, in the electronic
ionization mode; ion source temperature 200 °C, scan mass
range of m/z 40-650 and interface line temperature 300 °C.
Components characterization was made by determination of
their retention indices (RI) relative to those of a homologous
series of m-alkanes (C8—C20) (Fluka, Buchs/sg, Switzerland)
and by matching their recorded mass spectra with those stored
in the spectrometer database (NIST MS Library v. 2.0) and the
bibliography (Adams, 2007).

2.5. Antibacterial activities of essential oils

2.5.1. Bacterial strains

In this study the antibacterial activity of 7. polium L. subsp.
Polium and T. polium L. subsp. aureum was tested against,
Gram-positive Staphylococcus aureus (S. aureus) and Gram-
negative bacteria included Escherichia coli (E. coli), Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), Acinetobacter baumannii (A. baumannii) and
Citrobacter koseri (C. koseri). All strains tested were isolated
in a hospital environment from clinical patients in reanimation
service (CHU, Morocco). The inoculum suspension was
obtained by taking colonies from 24 h cultures. The colonies
were suspended in sterile 0.9% aqueous solution of NaCl
and shacked for 20 s. The density was adjusted to the turbidity
of a 0.5 McFarland Standard (10° CFU/ml) (Mello et al.,
2014).

2.5.2. Agar disc diffusion assay

The agar disc diffusion assay was determined in triplicate
according to the experiment described by Furtado and
Medeiros (1980). The suspensions of microorganisms
(1-5 108 CFU/ml) were flood inoculated onto the surface of
Mueller Hinton (MH) agar plates. Sterile 6 mm diameter filter
discs (Whatman paper N° 3) were impregnated with 10 pl/disc
of the compound and were put on to the surface of the inocu-
lated Mueller Hinton agar. The plates were incubated at 37 °C

for 18 h. Antibacterial effect was evaluated by measuring the
inhibition zones against the tested bacterial strains. The stan-
dard drugs for comparison were the discs antibiogram of Imi-
penem (IMP) Vancomycyn (VA), Cefaclor (CEC),
Nifrofurantoin (F), Kanamycin (K).

2.5.3. Determination of the minimum inhibitory concentration
(MIC)

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 (NCCLS, 1999) with some modifications. The dif-
ferent concentrations of essential oils are prepared in a suspen-
sion containing 0.2% agar in sterile distilled water in order to
disperse the compounds without adding solvent or detergent
(Remmal et al., 1993). They are carried out by successive dilu-
tions 1/2 ranging from 100 to 0.09 mg/ml. The concentrations
obtained in the well were between 25 and 0.02 mg/ml. Bacterial
suspensions were prepared in the same manner described pre-
viously and diluted in MH broth and plated in 96 well plates at
a density of 1-5 x 10° CFU/ml. Finally, the plates were incu-
bated at 37 °C for 18 h, bacterial growth was visually by add-
ing to each well 20 ul of 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) aqueous solution (1%), with additional incubation for
1 h. MIC was defined as the lowest concentration that does
not produce a red color (Mello et al., 2014).

2.6. In vitro antioxidant activities of essential oils

2.6.1. DPPH radical scavenging activity

The DPPH method was introduced 50 years ago by Blois
(1958). The ability of the essential oil to scavenge the DPPH
radical was measured using the method described by Wu
et al. (2003). 0.1 ml of various concentrations of the essential
oil or standard was added to 1.5 ml of the ethanolic solution
containing 0.1 mmol of DPPH (2, 2-diphenyl-1 picrylhy-
drazyl). The absorbance of the mixture was measured at
517 nm by a spectrophotometer (Jasco V-530) after 30 min
of incubation time at room temperature in dark. The percent-
age inhibition was calculated by the following equation:

I (%)= (1 - (%8)) £100

where A0 is the absorbance of the negative control, and Ag is
the absorbance of the sample. BHT served as a positive con-
trol. The ICso values were calculated as the concentration of
causing a 50% inhibition of DPPH radical.

2.6.2. Reducing power capacity (FRAP)

The reducing power capacity of the tested oils was determined
in accordance with the procedure of Oyaizu (1986). 200 ul of
the essential oils were mixed with 500 pl of phosphate buffer
(0.2 M, pH 6.6) and 500 pl of potassium ferricyanide [K3 Fe
(CN)6] 1%. The obtained solution was incubated at 50 °C
for 20 min. The mixture was acidified with 500 pl of trichlo-
racetic acid (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 FeCl3
(0.1%), and the absorbance was measured at 700 nm (Jasco
v-530). Quercetin and BHT were used as a standard. The
results were expressed as ICsy (mg/ml). ICsq (concentration
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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 (VI) to Mo (V)
and subsequent formation of a green phosphate Mo (V) com-
plex in acid pH (Prieto et al., 1999). A total volume of 25 pl of
essential oil 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 and 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 equiva-
lence of ascorbic acid (mg AAE/g EO).

2.7. Statistical analysis

The mean values, +standard deviations were calculated by
using GraphPad Prism 5 (Microsoft Software). The results
were compared by one-way ANOVA followed by Tukey-test,
using the same software. Differences at P < 0.05 were consid-
ered to be significant.

3. Result and discussion

3.1. Essential oils yield

The essential oils obtained from the aerial parts of T. polium
subsp. aureum and T. polium subsp. polium were transparent
yellow in color, yielded 0.9% and 0.75%, respectively. This
yield is higher than that of T. polium studied in Algeria
(0.27%) (Belmekki et al., 2014) and less than that of Saudi
Arabia T. polium (1.65%) (Al-Ghamdi and Al-ghamdia, 2014).

3.2. Essential oils chemical composition

The chemical composition of essential oils from two Teucrium
species was analyzed by GC-FID and GC-MS techniques, and
their chromatographic profiles were summarized in Figs. 1 and
2. Constituents of EOs are listed in order of their elution on the
HP-5MS column (Table 1). Twenty six components were
found in the essential oil of Teucrium polium subsp. aurum rep-
resenting 93.16% of the total oil. Its major component was
Caryophyllene (19.13%) followed by y-Muurolene (13.02%),
t-cadinol, (11.01%), a-Gurjunene (9.2%), Rosifoliol (8.79%),
3-Carene (7.04%), with a prevalence of Sesquiterpene hydro-
carbons (64.11%). However, Twenty two components were
identified in the oil of T. polium subsp. polium (94.49% of total
oil). Its major components are 3-carene (16.49%),
v-Muurolene (14.03%), o-pinene (9.94%), o-phellandrene
(6.93%) and Caryophyllene (7.51%). Sesquiterpene hydrocar-
bons (54.5%) and Monoterpene hydrocarbons (38.23%) con-
stituted the most abundant fraction of this oil. Notice that
certain components exist in the 7. polium subsp. aureum EO
(a-terpenyl acetate, f-Cubebene, Aristolene, Valencene, Cube-
nol and Rosifoliol) but, are absent in the 7. polium subsp.
polium EO. Similarly; o-phelandrene, Aromadendrene, and
Ledol; exist in the essential oil of the 7. polium subsp. polium
but not in the oil of the T. polium subsp. aureum. Moreover,
To our knowledge only one study has been reported on the

phytochemical of T. polium subsp. polium that demonstrated
that Germacene (14.8%) p-pinene (16.6%) and o-pinene
(7.2%) are its main components (Djabou et al., 2012). How-
ever, other studies have determined the chemical composition
of T. polium but they did not specify its subspecies. Cozzani
et al. (2005) found that the main components of T. polium
EO were a-pinene (28.8%), B-pinene (7.2%) and p-cymene
(7.0%). Germacrene (25.81%), bicyclogermacrene (13%), B-
pinene (11.69%) were found to be the main components in
T. polium EO (Belmekki et al, 2014). In Karpathos Island, Car-
vacrol (10.1%), Germacrene (3.1%), and y-Cadinene (2.5%)
are the major constituents of 7. polium EO (Menichini et al.,
2012). Furthermore, the major constituents of 7. polium oil
from Saudi Arabia were o-Cadinol (5.93%) and B —pinene,
B-gurjurene, and a-pinene (Al-Ghamdi and Al-ghamdia,
2014). These differences in the composition of essential oils
can be dependent on different factors, including the location
of the plant species and method of extraction of the essential
oil (Zhigzhitzhapova et al., 2014). In other hand, gas
chromatography-flame ionization detector (GC-FID) and gas
chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS) have
been extensively used in the determination of EOs composi-
tion, because of their advantages such as high efficiency and
speed properties (Shabir, 2005). Moreover, owing to the wide-
spread use of GC in routine essential oils analysis, it is neces-
sary that good GC methods are developed and that these are
thoroughly validated (Sousa and Brancalion, 2011). For exam-
ple, Wang et al. (2014) developed an automatic gas chro-
matograph system equipped with a mass spectrometer and a
flame ionization detector (GC-MS/FID) for online measure-
ments of volatile compounds in ambient air, such as C2-C12
hydrocarbons, C3—C6 carbonyls, halocarbons, and alkyl
nitrates (Wang et al., 2014).

3.3. Antibacterial activities of essential oils

The antibacterial activities of essential oils from 7. polium
subsp. polium and T. polium subsp. aureum were studied, for
the first time, using agar disk diffusion test and minimal inhi-
bitory concentration (MIC) methods against six bacteria
strains (E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa S. aureus, C.
koseri and A. Boumanii) responsible for nosocomial infections
in Centre Hospital University of Fez, Morocco. Table 2
revealed that the tested EOs showed a wide antibacterial spec-
trum, against tested strains with the inhibition zone diameters
varying from 8 to 23 mm, we notice that T. polium subsp. aur-
eum and T. polium subsp. polium EOs had similar and compar-
ative activities. Interestingly, these diameters were sometimes
higher than those obtained with standard antibiotics used as
controls. The gram-positive S. aureus and the Gram-negative
A. baumannii were the most sensitive of the strains tested to
both oil samples. However, these EOs showed a low activity
against the Gram-negative P. aeruginosa. Table 3 summarized
the MIC values of the essential oils against the tested strains.
Oils from T. polium subsp. aureum and T. polium subsp. polium
exhibited significant antimicrobial activity against S. aureus
(MIC 0.17mg/ml) and K. pneumonia (MIC 1.4 and
0.7 mg/ml). Compared to C. koseri (MIC 2.81 mg/ml) and
A. baumannii (MIC 2.81 and MIC > 1.4 mg/ml), respectively.
While, these EOs have low activity against P. aeruginosa,
which was only inhibited at high concentration (5.62 mg/ml).
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Fig. 2 Chromatographic profile by GC-MS of T. polium subsp. aurum.

Generally, the correlation between the antimicrobial activity of
the EOs and their chemical composition suggests that the
activity of the EOs could be attributed to the presence of high
concentrations of the major compounds (Siddique et al., 2020).
However, many reports have suggested that the synergistic or
antagonistic action of the major and minor components from
the EOs should be taken into consideration to explain their
antimicrobial proprieties (Cutillas et al., 2018; Fadli et al.,
2012). In the present study, we found that S. aureus appears
to be more sensitive to both essential oils. It has been shown
that Gram-negative bacteria are less sensitive than Gram-
positive bacteria to the essential oils (Ruiz-Navajas et al.,
2012; Tenore et al., 2011). This difference in susceptibility

could be explained by the structure of cell envelope Gram-
negative bacteria possess an outer lipopolysaccharides mem-
brane, delineating the periplasmic space with the cytoplasmic
membrane that can limit diffusion of hydrophobic com-
pounds. Without this membrane, the cell wall from Gram-
positive group can be permeated more easily and external
agents can alter the cytoplasmic membrane (Ruiz-Navajas
et al., 2012; Tenore et al., 2011). As we showed, P. aeruginosa
was the most highly resistant to both essential oils and to the
antibiotics. Numerous studies had shown that P. aeruginosa
is the most resistant to EOs (Kamari et al., 2018; El Atki
et al., 2019; Jalal et al., 2015). It reported that the resistance
of P. aeruginosa may be due to the structure of its outer
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Table 1

Percentage composition of essential oils from 7.

polium subsp. polium and T. polium subsp. aurum.

Compounds RI T. polium subsp.  T. polium subsp.
aureum area (%)  polium area (%)
o-Thujene 803 0.3 0.67
o-pinene 809 3.5 9.94
y-Terpinene 824 0.5 1.01
b-Myrcene 971  0.59 0.12
o-phelandrene 993 - 6.93
3-Carene 1007 7.04 16.49
Trans-sabinol 1109 0.4 0.62
Myrtenol 1194 3.02 1.11
a-Terpinyl acetate 1230 1 -
Thymol 1244 0.4 0.57
B-Cubebene 1283 1.3 -
Aromadendrene 1343 - 1.3
Valencene 1391 0.56 =
Caryophyllene 1445 19.13 7.51
Aristolene 1416 0.9 =
Alloaromadendrene 1437 5.01 3.2
a-Himachalene 1452 1.32 5.56
B-elemene 1463 - 0.2
y-selinene 1473 0.3 -
y-Muurolene 1478 13.02 14.03
o-Gurjunene 1492 9.2 6.54
B-Eudesmol 1508 1.05 -
Ledol 1525 - 2.08
Germacrene-D-4-ol 1543 2.36 393
Spathulenol 1551 1.2 0.73
Caryophyllene oxid 1574 0.24 0.32
Cubenol 1583 0.7 -
t-Cadinol 1595 11.01 5.1
Muurolol 1642 - 6.53
Rosifoliol 1654 8.79 -
Benzyl benzouate 1720 0.32 =
Monoterpene 11.93 38.23
hydrocarbons
Oxygenated 3.82 2.3
monoterpenes
Sesquiterpene 64.11 54.3
hydrocarbons
Oxygenated 12.3 9.66
sesquiterpenes
Total (%) 93.16 94.49

Table 2

membrane particularly impermeable to EO and related to the
action of efflux mechanisms, protecting the bacteria against the
action of EO molecules (Utchariyakiat et al., 2016; Tenore
et al., 2011). According to Fertout-Mouri et al. (2017), the
Gram-positive microorganisms were found to be more sensi-
tive to essential oils from 7. polium than Gram-negative bacte-
ria. Antimicrobial activity of essential oil from 7. polium has
been investigated against five multi-drug resistant ATCC bac-
teria (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis,
and Bacillus cereus). The results showed that T. polium oil is
active against all strains except for P. aeruginosa (Belmekki
et al., 2014).

3.4. Antioxidant activities of essential oils

DPPH test, FRAP, and phosphomolybdenum assays were
used to evaluate antioxidant activities of Teucrium polium oils.
The free radical scavenging activity of investigating essential
oils was evaluated by the DPPH test. DPPH® is a stable free
radical that can receive hydrogen or electron from an antioxi-
dant to become a stable molecule. As depicted in Fig. 3, the
both essential from 7. polium oils presented a potent antirad-
ical effect in a concentration dependent manner. The concen-
trations of the tested samples needed to remove 50% of the
DPPH (ICso) are calculated and presented in Table 4. The
results indicate that the 7. polium subsp. aureum showed the
higher DPPH radical scavenging activity than 7. polium subsp.
polium with 1Csq values of 3.7 and 7.2 mg/ml, respectively. But
was significantly (p < 0.001) lower than that of pure reference
antioxidant BHT (0.12 mg/ml).

The reductive capacity is generally associated with the pres-
ence of antioxidant agents which exert their effect by breaking
the free radical chains via hydrogen atom donation
(Blazekovic et al., 2010). Therefore, the ferric reducing power
of investigating essential oils was evaluated by the FRAP
assay. The reducing power assay is often used to evaluate the
ability of an antioxidant to transform the Fe** to Fe?*.
Fig. 4 showed the reducing power of different concentrations
of two essential oil 7. polium subspecies in comparison to quer-
cetin and BHT. The results demonstrated that the both essen-
tial oils possessed the ability to reduce Fe’", and their
reducing power increased with a concentration. 7. polium
subsp. aurum had a significant ferric reducing power than

Inhibition zone diameter (mm) of 7. polium subsp. polium and T. polium subsp. aurum essential oils.

Bacterial species

Inhibition zone (mm)

Essential oils Antibiotics

T. polium subsp. polium T. polium subsp. aureum VA F CEC IMP K
K. pneumoniae 13 £ 0.5 11 £0.3 NI 22 NI 25 24
P. aeruginosa 8§+ 04 8§ +£0.2 13 20 12 NT
S. aureus 23 + 1.4 21 £ 1 14 20 14 39 17
A. Boumanii 15 £ 0.8 20 + 0.6 18 15 NI NT NT
C. koseri 12 + 0.1 10 £ 0.01 16 16 9 12 15
E. coli 10 £ 0.5 11 + 0.6 NI 19 NI 28 17

Inhibition zone includes diameter of disk (6 mm); NI: No inhibition; NT: Not tested; IMP: Imipenem; VA: Vancomycyn; CEF: Cefaclor; F:
Nifrofurantoin; K: Kanamycin.
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Table 3 Minimal inhibitory concentration (mg/ml) of 7.
polium subsp. polium and T. polium subsp. aurum essential oils.

Bacterial species T. polium subsp. T. polium subsp.

polium aureum
K. pneumoniae 0.7 1.4
P. aeruginosa 5. 62 5.62
S. aureus 0.17 0.17
A. baumannii 2.81 1.4
C. koseri 2.81 2.81
E. coli 5.62 2.81

-
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1 ]
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=©~ T. polium subsp. aureum
-8 T. polium subsp. polium
=&~ BHT

DPPH' scavenging activity (%)
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Concentration( mg/ml)

Fig. 3 DPPH free radical scavenging activity of T. polium subsp
aureum and T. polium subsp polium. BHT was used as reference.

Table 4 Antioxidant activities of essential oils from 7. polium
subsp. polium and T. polium subsp. aurum.

DPPH FRAP Total antioxidant
(mg/ml) (mg/ml) capacity
(mg AAE/g EO)
T. aureum 3.7 + 0.2° 231 +0.11° 177442 + 87°
T. polium 7.2 + 0.55° 35+ 0.5° 3308.27 £+ 100*
BHT 0.12 + 0.01° 0.1 +0.01° 540.62 + 40°
Quercetin ~ — 0.03 + 0.00°  512.70 + 15°

Values are giving as mean = SD (n = 3). In each column, different
letters are significantly different by the Tukey-test (P < 0.05).

T. polium subsp. polium with 1Cs, values of 2.31 mg/ml and
3.5mg/ml, respectively, but it was still significantly
(p < 0.001) less than that of the synthetic antioxidants querce-
tin and BHT (Table 4).

Total antioxidant capacity of investigating 7. polium essen-
tial oils, and reference antioxidant (quercitin and BHT) was
determined by phosphomolybdenum method, which is based
on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) in the presence of an
antioxidant (Prieto et al., 1999). The results expressed as ascor-
bic acid equivalents (mgAAE/g EO) are given in Table 4. The
total antioxidant capacity of 7. polium subsp. polium was sig-
nificantly better in comparison to 7. polium subsp. aureum,
BHT and quercetin with values of 30308.27; 1774.42; 540.62
and 512.70 mgAAE/g EO, respectively.

According to Abdillah et al (2015), An antioxidant agent is
considered to be active against free radicals if ICsq less than

-9~ T. polium subsp. aureum
-B- T. polium subsp. polium

£ A~ BHT
g 2.0 - Quercitine
S

s 15
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Fig.4 Reducing power of T. polium subsp aureum and T. polium
subsp polium. Quercetin and BHT were used as references.

5 mg/ml (Abdillah et al., 2015). The EO studied of T. polium
subsp. aureum have 1Csy < 5 mg/ml, therefore this EO is a
possible good source of antioxidant compounds. The poor
activity of the 7. polium EO can be attributed to the weak abil-
ity of their main components to scavenge DPPH free radicals
(Aazza et al., 2011). Moreover, previous studies showed signif-
icant free radical Scavenging activity of EOs from some Teu-
crium species (Ricci et al., 2005; Saroglou et al., 2007). It is
noteworthy that the antioxidant activities of the two sub-
species of T. polium essential oils are reported here for the first
time.

4. Conclusion

This study is the first characterization of the chemical compo-
sition, antioxidant and antibacterial (against nosocomial infec-
tions) activities of two wild Moroccan T. polium subsp
essential oils. Our results demonstrated that the major con-
stituents are different in the essential oils of two subspecies.
Moreover, the remarkable antioxidant effect and strong inhibi-
tory activity against nosocomial-bacteria of T. polium essential
oils suggest their possible use as a natural antibacterial drug
for bacteria causing nosocomial infections in the intensive care
rooms.
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Abstract

The objective of the present study was to determine antioxidant activities, total phenolic and total flavonoid contents of methanol,
ethanol, water and ethyl acetate extracts of Moroccan Germander (Teucrium polium). Total phenolic and flavonoid contents were
determined spectrophotometrically using gallic acid and rutin as standards. Antioxidant activities was evaluated in vitro by three
assays namely free radical scavenging activity against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrzyl (DPPH), ferric reducing antioxidant power
(FRAP) and total antioxidant capacity. The total phenolic and flavonoid contents were significantly higher in the methanolic
extract (P<0.05) than all other extracts. The methanolic extract showed the highest antioxidant activity as measured by DPPH and
FRAP assays with ICs, values of 0.41 + 0.03 mg/ml and 0.21 + 0.002 mg/ml respectively. The total antioxidant capacity test
showed that the water extract had a significant activity with value of 129.5 & 3.19 mg equivalent to ascorbic acid/g dry weight.
However, the ethyl acetate extract had a weak antioxidant effect in the three tests. A significant correlation between antioxidant
activities and contents of polyphenols and flavonoids was found. These results showed that Moroccan Germander have a great
relevance in the prevention and treatment of diseases in which free radicals are implicated.
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1. Introduction

Oxidative stress defined as an imbalance between the production of reactive oxygen species (free radicals) and
antioxidants defences [1]. This imbalance involved in the causation and progression of numerous diseases,
including, neuro-degenerative disorders [2], cardiovascular disease, cancer [3], diabetes [4], and inflammatory
diseases [5]. Because free radicals are highly reactive, they can cause damage of cell molecules, such as proteins,
lipids and DNA leading to cell death by malfunction of these molecules.

Medicinal plants are considered as potential sources of natural antioxidant compounds, such as polyphenols
flavonoids, tannins, stilbenes and coumarins [6].These compounds can play a major role in prevent of free radical-
mediated oxidative damages via acting at different levels in the pathophysiological chain [7].

The genus Teucrium (Lamiaceae family) includes 300 species distributed all over the world, particularly in the
Mediterranean basin [8]. It usually develops on hillsides, sands, semi-arid and in arid places [9]. Teucrium polium
plant is known for its richness on bioactive compounds such as essential oils, flavonoids, tannins and phenolic
acids[10, 11], which have been reported in the literature to have antioxidant properties [12,13].

In Traditional Moroccan medicine, Germander (7. polium ) locally called “Jaada”, aerial parts from the plant are
used by the Moroccan population for the treatment of a various human diseases, including digestive disorders, liver
problems[14], inflammation, hypertension, fever, diabetes, rheumatism and parasitic diseases [15]. Several
biological activities of T. polium such as, anti-inflammatory, anti-cancer [16], antibacterial [8], antidiabetic [17],
anti-spasmodic, anti-nociceptiv [18] and antioxidant [10] were reported. It known that the therapeutic benefit of 7.
polium is often attributed to their propriety to suppress oxidative processes [19]. According to Suboh et al (2004) the
alcoholic of T. polium extract had a suppressing effect on hydrogen peroxide-induced lipid peroxidation in red blood
cells [20].

The main objective of our study was to investigate, for the first time, antioxidant activities, total phenolic and
flavonoids contents of Moroccan 7. polium extracts obtained by maceration method and to determine the
relationship between antioxidant activities and phenolic compounds.

2. Material and Methods
2.1. Reagents standards

Butylated hydroxytoluene (BHT), 2,2-Diphenylpicrylhydrazyl radical (DPPH), ammonium molybdate,
aluminum chloride (AICI3), sodium phosphate, quercitin, vitamin C, rutin, gallic acid, iron III chloride (FeCl3),
potassium ferricyanide (K3Fe(CN)g), sodium carbonate (Na2CO3), sodium nitrite (NaNO2) and Folin-Ciocalteu
reagent were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All the other chemicals and solvents used were
of analytical grad.

2.2. Plants materials

Aerial parts of T. polium were collected in april, 2016 from the regions of Errachidia (South Morocco). The plant
material was identified by Professor Amina Bari, a botanist at University Sidi Mohammed Ben Abdellah, Fez,
Morocco. A voucher specimen with reference number 2297/4-16-1/Er was deposited in the Department of
Biology, Faculty of Science, Sidi Mohamed Ben Abdellah University, Fez, Morocco.

2.3. Preparation of T. polium extracts

The plant material was dried at room temperature, powdered (10 g) and macerated for 48 H with 100 ml of
solvent (water, methanol, ethanol and ethyl acetate). 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.
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2.4. Statistical analysis

All tests were performed in triplicate and results were expressed as mean = SD. The results were compared by
one-way ANOVA followed by Tuckey-test, using the GraphPad Prism 5 (Microsoft Software). The correlations
between antioxidant activities and phenolic compounds were realized by Pearson correlation coefficient (r) using the
same program. Differences at P < 0.05 were considered significant.

2.5. Determination of total phenolic contents

Total phenolic content of the extracts was determined by Folin-Ciocalteu method [21]. 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
the dark. Gallic acid was used as standard for the construction of calibration curve. Total phenol contents were
expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram dry weight of extract (mg GAE/g DW).

2.6. Determination of total flavonoid contents

Total flavonoid contents of extracts were measured by the aluminum chloride colorimetric assay [22]. 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% NaNO2 was added, after five minutes 0.3 ml of 10 % AICl; was added to react for 6 min. After
that, 2 ml of 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 calibration curve. Total flavonoids contents were expressed as mg Rutin equivalents per gram dry
weight of each extract (mg RE/g DW).

2.7. In vitro antioxidant activities
2.7.1. DPPH radical scavenging activity

The ability of the extracts to scavenge the DPPH radical was measured using the method described by Wu Chen
et al.[23] 0.1 ml of different concentrations of the 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 of inhibition was calculated by the following equation:

10)=(1-( 22 ) 100

Where Ac is the absorbance of the negative control and As 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.

2.7.2. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The ferric reducing power of the tested extracts was determined in accordance with the method of Oyaizou [24].
200 pl of the extract was mixed with 500 pl of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 500 pl of potassium
ferricyanide [K3Fe(CN)6] 1%. The obtained solution was incubated at 50°C for 20 min.The mixture was acidified
with 500 pl of trichloracetic acid (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 pl of FeCl3 (0.1%), and the absorbance
was measured at 700 nm (Jasco v-530). Quercitin was used as standard. The results were expressed as ICsy (mg/ml).
the ICso (concentration corresponding 0.5 of absorbance) was calculated by plotting absorbance against the
corresponding concentration.
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2.7.3. 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 [25]. A total volume of 25 pL extract 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, and 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).

3. Results and discussion
3.1. Total phenolic and flavonoids contents

The total amounts of phenol were estimated by the Folin—Ciocalteu method and expressed in mg of gallic acid
equivalents per gram of the dry weight. The distribution of phenolic compounds in 7. polium extracts (tab. 1)
demonstrated that the methanol extract contained the highest amounts with value of 95.53 + 1.65 mg GAE / g dry
weight and the lowest phenolic content was observed in ethyl acetate extract with value of 29.25 + 0.22 mg GAE / g
dry weight. According to the results found by Stankovic et al. [26], they demonstrate also that the highest total
phenolic contents of 7. polium is noticed with the methanolic extract with value of 157.84 mg of GAE/g DW.
Results of another study reported that essential oils of 7. polium exhibited lower amount of phenolic components
[10]. On the other hand, it was reported that the levels of phenolics in plants depend on environmental conditions
(temperature, light intensity and salinity) and biological factors (genotype, organ and ontogeny). Moreover, the
phenolic compounds solubility is governed by the type of extraction and solvent used, the degree of polymerization
of phenolics, and their interaction [27].

The total flavonoid contents were determined in comparison with rutin standard and the results were expressed in
terms of mg RE/g dry weight of extract. As shown in tab. 1, the total flavonoid content of 7. polium extracts ranged
between 101.9 and 43.22 mg RE/g DW. Furthermore, the methanolic extract contained significantly a higher
concentration of flavonoids (101.9 £ 1.97mg RE/g DW) than the other tested extracts. The Flavonoids contents
results obtained in our study are higher than that reported by Tepe et al., (2011) [28]. According to another study,
the flavonoid content values are ranged from 6.48 to 139.87 mg RE/g DW in the leaves, flowers and stem of T.
polium extracts with the acetone extract giving a highest concentration of flavonoids [26] (Table 1). Methanol is
therefore the best solvent to extract phenolic and flavonoids compounds from medicinal plants [29]. Several studies
reported that polyphenols and flavonoids have a strong antioxidant activity [7, 23], and they are considered as anti-
cancer, anti-inflammatory, antiviral and antibacterial agents due to their antioxidant and free radical scavenging
properties [30].

Tab. 1: Total phenolic and flavonoid contents of different extracts from 7. polium

Type of extract Total phenolic content (GAE mg/g DW) Total flavonoid content (RE mg/g DW)
Methanolic 95.53 + 1.65° 101.9+1.97°
Ethanolic 70.28 £3.89° 65.83 +0.38°¢
Water 40.63 +1.64 82.66 +0.82°
Ethyl acetate 29.25 +0.22°¢ 4322+236¢

Values are giving as mean + SD (n=3). In each column, different letters are significantly different by the tukey-test (P<0.05).

3.2. In vitro antioxidant activities
3.2.1. DPPH radical scavenging activity

The free radical-scavenging activity of the T. polium extracts was determined by the DPPH method, this method
is based on the measure of capacity of the extracts to scavenge the free radical DPPH formed in solution by donation
of hydrogen atom or an electron. Using this method, the results in tab. 2 showed a significant difference between all
extracts (p < 0.05) and between extracts and positive control (BHT). The methanol indicated, significantly, the
greatest DPPH free radical-scavenging activity than other tested extracts with ICsy value of 0.41 + 0.03 mg/ml,
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followed by water then ethanol and ethyl acetate extracts. However, when compared to the pure reference
antioxidant BHT (0.12 + 0.01 mg/ml), all the tested extracts showed significantly (p < 0.05) a lower antioxidant
activity. In addition, extracts with high scavenging activity should have a low ICs, value. An antioxidant agent is
considered to be active against free radicals if ICs is less than 5 mg/ml [31]. All extracts studied of 7. polium have
ICsg less than 5 mg/ml, therefore all extracts of 7. polium are a possible source of antioxidants compounds. Previous
studies demonstrated that 7. polium showed significant free radical scavenging activity [10, 28]. Sharififar et al.,
(2009) found that the methanolic extract of T. polium exhibited a strong DPPH radical-scavenging activity with an
ICso value of 20.1 pg/ml [32], which is lower than that found in our study. Another study found that ICs, of T.
polium extracts were ranging from (14.50 to 238.25 pg/ml) and the highest activity noticed with polar solvent
extracts [26]. These observed differences could be attributed to the extraction type used (Table 2).

Tab. 2: ICs, values of DPPH radicalscavenging activity and ferric reducing antioxidant power of different extracts from 7. polium.

Type of extract DPPH (mg/ml) FRAP (mg/ml)
Methanolic 0.41 +0.03¢ 0.21 +0.002°
Ethanolic 0.74 + 0.005° 0.34 £ 0.006°
Water 0.61 +0.04° 2.35+0.04°
Ethyl acetate 1.62 +0.08" 425+0.1°
BHT 0.12+£0.01° -

Quercetin - 0.03 +0.00°

Values are giving as mean + SD (n=3). In each column, different letters are significantly different by the tukey-test (P<0.05)
3.2.2. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The reducing power of T.polium extracts were evaluated by the FRAP assay. The reductive capacity is generally
associated with the presence of antioxidant agents which exert their effect by breaking the free radical chains via
hydrogen atom donation [33]. Therefore, the reducing power assay is often used to evaluate the ability of extracts to
transform the Fe** to Fe®’, this capacity is compared to that of quercetin used as standard antioxidant. Results of
reducing power assay, are shown in tab. 2. Extracts with high reducing power should have a low ICs, value.
Methanolic extract showed the stronger reductive effect than all other extracts with an ICsy value of 0.21 £ 0.002
mg/ml. But it was still significantly (p < 0.05) lower than that of the synthetic antioxidant quercetin (0.03 = 0.00
mg/ml). While the ethyl acetate extract possessed a lowest reductive effect with an 1Cs, value of 4.25 + 0.1 mg/ml.
However, Ardestani ef al., (2007) demonstrated that 7. polium ethyl acetate extract possess a high reducing power
[34] . Several studies reported the reducing power of the extracts of 7. polium and showed that the activity increased
with concentration [10, 23]. According to Hasani et al., (2007) T. polium extracts effectively inhibits oxidative stress
in vivo by DPPH and reducing power assays [35].

3.3.3. Total antioxidant capacity

Total antioxidant capacity of investigated 7. polium extracts were determined by the phosphomolybdenum
method, which is based on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the antioxidant compounds and the subsequent
formation of a green phosphate Mo (V) complex at acidic pH [25]. Generally, the phosphomolybdenum is a
quantitative test of antioxidant potential, used as an indicator of antioxidant capacity of plant extracts. The found
results, expressed as ascorbic acid equivalents per gram of dry weight (AAE/g DW) are presented in Fig.1. They
revealed that the highest level of total antioxidant capacity was significantly (p <0.01) founded in water extract with
value of 129.5 + 3.19 mg AAE/g DW, while the ethyl acetate extract significantly (p < 0.01) gave the lowest
capacity antioxidant (21.70 = 2.20 mg AAE/g DW). This result suggests an important electron donating propriety of
the water extract and so a great antioxidant capacity. Similar to our results, authors proved that the aqueous extract
of T. polium had a substantial antioxidant activity in vitro [36]. Moreover, ethyl acetate extracts of this plant
showed higher total antioxidant capacity with value of (318.4 + 25.5 AAE/ DW)[34].
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Fig. 1: Total antioxidant capacity of different extracts from 7. polium. Results were expressed as mg AAE/g dry weight. Each value
represents means + SD (n=3). Different letters symbolized significant differences by the tukey-test (P<0.05)

3.3. Correlations of antioxidant activities with phenolic and flavonoids contents

In order to estimate the influence of phenolic compounds on the antioxidant activity of 7. polium extracts, the
correlation between the results of three antioxidant tests and contents of total phenols and flavonoids was studied.
As illustrated in table 3, a significant and negative correlation was found between DPPH and total phenols (r* = -
0.75). Therefore, DPPH was also significantly correlated with total flavonoids (r* = -0.93). For the ferric reducing
power, the ICs, values were significantly and negatively correlated with total phenols (* = -0.92) and with total
flavonoids (r* = -0.73). Weak and non-significant correlation between total antioxidant capacity and totals phenols
was found. Similar to our results, a high correlation between the total phenol and flavonoids contents with two of the
antioxidant assays, like free radical scavenging activity and ferric reducing power has been reported in literature [10,
33]. Moreover, it was reported that the free radical scavenging ability of phenolic compounds is due to their
capacity to trap free radicals by the transfer of the hydrogen atom then transformed into a stable molecule [37], and
their reducing power is due to the presence of hydroxyl group in their structure that can serve as an electron donor
[33]. Weak correlation between the total antioxidant capacity and phenols contents, indicating that total antioxidant
capacity, in the extracts of 7. polium, measures the activity of some other chemical components than the
polyphenols. A similar result was also observed by Brantner et al., [33] with Lavandula extracts. According to the
literature, the antioxidant activity of extracts, in our study, could be attributed to the phenol and flavonoids contents
[36, 34]. furthermore, antioxidant effect of phenolic compounds is mainly due to their redox propriety, which allow
them to act as reducing agents, singlet oxygen quenchers, metal chelators, hydrogen donors, and reductants of ferryl
hemoglobin [7].

Tab. 3: Correlations (Pearson correlation coefficient, r) of antioxidant activities with phenolic and flavonoids contents

Compounds DPPH Ferric reducing power Total antioxidant capacity
Phenols contents -0.75 -0.92 0.34
Flavonoids contents -0.93 -0.73 0.80
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4. Conclusion

In the current study, the extracts of aerial parts of Moroccan 7. polium, were investigated and compared for their
antioxidant activities, total phenolic and flavonoid contents. The greatest antioxidant propriety and the highest levels
of total phenol and flavonoid contents are noticed with methanolic extract. Significant correlations were found
between the phenolic compounds and two of the antioxidant activity tests, such as free radical scavenging activity
and ferric reducing power, indicating that the phenolic compounds are the responsible of antioxidant effect from 7.
polium. Based on these results, Germander (7. polium) is an interesting source of phenol and natural antioxidant
compounds. Consequently, this plant has a great relevance in the prevention and treatment of diseases in which free
radicals are implicated; Germander can also be good sources of natural food preservative. Our results on antioxidant
tests justified it uses in traditional medicine.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of Cinnamomum
cassia (cinnamon) essential oil (EO) alone and in combination with some
classical antibiotics against three multidrug-resistant bacteria, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa, to search a possible synergy.
The antibacterial activity of all tested compounds was determined by agar disc diffusion
and minimum inhibitory concentration assays. The checkerboard method was used to
quantify the efficacy of cinnamon EO in combination with these antibiotics. Fractional
inhibitory concentrations were calculated and interpreted as synergy, addition,
indifferent, or antagonism. A synergistic interaction was shown against S. aureus with
the combination cinnamon EO and ampicillin or chloramphenicol and against E. coli
when cinnamon EO was combined with chloramphenicol. However, the combination of
cinnamon oil and streptomycin displayed additive effects against all bacteria stains. The
combinations of cinnamon EO and antibiotics can be used as an alternative therapeutic
application, which can decrease the minimum effective dose of the drugs, thus reducing
their possible adverse effects and the costs of treatment.

Key words: Antibacterial drugs, fractional inhibitory concentration index, resistant
bacteria, synergy

INTRODUCTION

Multidrug-resistant bacteria are widely known as a serious
threat to global health in the 21% century.!"! The World
Health Organization published in 2017 a report listing the
most dangerous multidrug-resistant bacteria to which new
antibiotics should be urgently discovered.l”! The discovery
of new antibacterial agents was mainly based on natural
products that can be obtained from different sources
including plants, bacteria, algae, fungi, and animals; but,
there has been an increased interest in bioactive compounds
provided by the plant as an alternative to the common
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antibiotics.Pl Essential oils (EOs) account for a source of
very promising natural compounds for producing new
antibacterial drugs. Numerous studies have reported a
strong antibacterial effect for some EOs.*” Among these
EOs, the potential antibacterial of cinnamon has been
documented frequently.l*® Furthermore, the combinations,
either single EOs or mixtures of purified main components,
would assure the exhibition of the target bacteria to many
chemical compounds and usually lead to better activity.!
Combining different EOs has been recently studied in a view
to increasing their antibacterial effect without increasing
their concentration.'™? It was argued that the combination
of cinnamon and some plants’ EOs showed an additive
effect against bacterial species compared to their pure
EOs.!28] Limited reports on the combinations of cinnamon
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with antibiotics demonstrated synergistic and additive
effects against various microorganisms.*' However, to
the best of our knowledge, there are no available data about
the antibacterial activity of cinnamon EO associated with
antibiotics against multidrug-resistant Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Therefore, the aim of this study
was to search the possible synergistic antibacterial effect of
cinnamon EO combined with certain classical antibiotics as
ampicillin, streptomycin, or chloramphenicol against E. coli,
S. aureus, and P. aeruginosa.

MATERIALS AND METHODS

Essential oils extraction

Cinnamomum cassia (cinnamon) barks were purchased from
a local supermarket in Fez province (Morocco). A total of
200 g of cinnamon barks was subjected to hydrodistillation
for 3 H with 700 ml of distilled water using a Clevenger-type
modified apparatus. The hydrosol was collected in a
separatory funnel (1 L) so that the heavy oil was decanted
to the bottom of the flask, while the hydrosol water was
recycled into the flask containing the boiling plant material.
The EO was collected and stored at 4°C before analysis.

Bacterial strains

In this study, the antibacterial activity of cinnamon oil alone
and in combination with some antibiotics as ampicillin,
streptomycin, and chloramphenicol was tested against three
bacterial strains (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923,
and P. aeruginosa ATCC 27853) provided by the Pasteur
Institute of Casablanca (Morocco). The inoculum suspension
was obtained by taking colonies from 24 h cultures. The
colonies were suspended in sterile 0.9% aqueous solution
of NaCl. The density was adjusted to the turbidity of a 0.5
McFarland Standard (10° colony-forming unit [CFU]/mL).""

Agar disc diffusion assay

The agar disc diffusion assay was determined according
to the experiment of Kirby—Bauer;!"® the suspensions of
microorganisms (10° CFU/ml) were flood inoculated onto
the surface of Mueller Hinton (MH) agar plates. Sterile 6 mm
diameter filter discs (Whatman paper No 3) were impregnated
with 10 pg/disc of the compounds and were put onto the
surface of the inoculated MH agar. The plates were incubated
at 37°C for 18 h. The antibacterial effect was evaluated by
measuring the inhibition zones against the tested bacterial
strains. All the tests were performed in triplicate. The values
of inhibition diameter are given as mean + standard deviation.
The results were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test, using GraphPad Prism 5 software. Differences
at P <0.05 were considered to be significant.

Determination of the minimum inhibitory concentration
The minimum inhibitory concentration (MIC) was performed
using a microdilution assay in 96 well plates according

| 64 I

to the experiment of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards!™ with modification; the different
concentrations of cinnamon EO and antibiotics were prepared
in a suspension containing 0.2% agar in sterile distilled
water.™ They were carried out by successive dilutions
1/2 ranging from 5000 to 9 ug/ml for EO and from 200 to
0.4 ug/ml for antibiotics. Cinnamon EO or antibiotics were
added at different concentrations at the corresponding well
in plate. The concentrations obtained in the wells are between
1250 and 2 pg/ml for EO and between 50 and 0.1 pg/ml for
antibiotics. 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 10° CFU/ml. Finally, the
plates were incubated at 37°C for 18-24 h. Bacterial growth
was visually by adding to each well 20 pl of 2.3.5-triphenyl
tetrazolium chloride aqueous solution (1%). MIC was defined
as the lowest concentration that does not produce red color.!"”!

Checkerboard assay

The evaluation of the interaction between cinnamon
EO and antibiotics was carried out according to the
method of Mody™! with some modifications. Briefly, ten
concentrations of cinnamon EO and eight concentrations of
each antibiotic were prepared in sterile tubes by dilutions
1/2. Subsequently, EO at decreasing concentrations, going
from MIC x 4 to MIC/128, was introduced horizontally into
the 96 well plates. In the same manner, the antibiotics at
decreasing concentrations, going from MIC x 4 to MIC/32,
was introduced vertically. The final volume in each well was
200 pl comprising 25 ul of EQ, 25 ul of one of the antibiotics’
dilution, and 150 ul of MH media containing 10° CFU/ml
of bacterial suspensions. The plates were then incubated at
37°C for 18 h. The analysis of the combination was obtained
by calculating the fractional inhibitory concentration
index (FICI) using the following formula:/*

FIC index (FICI) = FIC, + FIC,

_ MIC of (A) in combination

FIC,
MIC of (A) alone
FIC. — MIC of (B) in combination
? MIC of (B) alone

Where (A) is cinnamon EO and (B) is one of the antibiotics.

The FICI values were interpreted as a synergistic effect when
FICI <0.5; an additive effect when 0.5 < FICI < 1; an indifferent
when 1< FICI < 4; and an antagonistic effect when FICI > 4.

RESULTS

Antibacterial activity
The antibacterial activity of the cinnamon EO, streptomycin,
ampicillin, and chloramphenicol tested against three
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bacterial strains (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
25923, and P. aeruginosa ATCC 27853) and the MIC results
are shown in Table 1. Cinnamon oil was able to inhibit all
strains tested: E. coli., S. aureus, and P. aeruginosa with the
MIC of 4.88, 4.88, and 19.53 ug/ml, respectively. However,
streptomycin had the same MIC (3.13 ug/ml) against all
bacteria strains. Ampicillin and chloramphenicol inhibited
E. coli with the same MIC of 0.31 pg/ml. However, the
antibacterial effect of ampicillin was higher than that of
chloramphenicol against S. aureus with the MIC of 0.16 and
0.31 pg/ml, respectively. While P. aeruginosa was resistant
to ampicillin and chloramphenicol [Table 1].

Combined effects of cinnamon essential oil and
antibiotics

Tables 2 and 3 show the cinnamon oil tested against three
multidrug-resistant bacteria in combination with some

antibiotics. As shown in Table 3, mixing antibiotics with
cinnamon EO reduces the MICs, 2 fold for P. aeruginosa, 2-8
fold for S. aureus, and 2—4 for E. coli. As revealed in Table 3,
the synergistic effect was obtained by the combination of
cinnamon EO with ampicillin or chloramphenicol against S.
aureus and by the combination of EO and chloramphenicol
against E. coli with the FICI of 0.5. However, an additive
effect was founded when EO was combined with
streptomycin against all stains tested; E. coli, S. aureus, and
P. aeruginosa; with FICI of 1.00, 0.75, and 1.00, respectively.
Moreover, the combination EO-ampicillin showed an
indifferent effect against E. coli with the FICI of 1.25 [Table 3].

DISCUSSION

Based on the resultsin Table 1, it was known that the cinnamon
oil was able to inhibit all strains tested; these results are

Table 1: Inhibition zone diameter and minimum inhibitory concentration of cinnamon essential oil and

antibiotics
Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC Pseudomonas aeruginosa ATCC
25923 27853

ID MIC ID MIC ID MIC
Cinnamon EO 29.0+0.7° 4.88 40+0.5° 4.88 30.5+1.0° 19.53
Streptomycin 15.3+0.1¢ 3.13 16+0.0¢ 3.13 15.2+0.6° 3.13
Ampicillin 20+0.5¢ 0.31 37.1=0.2° 0.16 NI NT
Chloramphenicol 25+1.0° 0.31 25.0+0.4¢ 0.31 NI NT

Inhibition zone includes diameter of disk (6 mm). Values of inhibition diameter are given as mean=SD. In each column, different letters are significantly different
by the Tukey’s test (P<0.05). ID: Inhibition zone diameter (mm), MIC: Minimum inhibitory concentration (ug/ml), NT: Not tested, NI: No inhibition, EO: Essential oil,

SD: Standard deviation, ATCC: American type culture collection

Table 2: Minimum inhibitory concentrations (pg/ml) and fractional inhibitory concentration values of

the combinations of Cinnamon EO and antibiotics

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC Pseudomonas aeruginosa ATCC

25923 27853
MIC alone MIC FIC MIC alone MIC FIC MIC alone MIC FIC
combined combined combined
EO + streptomycin
EO 4.88 2.44 0.50 4.88 1.22 0.25 19.53 9.77 0.50
Streptomycin 3.13 1.56 0.50 3.13 1.56 0.50 3.13 1.56 0.50
EO + ampicillin
EO 4.88 1.22 0.25 4.88 0.61 0.13 19.53 NT -
Ampicillin 0.31 0.31 1.00 0.16 0.04 0.25
EO + chloramphenicol
EO 4.88 1.22 0.25 4.88 1.22 0.25 4.8 NT -
Chloramphenicol 0.31 0.08 0.25 0.31 0.08 0.25 NT

FIC: Fractional inhibitory concentration, MIC: Minimum inhibitory concentration, EO: Essential oil, NT: Not tested, ATCC: American type culture collection

Table 3: Fractional inhibitory concentration indices values of the combinations of cinnamon EO and
antibiotics

Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus ATCC  Pseudomonas aeruginosa ATCC

25922 25923 27853
FICI Interaction FICI Interaction FICI Interaction
EO + streptomycin 1.00 Additive 0.75 Additive 1 Additive
EO + ampicillin 1.25 Indifferent 0.38 Synergy - -
EO + chloramphenicol 0.50 Synergy 0.50 Synergy - -

EO: Essential oil, FICI: Fractional inhibitory concentration index, ATCC: American type culture collection

] I s |
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relatively in agreement with the previous reports.”*? The
high antibacterial activity observed in cinnamon EO may
be due to the action of transcinnamaldehyde, considered
as its single major compound.”#! It has been reported that
transcinnamaldehyde possesses the highest antimicrobial
in comparison with other constituents of cinnamon oil .24
On the other hand, synergistic interactions between
different plant extracts are the aim of the herbal formulation
in folk medicine.® Some authors had determined
the antibacterial effect of cinnamon EO combinations;
Utchariyakiat ef al. showed that cinnamon EO combined
with colistin demonstrated a synergistic action against
multidrug-resistant P. aeruginosa." Mahadlek et al. used the
checkerboard assay to determine the activity of cinnamon oil
associated with the same antimicrobial agents; they observed
that cinnamon EO combinations with doxycycline hyclate,
ciprofloxacin HCl, or metronidazole displayed an additive
against S. aureus ATCC 6538P.1'"! It was reported that the
association of cinnamon oil and piperacillin demonstrated
a synergistic interaction against E. coli.™® There are some
reports on the interaction between plant EOs and antibiotics,
which indicated a synergistic action.”*! These data were
confirmed by the present work, thus highlighting the
efficacy of cinnamon oil when combined with ampicillin or
chloramphenicol. The effect of a combination of cinnamon
and other EOs was reported, for example, Clemente et al.
demonstrated that the combination of cinnamon with
mustard EOs showed an additive effect against E. coli
ATCC25922, P. geruginosa ATCC 27853, and some other
bacteria species." Lu et al. showed that cinnamon combined
with thyme or clove EOs displayed in most cases an additive
or indifferent action against foodborne bacteria.®! However,
the mechanism that is responsible for the antimicrobial
activity of cinnamon includes its chemical composition
such as Cinnamaldehyde,”® which is an electronegative
molecule that could interfere with the cellular biological
process, particularly nitrogen-containing substances such
as proteins and nucleic acids. Furthermore, cinnamon EO
has been reported to inhibit bacteria through antiquorum
sensing effects; inhibiting cell division, ATPase, biofilm
formation membrane porin, and mobility; altering the lipid
profilel® and thereby acting cell membrane producing lumps
and autoaggregation.'? These properties could conduct
the reduction of bacterial susceptibility to antibiotics,
decrease the dose of the antibiotic required for treatment,
and therefore will decrease the toxic side effects of the
drugs.” However, other studies are needed to explain the
mechanism responsible for the antibacterial effect of the
combination of cinnamon and antibiotics.

CONCLUSION

The present study reported that the combinations between
cinnamon EO and some classical antibiotics had synergistic
and additive interactions against multidrug-resistant
bacteria. These combinations can be used as an alternative
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therapeutic application, which could decrease the minimum
effective dose of the drugs, thus reducing their possible
adverse effects and the costs of treatment.
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Abstract

The soxhlet extracts of two subspecies from Moroccan Teucrium polium were
examined for their antioxidant activities, total polyphenol and total flavonoids contents.
The Antioxidant activities was evaluated in vitro spectrophotometrically using four
methods, such as ABTS™, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrzyl (DPPH®), ferric reducing
antioxidant power and phosphomolybdenum assay. Total polyphenol and flavonoid
contents were measured using Folin-Ciocalteu test and aluminum chloride colorimetric
method, respectively. The total phenol contents, flavonoids contents and antioxidant
activities of T. polium subsp. polium extracts were higher than T. polium subsp. aurum.
The phenols contents ranged from 112.27 to 4.38 mg GA E/ g dry extract. The total
flavonoids varied between 174.57 and 40.42 mg RE/ g dry weight. The extract showed
significant scavenging activity of ABTS™ and DPPH°*, with ICs, values ranging from
0.38 to 5 mg/ml and from 0.23 to 4.02 mg/ml, respectively. Moreover all extracts
showed a good ferric reducing antioxidant power with ECs, values varying between
0.19 and 3.94 mg/ml. The total antioxidant capacity assay revealed that the water
extract of T. polium subsp. aurum had a high activity with a value of 220 mg VitCE/g
dry weight. The ethyl acetate extract has a weak antioxidant activity in the four tests.
These results shows that Moroccan T. polium subspecies are a rich source of phenols
and natural antioxidant compounds, which can be used as a natural food preservative.
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1. Introduction

Antioxidants are compounds that eliminate the oxidation of some molecules. Antioxidant activity has been based on
neutralizing the oxidative damage resulting from the action of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) [1]. These species are mainly, produced in vivo following exposure to exogenous factors or for specific
metabolic reasons [2]. Accumulation of these species ( ROS and RNS) lead them to react with biological
macromolecules such as protein, lipids, nucleic acids and carbohydrates [3]. High levels of certain reactive species can
contribute to cell damage and development of many pathologies [4]. Moreover, when a greater imbalance between the
production of reactive species and antioxidant defense activity, oxidative stress develops [5]. This imbalance has been
associated with numerous diseases [4, 6].Medicinal plants are considered as an important source of active principles
with high antioxidant potential. Polyphenols, usually referred to as antioxidant compounds, play a major role in the
prevention and protection against many diseases [7]. The genus Teucrium (Lamiaceae family) includes 300 species
distributed all over the world, particularly in the Mediterranean basin [8] . It usually develops on hillsides, sands,

semi-arid and in arid places [9]. In Morocco folk medicine, Germander (T. polium) locally called ”Jaada”, it is used
for the treatment of a variety of diseases, including digestive disorders, liver problems [10] inflammation,
hypertension, fever, diabetes, rheumatism, parasitic diseases such as amoebicide [11]. Numerous studies showed
therapeutic properties of some Teucrium species such as, anti-inflammatory, anti-cancer [12] antiulcer [13], and anti-
allergic [14], antibacterial [15,16], antidiabetic, anti-spasmodic, anti-nociceptive [17] and antioxidant [18] effects.

It was reported that the therapeutic ability of T. polium extracts are generally attributed to their proprieties to suppress
oxidative processes [19]. It was also reported that the alcoholic extract of T. polium possess a suppressing effect on
hydrogen peroxide-induced lipid peroxidation in red blood cells [20]. However to our knowledge, no data is available
on the antioxidant activity, total polyphenol and flavonoid contents of T. polium subsp. aurum species extracts.

The objective of our study was to evaluate, the antioxidant activities of methanol, aqueous ethanol and ethyl acetate
extracts of two Teucrium polium subspecies which grow in wild habitats in southeast of Morocco.

2. Materials and methods

2.1. Plant samples and reagents

Aerial parts of two Teucrium polium subspecies were collected in april, 2015 from the regions of Errachidia
(Morroco). Butylated hydroxytoluene (BHT), azino-bis (3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 2,2-
Diphenylpicrylhydrazyl radical (DPPH), ammonium molybdate, aluminum chloride (AICI3), sodium phosphate,
quercitin, vitamin C, rutin, gallic acid, iron Ill chloride (FeCly), potassium ferricyanide (KsFe(CN)s), sodium
carbonate (Na,COs), sodium nitrite (NaNO,) and Folin-Ciocalteu reagent were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). All the other chemicals and solvents used were of analytical grad.

2.2. Soxhlet extraction

The plant material was dried at room temperature and powdered (5 g) and extracted with 100 ml of solvent (water,
methanol, ethanol and ethyl acetate) using a Soxhlet extractor. The extracts were filtered and 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

All tests were performed in triplicate and results were expressed as mean £ SD. The results were compared by one-
way ANOVA followed by Tuckey-test, using the GraphPad Prism 5 (Microsoft Software). Differences at P < 0.05

were considered significant.
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2.4. Determination of total phenolic content

Total phenolic content of the extracts was determined by Folin-Ciocalteu method [21]. 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 the dark. Gallic
acid was used as standard for the construction of calibration curve. Total phenol contents were expressed as
milligrams of gallic acid equivalents per gram dry weight of extract (mg GAE/g DW).

2.5. Determination of total flavonoids contents

Flavonoids are considered as the most important natural phenols. They have a broad spectrum of biological and
chemical effects including radical scavenging activities. Total flavonoids contents of T. polium subsp. polium extracts
were measured by the aluminum chloride colorimetric assay [22]. 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 6 min. After that, 2 ml of 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 calibration curve. Total flavonoids contents
were expressed as mg Rutin equivalents per gram dry weight of each extract (mg RE/g DW).

2.6. In vitro antioxidant activities

2.6.1. ABTS radical scavenging activity

ABTS is a green colored radical, usually used to evaluate the antioxidant capacity of natural products. In the present
study, ABTS™ radical was generated from oxidation of ABTS by potassium persulfate using the method described by
Adedapo et al. [23]. The radical was prepared by mixing equal amounts of 7 mM ABTS and 2.4 mM potassium
persulphate. These were later allowed to react for 12 h in the dark at room temperature. The resulting solution (1,5 ml)
was further mixed with methanol to obtain an absorbance of 0.7 at 734 nm. Moreover, 1 ml of extract or standard
prepared in methanol at different concentrations was added to 1 ml of the ABTS™ methanolic solution. The
absorbance of was then measured spectrophotometrically at 734 nm after 7 min. The percentage ABTS scavenging
activity of the extract or standard was calculated using the formula:

1(%)= (1-(As/Ac))*100 Q)

Where | (%) is the percentage of inhibition, Ac and As are the absorbencies of the negative control and sample,
respectively. Trolox served as positive control. The ICs, values were calculated as the concentration of causing a 50%
inhibition of ABTS radical.

2.6.2. DPPH radical scavenging activity

DPPH is a stable radical, largely used to determine the antioxidant effect of natural and synthetic compounds The
ability of the extracts to scavenge the DPPH radical was measured using the method described by Wu, Chen [24]. 0.1
ml of various concentrations of each extract 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 the formula (1). BHT served as positive control. The ICsy values were
calculated as the concentration of causing a 50% inhibition of DPPH radical.
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2.6.3. Ferric Reducing antioxidant power (FRAP)

The reducing power capacity of the tested extracts was determined in accordance with the procedure of Oyaizou [25].
200 pl of extract was mixed with 500 pl of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 500 pl of potassium ferricyanide
[KsFe(CN)g] 1%. The obtained solution was incubated at 50°C for 20 min.The mixture was acidified with 500 pl of
trichloracetic acid (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 ul of distilled water and 100 ul of FeCls (0.1%), and the absorbance was measured at 700
nm (Jasco v-530). Quercitin was used as standard. The results were expressed as ECsy (mg/ml). ECs, (concentration
corresponding 0.5 of absorbance) was calculated by plotting absorbance against the corresponding concentration.

2.6.4. Phosphomolybdenum assay

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 [26]. A total volume of 25 pL extract 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, and 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 Vit C E/g DW).

3. Results

3.1.  Total phenolic and flavonoids contents

The distribution of phenolic compounds in Teucrium polium subspecies (figure 1) demonstrated that the ethanol and
methanol extract from T. polium subsp. polium contained the highest amounts 112.27 + 4.75 mg GAE / g dry
weight and 112.04 + 1.78 mg GAE / g dry weight of extract, respectively. The lowest phenolic content was observed
in ethyl acetate T. polium subsp aurum extract (4.38 £ 0.12 mg GAE / g DW) (Figure 1). In all extracts (except for
water extract), the contents of phenolics were higher in T. polium subsp. polium than T. polium subsp. aurum.

Total flavonoid content was determined in comparison with rutin standard and the results were expressed in terms of
mg RE/g dry weight extract..

1501
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*kkk . .
X T. polium subsp. polium

Kkkk
xkk T. polium subsp. aurum
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50+

Total phenolic contents (mg GAE/g DW)
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Type of extract

Figure 1. Total phenolic compounds of different extracts from two Teucrium polium subspecies. Results were
expressed as mg GAE/g dry weight. Each value represents means + SD of tree experiments. (*p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 and ****p < 0.0001).
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As shown in figure 2, the total flavonoid content of two plants extracts ranged from 174.54 to 8.66 mg RE/g. The
ethanol extracts of T. polium subsp. polium contained significantly a higher concentration of flavonoids (174.54 + 3.04
mg of RE/g) than the other tested extract. Comparing the flavonoid concentration of T. polium subsp. polium and T.
polium subsp. aurum, all extracts of T. polium subsp. polium (except water) had significantly greater concentration of
flavonoids than T. polium subsp. aurum extract obtained using the same solvent

W)
N
o
S

1504
X T. polium subsp. polium

T. polium subsp. aurum

100+

50+

Total flavonoids contents(mg RE/g D

Type of extract

Figure 2. Total flavonoid content of different extracts from two Teucrium polium subspecies. Results were expressed
as mg RE/g dry weight. Each value represents means + SD of tree experiments. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
and ****p < 0.0001).

3.2.  Antioxidant activities

The antioxidant activities of Teucrium polium extracts was investigated by ABTS™, DPPH®, ferric reducing power,
and total antioxidant capacity assays. All extracts showed a noticeable effect which varied significantly among
species.

3.2.1. ABTS radical scavenging activity

The ABTS ™ radical assay was generated by potassium persulfate in order to determine its hydrogen donating propriety
of tested extracts. As depicted in figure 3, the both essential from T. polium subspecies extracts presented a potent
antiradical effect in a concentration dependent manner. The concentrations of the tested samples (ICsg), needed to
remove 50% of the initial ABTS radical concentration, are calculated and presented in table 1. The 1Cs, values of all
tested extracts through ABTS scavenging activity test ranged from 0.23 to 4.02 mg/ml. The ethanolic and methanolic
extracts of T. polium subsp. polium were more efficient in the reduction of ABTS™ with 1Cs, values of 0.23 + 0.029
and 0.3 + 0.01 mg/ml, respectively than all other extracts. Whereas lowest values were recorded with ethyl acetate
extracts in the two subspecies. When compared to the pure reference antioxidant Trolox (0.01 + 0.002 mg/ml), all the
tested extracts showed a significantly lower antioxidant activity (p < 0.05).
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Figure 3: Dose-dependent ABTS radical scavenging activity of the studied extracts. Each point represents the mean of
three experiments. T.P: T. polium subsp polium; T.A: T. polium subsp aurum; Mgy: methanol; Eqn: ethanol; W: water;
EA: ethyl acetate.

Table 1. ABTS radical scavenging activity (mg/ml) different extracts from two Teucrium polium subspecies
compared to that of Trolox (ICs, = 0.01 £ 0.002). Values are given as mean + SD (n=3). The extracts of the same
solvent and Rutin are significantly different by the Tuckey-test (P<0.05)

Type of extract Methanolic ~ Ethanolic Water Ethyl acetate

T. polium subsp. polium 0.3 £0.01 0.23+0.029 0.42+0.022 2.70+0.31

T. polium subsp. aurum 0.33+0.013 0.38+0.003 0.5+0.04 4.02 +1.06

3.2.2. DPPH radical scavenging activity

Free radical scavenging capacity were defined as the concentration of antioxidant necessary to reduce the initial DPPH
radical concentration by 50% (IC50). The highest antioxidant activity was indicated by the lowest IC50 value. Results
in table 2 shows DPPH radical scavenging activity of Teucrium polium and Teucrium arum extracts. In general, all
extracts inhibited the DPPH radical as follows: methanol > ethanol > ethyl acetate. These results clearly indicate that
T. polium subsp. polium extracts had higher activity than the T. polium subsp. aurum extract in comparison to the
same solvent extracts. We found that, the methanol extract from T. polium subsp. polium had the greatest radical
scavenging capacity in all samples tested with 1Cs, value of 0.38 = 0,06 mg/ml, followed by ethanol (0.39 £ 0.04
mg/ml) then water (0.49 + 0.01 mg/ml) and ethyl acetate 3.50 + 0.17 mg/ml. With T. polium subsp. aurum, we found
also that the methanol extract had the greatest capacity with an ICs, value of 0.46 + 0.007 mg/ml followed by water
extract (0.49 £ 0.01mg/ml), then ethanolic extract (0.51 + 0.04 mg/ml). However, when compared to the pure
reference antioxidant BHT (0.11 + 0.0001mg/ml), all the tested extracts showed a significantly lower antioxidant
activity (p < 0.05).

Table 2. DPPH radical scavenging activity (mg/ml) of different extracts from two Teucrium polium subspecies
compared to that of BHT (ICsp = 0.118 + 0.0001). Values are given as mean + SD (n=3). The extracts of the same
solvent and BHT are significantly different by the Tuckey-test (P<0.05)

Type of extract Methanolic Ethanolic Water Ethyl acetate

T. polium subsp. polium 0.388+0.06 0.397 £0.042 0.459+0.012 3.502+0.179

T. polium subsp. aurum 0.469 £ 0.007 0.512+0.046 0.491+0.011 5.003 +0.921
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3.2.3.Ferric reducing antioxidant power

The reducing power of investigated extracts were evaluated by the FRAP assay. The reductive capacity is generally
associated with the presence of antioxidant agents which exert its effect by breaking the free radical chains via
hydrogen atom donation [27]. Therefore, the reducing power assay is often used to evaluate the ability of extracts to
transform the Fe** to Fe?*, this capacity is compared to that of quercetin. The results in table 3 showed that the
methanolic extract of T. polium subsp. aurum had the strongest ferric reducing power than all other extracts with an
ECso value of 0.193 + 0.006 mg/ml but this was still significantly (p < 0.05) lower than that of the synthetic
antioxidant quercetin (0.033 mg/ml). The ethyl acetate from T. polium subsp. aurum possessed a lowest ferric
reducing power with an ECs, value of 3.947 + 0.15 mg/ml.

Table 3. Ferric reducing power capacity (mg/ml) of two Teucrium polium subspecies compared to that of quercetin
(EC50=0.033 £ 0.0004). Values are giving as mean £ SD (n=3). The extracts of same solvent and quercetin are
significantly different by the tuckey-test (P<0.05).

Type of extract Methanolic Ethanolic Water Ethyl acetate

T. polium subsp. polium 0.319+0.012 0.395+0.011 0.456 £ 0.011 3.293 + 0.059
T. polium subsp. aurum 0.193+0.006 0.381+0.009 0.588+0.031 3.947 +0.15

3.2.4. Phosphomolybdenum assay

Total antioxidant capacity of investigated both T. polium subspecies extracts were determined by the
phosphomolybdenum method which is based on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the antioxidant compounds
and the subsequent formation of a green phosphate Mo (V) complex at acidic pH [26]. The found results, expressed as
ascorbic acid equivalents (vit C E) are presented in Figure 4. They revealed that the most solvent extraction of
antioxidant capacity was water and the highest level of antioxidant capacity was found in water extract from T. polium
subsp. aurum with 220 mg ascorbic acid equivalent to /g dry weight. In methanol and ethyl acetate extracts, the
antioxidant capacity was significantly higher in T. polium subsp. polium than T. polium subsp. aurum.

2501

X T. polium subsp. polium
2004

T. polium subsp. aurum

%Eﬂ s B
5555§ 2:::::::§
"
E 0

Type of extract

Figure 4. Total antioxidant capacity of different extracts from two Teucrium polium subspecies. Results were
expressed as mg vit C E/g dry weight. Each value represents means + SD of tree experiments. (*p < 0.05).
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5. Discussion

The antioxidant activities has been evaluated using four different methods based on various mechanisms of action. It is
important to use numerous tests to take in consideration the chemical composition of extract which act through
different mechanisms. The present study is the first to demonstrate that extracts, obtained by Soxhlet, from T. polium
subsp. aurum and T. polium subsp. polium from Morocco had a good antioxidant effects. However, there are some
studies have determined the antioxidant activity of T. polium but they did not specify its subspecies. Based on the
results of selected T. polium from Serbiae [28], the authors found that the highest total phenolic concentration of
different parts of this plant is noticed with the methanol extract of leaves (157.84 mg of GA/g dry weight). Similarly,
our study revealed also that methanol extract of T. polium subsp. polium contained the highest total phenolic content
(112.27 mg GAE / g DW (figure 1). Methanol is therefore the best solvent to extract phenolic compounds from
medicinal plants. In our study the total flavonoids content results obtained are higher than the results reported by
Tepe et al [29]. According to another study, the flavonoids content values ranged from 6.48 to 139.87 mg RE/g in the
leaves, flowers and stem from T. polium subsp. polium extracts with the acetone extract giving a high amount of
flavonoids [28]. Like polyphenols, flavonoids have been confirmed to have a strong antioxidant activity [30,31]. In
the other hand, Chemical studies on the Teucrium genus revealed the presence of flavonoids, saponins, polyphenols,
sterols and tannins [32]. The T. polium specie contains essential oils, iridoids, flavonoids and diterpenoids [12].

The ABTS™ radical assay was generated by potassium persulfate in order to determine its hydrogen donating
propriety. In this study, both T. polium subsp. extracts scavenged ABTS™ radical in a concentration dependent-
manner. The high percentage of ABTS scavenging activity founded in this study can be attributed to a high content of
phenolic compounds, which is similar to the results reported in previous studies [4]. An antioxidant agent is
considered to be active against free radicals if 1Csy is less than 5 mg/ml [33]. All the extracts studied have ICs, less
than 5 mg/ml, therefore all tested extracts are a possible good source of antioxidants compounds. In addition, extracts
with high scavenging activity should have a low ICs, value. Previous studies demonstrated that extracts of Teucrium
plants have strong antioxidant activity [15,34]. Extracts of Teucrirum polium showed significant free radical
scavenging [18,35]. Methanolic extract of T. polium exhibited an 1Cs, value of 20.1ug/ml [35], which is below that
found in our study. Other study found that the 1Cs, values of Teucrium polium extracts were ranging between 14.50
and 238.25 pg/ml and the highest activity noticed with polar solvents extracts [28]. These observed differences could
be attributed to the different extraction types used. In addition, extracts with high reducing power should have a low
ECs, value. Previous published papers demonstrated that Teucrium genus possess a high reducing power [36]. In this
study we found that methanolic extract of T. polium subsp. aurum showed the highest reducing power propriety.
Several studies reported the reducing power of the extracts of T. polium and that its activity increased with
concentration [29,37]. The phosphomolybdenum assay of is often used as an indicator of antioxidant capacity for plant
extracts. According to a study performed by Ljubuncic et al. [38], the aqueous extract of T. polium had a substantial
antioxidant activity in vitro. A previous in vivo study reported that rats treated with a T. polium subsp. polium
ethanolic extract showed significant antioxidant activity in the DPPH test compared to the positive control a-
tocopherol [39]. Acoording to our previous study[18], the ethanolic, mathanolic and water extracts of T. polium
obtained by the maceration technique showed a good antioxidant potential but it’s low than that founded in this work.
Moreover, the free radical scavenging activity of the extracts, in our case, could be attributed to the phenolic content.
According to the literature phenol compounds can contribute to the antioxidant potent [40,41] and they are considered
as anti-cancer, anti-inflammatory, antiviral, and anti-bacterial agents due to their antioxidant and free radical
scavenging properties [42].
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6. Conclusion

In this study, the extracts of aerial parts of two Moroccan Teucrium polium subspecies (T. polium subsp. polium and T.
polium subsp. aurum), were investigated and compared for their, antioxidant activities and total polyphenol and
flavonoid contents. Considerable antioxidant activity of methanolic extracts of the two subspecies showed that T.
polium subsp. polium has the greatest antioxidant properties and the highest level of total phenols and flavonoids
content. The highest antioxidant propriety is noticed with polar solvents extracts. The Germander (T. polium) is a rich
source of phenols and natural antioxidant compounds which can be used as a natural food preservative. Our results on
antioxidant tests justified it uses in folk medicine.
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Original Article

Antibacterial Effect of Combination of Cinnamon Essential Oil and Thymol,

Carvacrol, Eugenol, or Geraniol

Abstract

Bacterial resistance to classic antibiotics is an alarming rate to put this into control with the use of
natural products of plant derivatives. The objective of this study was to determine the phytochemical of
cinnamon essential oil (EO) and to evaluate its antibacterial activity alone and in combination with some
main components of EOs such as thymol, carvacrol, eugenol, or geraniol against three bacterial strains
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa). The phytochemical analysis of
cinnamon EO was evaluated using gas chromatography-flame ionization detector and gas chromatography-
mass spectrometer analysis. The antibacterial activity of tested compounds was determined by agar disk
diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) assays. The checkerboard method was used to
quantify the efficacy of cinnamon EO in combination with those compounds. The results showed that
the major compound in the cinnamon EO was trans-cinnamaldehyde (91.01%). Cinnamon oil was the
highest antibacterial activity with MIC of 0.005, 0.005, and 0.02 mg/mL against E. coli, S. aureus, and
P, aeruginosa, respectively. Synergistic activity was shown only against S. aureus by the combination of
cinnamon EO and thymol. The additive effect was found against £. co/i when cinnamon EO was combined
with thymol or carvacrol, and against S. aureus when cinnamon EO was combined with carvacrol. However,
the combination of EO and thymol or carvacrol showed an indifference action against P aeruginosa. The
combination of cinnamon EO with thymol or carvacrol can be used as an alternative therapeutic agent
for medical application and as a natural preservative.

Keywords: Antibacterial activity, cinnamon, combination, gas chromatography-mass spectrometer
analysis

effect of EOs.*7! Among these oils, the
potential antibacterial of cinnamon has been
documented frequently.(®-11

Introduction

Antibacterial resistance is widely known
as a dangerous level in all parts of the

world.'"! Overuse and misuse of antibiotics
in clinical context are extensively considered
as major pathways of promoting antibiotic
resistance. Other nonclinical large-scale uses
of antibiotics in aquaculture, livestock, and
poultry farms have strongly contributed to
antibiotic contaminations with development
of pathogenic bacterial resistance.”” The
discovery of new antibacterial agents is
mainly based on natural products that can
be obtained from different sources, including
plants, animals, algae, fungi, and bacteria,
but there has been a growing interest in
bioactive compounds provided by the plant
as an alternative to the common antibiotic.™
Essential oils (EOs) account for a source
of very promising natural compounds for
producing new antibacterial drugs. Numerous
studies have reported a strong antibacterial

This is an open access journal, and articles are distributed under
the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
ShareAlike 4.0 License, which allows others to remix, tweak, and
build upon the work non-commercially, as long as appropriate
credit is given and the new creations are licensed under the
identical terms.
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Furthermore, the combinations, either single
EO or mixtures of purified main components
(MCs), would assure the exhibition of the target
bacteria to many chemical compounds and
usually lead to better activity.'”) Combining
different EO has been recently studied in a
view to increasing theirs antibacterial effects
without increasing theirs concentrations.[31%]
It was argued that the combined treatment
with cinnamon and some plants EOs showed
an additive effect against bacterial species
as compared with their pure EOs.['>16] The
combination of cinnamonmustard EOs
possesses an additive effect against some
food-borne bacteria.l'™ In another study,
cinnamon oil combined with thyme or clove
displayed an additive antibacterial effect.l') An
important synergistic effect of some antibiotics
and cinnamon against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli was proved.'” On the
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contrary, the antibacterial propriety of the MCs of EOs,
including thymol, carvacrol, and eugenol, largely studied, and
it has been proved to be a strong antimicrobial.['*2% Although
the antibacterial mechanism of EOs and their constituents is not
fully understood, recent studies have shown that constituents
with a phenolic structure, such as thymol carvacrol and
eugenol, have the greatest bactericidal activities, followed by
aldehydes, ketones, alcohols, ethers, and hydrocarbons.!:181°]
However, to the best of our knowledge, there are no available
data about the antibacterial effect of cinnamon EO combined
with the main monoterpenes of EOs such as thymol, carvacrol,
eugenol, and geraniol, which are frequently absent in cinnamon
EO. The aim of this study was to search the possible synergistic
antibacterial effect of cinnamon EO associated with certain
compounds such as thymol, carvacrol, eugenol, or geraniol
against E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Materials and Methods
Essential oil extraction

The barks of Cinnamomum cassia (cinnamon) were purchased
from a local supermarket in Fez (Morocco). Identification
was confirmed by professor Amina Bari, a botanist at the
Department of Biological Sciences, Sidi Mohammed Ben
Abdellah University, Morocco. A powder of 200 g cinnamon
were hydro-distillated for 3h with 700mL of water using a
modified Clevenger-type apparatus: the hydrosol was collected
in a separating flask, so that the heavy oil was decanted at the
bottom of the flask, whereas the water of the hydrosol was
recycled into the flask containing the boiling powder plant.
The obtained EO was stored at 4°C before analysis.

Chemical analysis of the essential oils
Gas chromatography-flame ionization detector

The cinnamon EO was diluted in hexane and 1 pL of diluted
EO was sampled for the gas chromatographic analysis. Trace
gas chromatograph (GC) (ULTRA S/N 20062969, Thermo
Fischer, Waltham, USA), the GC (TRACE GC-ULTRA, S/N
20062969, Thermo-Fischer) analysis equipped with flame
ionisation detector (GC-FID), using an HP-5MS nonpolar
fused silica capillary column (60 m x 0.32 mm, film thickness
0.25 pum). The operating conditions were as follows: oven
temperature program from 50 °C (2min) to 280 °C at 5 °C/min
and the final temperature kept for 10 min; “split mode” ratio
1:20; carrier gas nitrogen, flow rate 1 mL/min; temperature of
detector (flame ionization detector) and injector were fixed at
280 °C and 250 °C, respectively.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis

The cinnamon EO was analyzed by a capillary GC (Thermo
Fischer) directly coupled to the mass spectrometer system
(model GC ULTRA S/N 20062969; Polaris QS/N 2107,
Thermo-Fischer; Waltham, USA), involving an HP-5MS
apolar fused silica capillary column (60 m x 0.32mm, 0.25 pm
film thickness). The operating condition of GC-MS oven

temperature was as follows: initial temperature 40°C for
2 min, programmed rate 2°C per min up to final temperature
260°C with isotherm for 10 min; injector temperature 250°C.
The carrier gas was the helium with a flow rate of 1 mL/min.
The EO sample was diluted in hexane. The injected specimen
volume was 1 pL of diluted EO; systems were operated with
a split ratio of 1:15. Ionisation of the sample components
was performed in electron impact mode (EI, 70 eV). The
ion source temperature was fixed to 200°C. The mass range
from 40-650 amu, was scanned at a rate of 2.9 scans/s and
Transfer line temperature was 300°C. The characterization of
the components was determined by their retention indices (RI)
relative to those homologous n-alkanes (C~C, ) series (Fluka,
Buchs/sg, Switzerland) and by matching their recorded mass
spectra with those stored in the database of spectrometer (NIST
MS Library v. 2.0) and the bibliography.?"

Bacterial strains and inoculums standardization

In this study, the antibacterial activity of cinnamon oil, alone
and in combination with some MCs of EOs such as thymol,
carvacrol, eugenol, or geraniol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
was tested against three bacterial strains: £. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 25923, and P, aeruginosa ATCC 27853, which
was provided by the Pasteur Institute of Casablanca (Morocco).
The inoculum suspension was obtained by taking colonies from
24-h cultures. The colonies were suspended in sterile 0.9%
aqueous solution of NaCl. The density was adjusted to the
turbidity of a 0.5 McFarland standard (1-5 x 108 CFU/mL).2%21

Agar disk-diffusion assay

The agar disk-diffusion assay was determined in triplicate
according to the Kirby—Bauer experiment *1; the suspensions
of microorganisms (1-5 108 CFU/mL) were flood inoculated
on to the surface of Mueller—Hinton (MH) agar plates. Sterile
filter disks of 6 mm diameter (Whatman Paper No. 3) were
impregnated with 10 pg/disk of the compound and were put
on to the surface of the inoculated MH agar. All plates were
incubated for 18 h at 37°C. Antibacterial effect was evaluated
by measuring the inhibition zones.

Determination of the minimum inhibitory concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) was performed
using a microdilution assay in 96-well microtiter plates
according to the National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS).? In fact, different concentrations
of cinnamon EO and MCs were prepared in a suspension
containing 0.2% agar in sterile distillated water in order to
disperse the compounds without adding solvent or detergent.*!
They were carried out by successive dilutions 1/2 ranging
from 1.25 to 0.002 mg/mL for EO, thymol, and carvacrol and
from 25 to 0.04mg/mL for eugenol and geraniol. Bacterial
suspensions were prepared in the same manner described
previously and plated in 96-well plates at a density of 1-5%
10° CFU/mL. Cinnamon EO or MCs were added at different
concentrations at the corresponding wells in microtiter plates.
Finally, all plates were incubated during 18 h at 37°C; bacterial
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proliferation was visually by adding to each well 20 uL of
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) aqueous solution
(1%), with additional incubation for 1 h. MIC was the lowest
concentration that does not produce red color.??!

Checkerboard method

The evaluation of the interaction between cinnamon EO
and MCs (thymol, carvacrol, eugenol, or geraniol) was
carried out according to the method of Moody.?" Briefly, ten
concentrations of cinnamon EO and eight concentrations of
the MCs were prepared in sterile tubes by dilutions 1/2. EO at
decreasing concentrations, going from MIC X 4 to MIC/128,
was introduced horizontally into 96-well microtiter plates.
In the same manner, the MCs at decreasing concentrations,
going from MIC x 4 to MIC/32, were introduced vertically.
The final volume in each well was 200 pL comprising 25 puL
of EO, 25 pL of MC dilution, and 150 pL of MH media
containing 1-5x10% CFU/mL of bacterial suspensions. All
plates were then incubated during18h at 37 °C. The analysis
of the combination was obtained by calculating the fraction
inhibitory concentration index (FICI) using the following
formulal®:

FIC index(FICI) = FIC, +FIC,

_ MIC of(A) in combination
A MIC of(A) alone

FIC

MIC of(B) in combination
MIC of(B) alone

FIC, =

where (A) is cinnamon EO and (B) is one of the MCs.

The FICI values were interpreted as follows: a synergistic
effect when FICI < 0.5; an additive effect when 0.5 < FICI
<1; an indifferent (no interaction) when 1< FICI <4; and an
antagonistic effect when FICI > 4.

Results
Essential oil composition

The yield of the EO of cinnamon was 1.26% (v/w, dark yellow)
calculated on a dry weight basis. The GC-MS analysis of EO
is presented in Table 1. Eleven components were identified
comprising 98.44% of the total amount. Trans-cinnamaldehyde
was found as the single major component (91.01%). The
other component’s insignificant percent were as follows: cis-
cinnamyle acetate (2.04%), linalool (1.3%), caryophyllene
oxide (1.06%), y-terpinene (1.03%), and d-cadinene (0.9%)
[Table 1].

Antibacterial activity

The antibacterial activity of the cinnamon EO, thymol,
carvacrol, eugenol, and geraniol, tested against three bacterial
strains (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, and
P aeruginosa ATCC 27853), is shown in Table 2. Cinnamon EO
was the strongest antibacterial effect against all strains tested:

E. coli, S. aureus, and P aeruginosa, with the MIC values of
0.005, 0.005, and 0.02 mg/mL, respectively. In addition, E. coli
and S. aureus were sensitive to the thymol and carvacrol (MIC:
0.072 and 0.31 mg/mL, respectively) and were resistant to
eugenol and geraniol. Pseudomonas aeruginosa was relatively
resistant to all MCs tested.

Combined effects of cinnamon essential oil and main
components

Synergistic interactions between different plant extracts are
the aim of the herbal formulation in folk medicine.?” The
interaction of plant with MCs of EOs is one of the novel ways to
inhibit the resistance mechanisms of bacteria. In this study, the
combined antibacterial effect of cinnamon oil was evaluated by
the checkerboard method, in order to determine the fractional
inhibitory concentration (FIC). Table 3 shows the cinnamon
EO tested against three bacterial strains in combination with
some MCs. FICI were calculated and interpreted as synergy,
addition, indifference, or antagonism. As shown in Table3,
mixing MCs with cinnamon EO reduces the MICs, 2-fold
for P aeruginosa and 2—-8-fold for E. coli and S. aureus. The
synergistic activity was obtained only by the combination of
cinnamon EO and thymol against S. aureus, with the FICI
value of 0.5. In addition, the combination of cinnamon oil with
thymol showed an additive effect against E. coli with the FICI of
0.75. An additive effect was also found when cinnamon oil was
combined with carvacrol against E. coli and S. aureus with the
FICI of 1 and 0.625, respectively, whereas the combination of
cinnamon with thymol or carvacrol showed an indifferent effect
against P aeruginosa. However, the combination of cinnamon
EO and eugenol or geraniol displayed an antagonism action
against all bacteria tested [Table 3].

Discussion

Eleven components were identified in EO of cinnamon bark.
Trans-cinnamaldehyde was found as its single major component
(91.01%). Several studies on the chemical composition of
cinnamon EO were reported and showed that trans-cinnamaldehyde
was the single major compound.!'®!181 Simic et al.”® reported

Table 1: Chemical composition of cinnamon bark
essential oil

Compounds Kovats index Area (%)
o -Pinene 909 <0.1
v-Terpinene 924 1.03
Limonene 1027 0.2
1,8-Cineole 1031 <0.1
Linalool 1116 1.3
Trans-Cinnamaldehyde 1277 91.01
Cis-Cinnamyle acetete 1291 2.04
Caryophyllene oxide 1321 1.06
a-Copaene 1375 0.5
9-Cadinene 1534 0.9
Benzyl benzoate 1660 0.4
Totale — 98.44
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Table 2: Antibacterial activity of cinnamon EQO, thymol, carvacrol, eugenol, and geraniol

Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus Pseudomonas
25922 ATCC 25923 aeruginosa ATCC
27853

Cinnamon EO and main components 1D MIC ID MIC ID MIC
EO 29.0+0.7 0.005 40.0 £ 0.0 0.005 305+1.0 0.02
Thymol 41.2+0.0 0.078 423+0.1 0.078 12.24+0.3 0.04
Carvacrol 39.6+0.3 0.156 38.6 0.4 0.315 10.0 0.0 0.625
Eugenol 14.0+0.5 >5 16.1 £0.5 >5 8.0=+0.2 Nt
Geraniol 18.1+0.2 >5 18.0+1.0 >5 Ni Nt

ID = inhibition zone diameter (mm), MIC = minimal inhibitory concentrations (mg/mL), Nt = not tested, Ni = no inhibition

Inhibition zone includes diameter of disk (6 mm)
Values of inhibition diameter are given as mean + SD

Table 3: FIC and FICI values of the combinations

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

MIC MIC FIC FICI MIC MIC FIC FICI MIC MIC FIC FICI

alone combined alone combined alone combined
EO-thymol
EO 0.005 0.002 0.5 0.75(A) 0.005 0.001 0.25 0.5(S) 0.02 0.02 1 1.5(I)
Thymol 0.078 0.020 0.25 0.078 0.02 0.25 0.039 0.02 0.5
EO-+carvacrol
EO 0.005 0.002 0.50 1.0(A) 0.005 0.002 0.5 0.625(A) 0.02 0.039 2 2.5()
Carvacrol 0.156 0.078 0.50 0.312 0.039 0.125 0.625 0.313 0.5
EO+eugenol
EO 0.005 0.02 4.00 4.12(At)  0.005 0.020 4.00 4.063(At) 0.02 0.08 4 6

(A1)

Eugenol 25 3.125 0.12 25.000 1.563 0.063 200 100 2
EO+geraniol
EO 0.005 0.020 4.00 4.12(Av) 0.005 0.020 4.000 4.125 (Av) Nt Nt - =
Geraniol 12.5 1.563 0.12 12.500 1.563 0.125

EO = cinnamon essential oils, S = synergy, Ad = addition, I = indifference, At = antagonism, Nt = not tested

trans-cinnamaldehyde (62.8%) and cinnamaldehyde propylene
(5.5%) as the major compounds from cinnamon (C. zeylanicum)
volatile oil. Marongino et al.*” found that the MCs of cinnamon
(C. zeylanicum) were trans-cinnamaldehyde (77.1%), trans-f3-
caryophyllene (6.0%), and a-terpineol (4.4%).

Concerning the antibacterial effect, our results are higher than
that described by Clemente et al.,['>) who found that cinnamon
EO inhibits the growth of E. coli, S. aureus, and P aeruginosaat
MIC values 0f 0.4, 0.4, and 0.2 mg/mL, respectively. They are in
accordance with the data reported by Gallucci et al.®” Escherichia
coli and S. aureus are sensitive to thymol and carvacrol (MIC:
15.07,7.53,7.62, and 3.82 mg/mL, respectively), and resistant to
eugenol and geraniol (MIC >20mg/mL). Pei e al.*" revealed that
E. coli growth was inhibited by thymol, carvacrol, and eugenol at
MIC values of 1.6, 0.4, and 0.4 mg/mL, respectively. In a study
conducted by Miladi ez al.,’? carvacrol had better activity against
S. aureus (MIC: 64 mg/mL) and thanthymol and eugenol at MIC
values of 256 mg/mL. In addition, the sensitivity of P aeruginosa
to cinnamon EO is probably attributed to the combined effects of
several compounds constituting this EO, acting on various cell
targets. Bouhdid et a3 showed that cinnamon EO damages
the cell membrane of P aeruginosa, which leads to cell death.
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According to the previous studies, the high antibacterial activity
observed with cinnamon EO may be because of the action of
trans-cinnamaldehyde, which is considered as its single major
compound.”! Tt has been reported that trans-cinnamaldehyde
possess the highest antimicrobial activity in comparison with
other constituents of cinnamon o0il.l'>2*3* Furthermore, thymol,
carvacrol, eugenol, and geraniol are the main compounds of
thyme, oreganum, clove, and geranium plants, respectively. The
antibacterial effect of their EOs has been reported.*-3¢ Moreover,
several authors show the antibacterial activity of various EOs
plants including, thyme, oregano, lemon balm, basil, marjoram,
and baccharis against the bacterial strains under consideration
in this study.['>!4

Previous studies have explored the antibacterial effect of
cinnamon EO combinations. Clemente ef al.'") demonstrated
that the combination of cinnamon with mustard EOs showed
an additive effect against E. coli ATCC 25922, P aeruginosa
ATCC 27853, and some other bacteria species. Lu et al.l'®
used the checkerboard assay to determine the activity of
cinnamon combined with thyme and clove EOs. Both cinnamon
combinations displayed in most cases an additive or indifferent
action against food-borne bacteria. These results were
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confirmed by this study, thus highlighting the effectiveness
of cinnamon oil when combined with thymol or carvacrol.
Moreover, eugenol and geraniol are the MCs of EOs from
clove and pelargonium, respectively. The additive effects of
these EOs have been reported.!¢37!

On the contrary, the mechanism that is responsible for the
antimicrobial activity of cinnamon includes its chemical
composition such as cinnamaldehyde,® which is an
electronegative molecule that could interfere with the
biological process in microorganism particularly nitrogen
containing substances such as proteins and nucleic acids.®
Furthermore, cinnamon EOs and their MCs have been reported
to inhibit bacteria via Antiquorum sensing effects, inhibiting
cell division, ATPase, biofilm formation membrane porine,
and mobility; altering the lipid profile®®; and thereby acting
cell membrane producing lumps and autoaggregation.!!”
Furthermore, thymol and carvacrol are phenolic compounds;
their hydroxyl groups play a major role in their antibacterial
activities.?” They are able to alter the cell outer membranet”!
and combine with the charged groups of membrane through
increasing its permeability.l*!! Furthermore, carvacrol had
ATPase inhibitory propriety, which causes dissipation of
the motive force of the proton, and can subsequently inhibit
other enzymes.[*?) However, there are limited reports on the
action mechanisms of a mixture of EOs and theirs purified
components on bacteria. Nevertheless, it is possible to explain
the synergistic or additive effects caused by the combination
of cinnamon EO and thymol or carvacrol by the fact that
the thymol or carvacrol could increase the cell membrane
permeability, making it easier for cinnamon compounds to
penetrate into the cell and combine with proteins and nucleic
acids. In addition, some explanations for the mechanisms
of antibacterial interaction that produce antagonism include
the use of compounds that act on the same target of the
microorganism, combinations of bactericidal and bacteriostatic
agents, and chemical interactions between compounds.[*344

Conclusion

This work has shown that cinnamon EO possesses a stronger
antimicrobial effect than all main compounds tested against
resistant bacteria. This effect could be because of the trans-
cinnamaldehyde, which is considered as the major compound
of this EO. The synergistic effect was shown only against
S. aureus with the combination of cinnamon oil and thymol.
In addition, we have shown that the combination of cinnamon
EO with thymol or carvacrol and their synergistic or additive
effects can be used as an alternative therapeutic agent for
medical application, as a natural preservative and food additive.
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ABSTRACT: The aim of the present study was to investigate antioxidant
activity, total polyphenols and total flavonoids contents of extracts from two
Moroccan Teucrium species (Teucrium polium and Teucrium aurum). The
Antioxidant activity was evaluated in-vitro by three assays namely, free
radical scavenging activity against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
ferric reducing antioxidant power (FRAP) and total antioxidant capacity.
Total polyphenol content was measured using Folin-Ciocalteu assay. The
aluminum chloride colorimetric test measured total flavonoids contents. The
total phenols contents, flavonoids contents, and the antioxidant activity of T.
polium extracts were higher than T. aurum. The phenols contents ranged
from 109.28 to 20.61 mg GA E/ g dry extract. The total flavonoids varied
between 102.99 and 10.33 mg RE/g dry weight. The extracts showed
significant scavenging activity of DPPH, with ICs, values ranging between
0.40 and 2.12 mg/ml and a good ferric reducing power, with ICs, values
varying from 0.15 to 4.23 mg/ml. The total antioxidant capacity assay
showed that the water extract of T. polium had a highest activity with a value
of 153.89 mg Vit C E/g dry weight. The ethyl acetate extract has a weak
antioxidant activity in the three tests. A good correlation between antioxidant
activities and contents of polyphenols and flavonoids was found. These
results show that Moroccan Teucrium species, especially T. polium, is a rich
source of phenols and natural antioxidant compounds, which can be used as a
natural food preservative.

INTRODUCTION:
characterized as an

defense activity *. This

neurodegenerative and Alzheimer’s disease :
cardiovascular disease *, cancer °

inflammatory diseases °.

Oxidative
imbalance
production of reactive species and antioxidant
imbalance has been
associated with numerous diseases such as,

stress is
between the

Medicinal and aromatic plants are considered as an
important source of active principles with high
antioxidant potential. Polyphenols, usually referred
to as antioxidant compounds, play a major role in
the prevention and protection against various
diseases °. The genus Teucrium (Lamiaceae family)
includes 300 species distributed all over the world,
particularly in the Mediterranean basin °.

2, 3

diabetes ® 7 and
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rheumatism, parasitic diseases such as amoebicide **.
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Numerous studies showed therapeutic properties of
some Teucrium species such as anti-cancer ** *°,
anti-allergic *°, antibacterial ', antidiabetic ’, anti-
inflammatory, anti-nociceptive *® and antioxidant *°
effects. It was reported that the therapeutic ability
of T. polium extracts is generally attributed to their
propriety to suppress oxidative processes 2. It was
also reported that the alcoholic extract of T. polium
possesses a suppressing effect on hydrogen
peroxide-induced lipid peroxidation in red blood
cells 2,

To the best of our knowledge, no data are available
on the antioxidant activity, total polyphenol and
flavonoid contents of T. aurum species extracts.
However, the objective of our study was to
evaluate, for the first time, the antioxidant activity
of methanol, aqueous, ethanol and ethyl acetate
extracts of Teucrium polium and Teucrium aurum
which are growing in South Morocco.

MATERIALS AND METHODS:

Reagents and Standards: 2,2-Diphenylpicryl-
hydroxyl radical (DPPH), Butylated hydroxyl-
toluene (BHT), ammonium molybdate, aluminum
chloride (AICI3), sodium phosphate, quercetin,

vitamin C, rutin, gallic acid, iron Il chloride
(FeCl3), potassium ferricyanide (KsFe(CN)g),
sodium carbonate (Na,COgs), sodium nitrite
(NaNO;) and Folin-Ciocalteu reagent were

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). All the other chemicals and solvents used
were of analytical grade.

Plants Materials: Aerial parts of Teucrium polium
and Teucrium aurum were collected in April 2015
from the region of Kser Lahri, Midelt (Morocco).
They were identified by Professor Amina Bari,
Botanist at the Department of Biological Sciences
(Faculty of Sciences, Sidi Mohammed Ben
Abdellah University, Fez, Morocco).

Preparation of Teucrium Extracts: The plant
material was dried at room temperature, powdered
(10 g) and macerated with 100 ml of solvent
(water, methanol, ethanol and ethyl acetate). 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.
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Statistical Analysis: Data statistical analyses of
scavenging activity and reducing capacity assays
were performed by using One-way ANOVA
followed by Tuckey-test. The results statistical
analyses of total phenol, flavonoids content and
total antioxidant capacity tests were realized by
using the Student’s t-test. Correlations between
antioxidant activity and total phenolic or flavonoid
content were realized by a Pearson correlation
coefficient (r). The level of significance was set at
P<0.05.

Determination of Total Phenolic Content: Total
phenolic content of the extract was determined by
the Folin - Ciocalteu method ??. 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
2 h 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 dry weight of extract (mg
GAE/g DW).

Determination of Total Flavonoids Contents:
Total flavonoids contents of extracts were
measured by the aluminum chloride colorimetric
assay *%. 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 6 min. After
that, 2 ml of 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. 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.

In-vitro Antioxidant Activity:

DPPH Radical Scavenging Activity: The ability
of the extracts to scavenge the DPPH radical was
measured using the method described by Wu, Chen
24.0.1 ml of various concentrations of the extracts
or standard was added to 1.5 ml of the ethanolic
solution containing 0.1 mmol of DPPH (2, 2-
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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 the dark.
The percentage inhibition was calculated by the
following equation:

I (%) = (1-(AJAC)) x 100

Where A is the absorbance of the negative control,
and A is the absorbance of the sample. BHT
served as positive control. The 1Csy values were
calculated as the concentration of causing a 50%
inhibition of DPPH radical.

Ferric Reducing Antioxidant Power: The
reducing power of the tested extracts was
determined by the procedure of Oyaizu %. 200pl of
the extract was mixed with 500 ul of phosphate
buffer (0.2M, pH 6.6) and 500 pl of potassium
ferricyanide [KsFe(CN)s] 1%. The obtained
solution was incubated at 50 °C for 20 min. The
mixture was acidified with 500 pul of
Trichloroacetic (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 pl of FeCls (0.1%),
and the absorbance was measured at 700 nm (Jasco
v-530). Quercetin was used as standard. The result
was expressed as 1Csp (mg/ml). The extract
concentration corresponding 0.5 of absorbance
(ICs0) was calculated by plotting absorbance
against the corresponding extract concentration. All
samples were analyzed in triplicate.
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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 ?°. A total volume of 25 pL
extract 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 vitamin C (mg vit C E/g DW).

RESULTS AND DISCUSION:

Total Phenolic Contents: The distribution of
phenolic compounds in T. polium and T. aurum
extracts is shown in Fig. 1. Results demonstrated
that the methanol and ethanol extracts from
Teucrium polium contained the highest amounts
109.26 and 100.94 mg GAE/g dry weight of
extract, respectively, and the lowest phenolic
content was observed in water Teucrium aurum
extract (20.61 mg GAE/g dry of extract) Fig. 1. In
all extracts, the contents of phenolics were higher
in T. polium than T. aurum. Similarly, based on the
results of selected Teucrium polium from Serbia %/,
the authors also found that the highest total
phenolic concentration of different parts of T.
polium is noticed with the methanol extract of
leaves (157.84 mg of GA/g dry extract). Methanol
is therefore the best solvent to extract phenolic
compounds from medicinal plants.

2
]

HE T polium

8
]

EE T. aurum

Total phenolic contents (mg GAR/g DW)

P

Type of extract

;

mm T. polium
EEE T. aurum

Total flavonaids contents (mg RE/g DW)

P

Type of extract

FIG. 1: TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS OF EXTRACTS
FROM T. POLIUM AND TEUCRIUM AURUM. Results were
expressed as mg GAE/g dry weight. Each value represents means +
SD of tree experiments. (*p<0.01, **p<0.01, ***p<0.001 and
****1<0.0001)

Total Flavonoids Contents: Total flavonoids
contents of T. polium and T. aurum extracts were

International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research

FIG. 22 TOTAL FLAVONOID CONTENT OF EXTRACTS
FROM T. POLIUM AND TEUCRIUM AURUM. Results were
expressed as mg RE/g dry weight. Each value represents means +
SD of tree experiments. (*p<0.01, **p<0.01, ***p<0.001 and
***%p<0.0001)

determined in comparison with rutin standard and
the results were expressed regarding mg RE/g dry
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weight extract. As depicted in Fig. 2, the total
flavonoid content of two species extracts ranged
from 102.99 to 10.33 mg RE/g DW. The methanol
extract of T. polium contained significantly a higher
concentration of flavonoids (102.99 + 2.35 mg of
RE/g DW) than the other tested extract. Comparing
the flavonoid concentration of T. polium and T.
aurum, all extracts of T. polium (except ethyl
acetate) had a significantly greater concentration of
flavonoids than T. aurum extracts obtained using
the same solvent. The total flavonoids content
results obtained are higher than the results reported
by Bakari et al., (2015) °. According to another
study, the flavonoids content values ranged from
6.48 to 139.87 mg ER/g in the leaves, flowers and
stemmed from T. polium extracts with the acetone
extract giving a higher amount of flavonoids *'.
Like polyphenols, flavonoids have been confirmed
to have a strong antioxidant activity 2. Chemical
studies on the Teucrium genus revealed the
presence of flavonoids, saponins, polyphenols,
sterols and tannins %°. The T. polium species also
contains essential oils, iridoids, flavonoids and
diterpenoids °.

Antioxidant Activity: The antioxidant activity of
Teucrium extracts was investigated by the DPPH
radical scavenging assay, the ferric reducing
antioxidant power, and the total antioxidant
capacity.

DPPH Radical Scavenging Activity: DPPH’ is a
stable free radical that can receive hydrogen or
electron from an antioxidant to become a stable
molecule. Results in Table 1 show DPPH radical
scavenging activity of Teucrium polium and
Teucrium arum extracts. In general, the 1Csy values
of all tested samples through the DPPH scavenging
activity test ranged from 0.4 to 2.12 mg/ml, and all
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extracts inhibited the DPPH radical as follows:
methanol > ethanol > ethyl acetate. These results
clearly indicate that T. polium extracts had higher
activity than the T. aurum extracts in comparison to
the same solvent extracts. We found that, the
methanol extract from T. polium had the greatest
radical scavenging capacity in all samples tested
with 1Cso values of 0.40 £ 0.03 mg/ml, followed by
ethanol (0.41 = 0.031 mg/ml) then water (0.48 +
0.012 mg/ml) and ethyl acetate extracts (1.60 +
0.15 mg/ml). With T. aurum, we found also that the
methanol extract had the greatest capacity with an
ICso value of 0.49 + 0.009 mg/ml followed by
water extract (0.51 + 0.021 mg/ml), then ethanolic
extract (0.53 £ 0.035 mg/ml).

However, when compared to the pure reference
antioxidant BHT (0.11 = 0.0001 mg/ml), all the
tested extracts showed a significantly lower
antioxidant activity (p<0.05). An antioxidant agent
is considered to be active against free radicals if
ICso is less than 5 mg/ml 2. All the extracts studied
of two Teucrium species have 1Cs<5 mg/ml,
therefore all our extracts are a possible good source
of antioxidant compounds. Also, extracts with high
scavenging activity should have a low ICs, value.

Previous studies demonstrated that extracts of
Teucrium plants have strong antioxidant activity >
2" The Teucrium polium extract showed significant
free radical scavenging activity ** *. Methanolic
extract of T. polium exhibited an I1Cs, value of 20.1
ng/ml ', which is below that found in our study.
Another study found that 1Cso of Teucrium polium
extracts were ranging from 14.50 to 238.25 pg/ml
and the higher activity noticed with polar solvent
extracts 2. These differences observed can be
attributed to the different extraction types used.

TABLE 1: DPPH RADICAL SCAVENGING ACTIVITY (mg/ml) OF T. POLIUM AND T. AURUM EXTRACTS

COMPARED TO THAT OF BHT (ICs, = 0.118 + 0.0001)

Type of extract Methanolic Ethanolic Water Ethyl acetate
Teucrium polium 0.40 £ 0.03 0.41 £ 0.031 0.48 £ 0.012 1.6+0.15
Teucrium aurum 0.49 + 0.009 0.53 +£ 0.035 0.51 +£0.021 2.12 £ 0.87

Values are given as mean + SD (n=3). The extracts of the same solvent and BHT are significantly different by the Tuckey-test (P<0.05)

Ferric Reducing Antioxidant Power: The FRAP
assay evaluated the ferric reducing capacity of
investigated extracts. The reductive activity is
generally associated with the presence of
antioxidant agents which exert their effect by
breaking the free radical chains via hydrogen atom

International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research

donation *2. Therefore, the ferric reducing power
assay is often used to evaluate the capacity of
extracts to transform the Fe* to Fe®"; this capacity
Is compared to that of quercetin. Extracts with high
reducing power should have a low I1Csp value. The
results in Table 2 showed that the methanolic
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extract of T. aurum had the stronger ferric reducing
power than all other extracts with an 1Cso value of
0.15 £ 0.003 mg/ml but this was still significantly
(p<0.05) lower than that of the synthetic
antioxidant quercetin (0.033 = 0.0004 mg/ml). The
ethyl acetate extract from T. aurum possessed the
lowest ferric reducing power with an 1Csq value of
4.23 £ 0.11 mg/ml.
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Previously published papers demonstrated that
Teucrium genus possesses a high ferric reducing
power ***°_n this study, we found that methanolic
extract of T. aurum showed the highest ferric
reducing power propriety. Several studies reported
the reducing power of the extracts of T. polium and
that the activity increased with concentration ** %,

TABLE 2: FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER (mg/ml) OF T. POLIUM AND T. AURUM EXTRACTS
COMPARED TO THAT OF QUERCETIN (I1Cs, = 0.033 + 0.0004)

Type of extract Methanolic Ethanolic Water Ethyl acetate
Teucrium polium 0.28 £0.014 0.32+£0.01 0.48 £0.01 3.89 £ 0.081
Teucrium aurum 0.15 +0.003 0.36 + 0.001 0.6 +0.041 4.23+0.11

Values are giving as mean + SD (n=3). The extracts of same solvent and quercetin are significantly different by the Tukey-test (P<0.05).

Total Antioxidant Capacity: Total antioxidant
capacity of investigated T. polium and T. aurum
extracts were determined by the phospho-
molybdenum method, which is based on the
reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the antioxidant
compounds and the subsequent formation of a
green phosphate Mo (V) complex at acidic pH .
The found results expressed as vitamin C
equivalents (Vit C E) are presented in Fig. 3. They
revealed that the most solvent extraction of
antioxidant capacity was water and the highest
level of antioxidant capacity was found in the water
of T. aurum with value of 153.89 + 12.7 mg
vitamin C equivalent to 1 g dry weight.

The antioxidant capacity was significantly higher in
T. aurum than T. polium in methanol, ethyl acetate,
and water extracts. According to a study performed
by Ljubuncic et al., * the aqueous extract of T.
polium had a substantial antioxidant activity in-
vitro.
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EE T aurum
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Total antioxidant capacity (mglivit C/gDW)
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Type of extract
FIG. 3: TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITIES OF
DIFFERENT EXTRACTS FROM T. POLIUM AND T.
AURUM. Results were expressed as mg vit C E/g dry weight.

Each value represents the means + SD of three experiments.
(**p<0.01 and ***p<0.001).
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Correlations of Antioxidant Activities with
Phenolic and Flavonoids Contents: To find the
influence of polyphenols on the antioxidant activity
of Teucrium extracts, we studied the correlation
between the results of three antioxidant tests and
the contents of total phenols and flavonoids. As
illustrated in Table 3, a significant and negative
correlation was found between DPPH and total
phenols (r? = -0.78). As a consequence, DPPH was
also significantly correlated with total flavonoids
(r* = -0.7). For the ferric reducing power, the 1Cs
values were significantly and negatively correlated
with total phenols (> = -0.81) and with total
flavonoids (r* = -0.73). Weak and non-significant
correlation between total antioxidant capacity and
totals phenols could be detected as well for total
flavonoids.

Similar to our results, a high relationship between
the total phenol and flavonoids contents with two
of the antioxidant assays, like free radical
scavenging activity and ferric reducing power of
Teucrium extract has been reported *. The weak
and non-significant correlation was found between
the total antioxidant capacity and polyphenols and
flavonoids contents of two Teucrium species
extracts, indicating that total antioxidant capacity,
in these extracts, measures the activity of some
other phytochemicals than the polyphenols, a
similar result was also observed by Brantner * with
Lavandula extracts. The free radical scavenging
activity of the extracts, in our case, could be
attributed to the phenolic content. According to the
literature, phenol compounds can contribute to the
antioxidant potent * ** 3" and they are considered as
anti-cancer, anti-inflammatory, antiviral, and anti-
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bacterial agents due to their antioxidant and free
radical scavenging properties *.

TABLE 3: CORRELATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES
WITH PHENOLS AND FLAVONOIDS CONTENT OF
EXTRACTS FROM T. POLIUM AND T. AURUM

Compounds  DPPH Ferric Total antioxidant
Reducing capacity
power
Phenols -0.78 -0.81** 0.44
contents
Flavonoids -0.7* -0.73* 0.34
contents

* Correlation is significant at the P<0.05 level
** Correlation is significant at the P<0.01 level

CONCLUSION: Based on the findings from this
study, methanolic extracts of T. polium and T.
aurum displayed significant antioxidant effect and
a remarkable levels of total phenols and flavonoids
content. The highest antioxidant propriety is
noticed with polar solvent extracts. Significant
correlations were found between the total phenol
and flavonoids contents and two of the antioxidant
tests, such as free radical scavenging activity and
ferric reducing power.

The Moroccan Germander (T. polium and T.
aurum) is a rich source of phenols and natural
antioxidant compounds which can be used as a
natural food preservative agent. To the best of our
knowledge, this is the first report on the antioxidant
activities of Moroccan Germander extracts.
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Abstract

Resistance of infection nosocomial-bacteria to common antibiotics has been developed in different parts of the world and
continues to increase. It is important to investigate the novel and efficient antibacterial agents, among which, the major
compounds of essential oils would be suitable sources. In the current study, we evaluated the antibacterial activity of thymol,
carvacrol, eugenol and menthol against four bacterial strains responsible for nosocomial infections such as Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia and Staphylococcus aureus. This activity was assessed using disc diffusion
method and micro-dilution assay for determinate minimum inhibitory concentration (MIC).

The results showed that thymol, carvacrol and eugenol expressed a significant antibacterial activity against the four strains
studied. Thymol showed the high antibacterial activity against S.aureus and E. coli with MIC value of 0.35 mg/ml. Menthol
demonstrated a low activity against all tested bacterial with a MIC value greater than 6 mg/ml. These compounds, especially
thymol and carvacrol, can be used as antibacterial agents for the treatment of various infectious diseases caused by these
germs, which have developed resistance to antibiotics in Centre Hospital University of Fez, Morocco.

Keywords: Antibacterial effect; major compounds; nosocomial infections.

INTRODUCTION

Nosocomial infections are known as a serious threat to
global health in the 21st century. and they are characterized
by high morbidity and mortality rates [1]. In 2007, About
1.4 million people suffer from nosocomial infections [2]. In
Morocco, The incidence of nosocomial infections in the
reanimation units is high and dominated bacteria that are
increasingly resistant to antibiotics [3] . The solution to
this problem is therefore crucial and requires the search of
new alternatives. Essential oils (EOs) are aromatic
complex mixtures of volatile compounds extracted from
different parts of plants such as flowers, buds, seeds,
leaves, twigs, bark, herbs, wood, fruits, and roots [4].
several studies have shown significant antibacterial activity
of essential oils (EOs) from some medicinal and aromatic
plants against resistant microbial strains [5-7] . It reported
that the antibacterial effect of EOs is related to the presence
of phenolic compounds, such asthymol, carvacrol,
and eugenol, which are recognized as the main
components of some EOs [8].

Thymol and carvacrol are mainly present in the essential
oils of thyme and origano [9,10], many studies showed
their antimicrobial properties against both Gram-positive
and Gram-negative bacteria species [10-12]. Eugenol is a
major component (approximately 87%) of leaves and buds
from clove [7]. This component is largely used perfumes
and in mouthwashes as dental analgesic and has been well
recognized, for its antimicrobial activities [13]. Menthol is
a terpenoid and the active principle of essential oils from
the mentha species, such as peppermint and horse mint
[14]. However, to the best of our knowledge, there are no
available data about the antibacterial activity of these
compounds  against nosocomial infection-bacteria.
Therefore, the objective of the present work was to

investigate the antibacterial activity of thymol, carvacrol,
eugenol, and menthol against four nosocomial infection-
bacteria.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

In this study the antibacterial activity of thymol, carvacrol,
eugenol, and menthol was tested against, Gram-positive
Staphylococcus aureus (S. aureus) and Gram-negative
bacteria included Escherichia coli (E. coli), Klebsiella
pneumoniae (K.  pneumoniae) and Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa). All strains tested were isolated
in a hospital environment from clinical patients in
reanimation service (CHU Fez, Morocco). The inoculum
suspension was obtained by taking colonies from 24 H
cultures. The colonies were suspended in sterile 0.9%
aqueous solution of NaCl and shacked for 20 seconds. The
density was adjusted to the turbidity of a 0.5 McFarland
Standard (10° CFU/ml) [15].

Agar disc diffusion Assay

The agar disc diffusion assay was determined in triplicate
according to the experiment described by Furtado and
Medeiros (1980) [16]. The suspensions of microorganisms
(1-5 10® CFU/ml) were flood inoculated onto the surface of
Mueller Hinton (MH) agar plates. Sterile 6 mm diameter
filter discs (Whatman paper N° 3) were impregnated with
10pg/disc of the compound and were put on to the surface
of the inoculated Mueller Hinton agar. The plates were
incubated at 37°C for 18 h. Antibacterial effect was
evaluated by measuring the inhibition zones against the
tested bacterial strains. The standard drugs for comparison
were the antibiogram discs of Imipenem (IMP)
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Vancomycyn (VA), Cefaclor (CEC), Nifrofurantoin (F),
Kanamycin (K).
Determination  of the  Minimum
Concentration (MIC).

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 (NCCLS, 1999)[17] with
some modifications; the different concentrations of
compounds are prepared in a suspension containing 0.2%
agar in sterile distillated water in order to disperse the
compounds without adding solvent or detergent [18]. They
are carried out by successive dilutions 1/2 ranging from 45
to 0.351 mg/ml. The concentrations obtained in the well
were between 11.25 and 0. 087 mg/ml. 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. Compounds were
added at different concentrations at the corresponding wells
to determine MIC values. Finally the plates were incubated
at 37°C for 18-24 h, bacterial growth was visually by
adding to each well 20ul of 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) aqueous solution (1% ), with additional
incubation for 1 h. MIC was defined as the lowest
concentration that does not produce a red color [15].

Inhibitory

RESULTS AND DISCUSSIONS
In this work, the antibacterial activity of the thymol,
carvacrol, eugenol and menthol has been evaluated in vitro
against four bacterial species responsible for nosocomial
infections contracted at the University Hospital Center of
Fez, Morocco. Several publications from our laboratory
have previously reported the antibacterial activity of some
essential oils against bacterial strains under consideration in
the present study [6,7,10,12,19]. To the best of our
knowledge, there are no available data about the
antibacterial effect of some major compounds from EOs
(thymol, carvacrol, eugenol and menthol) against
nosocomial infection bacteria. Table 1 summarized the
inhibition zone diameter of these compounds, thymol,
carvacrol and eugenol showed a wide antibacterial
spectrum, against tested strains with the inhibition zone
diameters varying from 12 to 34 mm. Moreover, the thymol
had the highest inhibitory activity against E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa and K. pneumoniae with inhibition diameters
values of 345 , 28, 17 and 22 mm respectively.
Interestingly, these diameters were sometimes higher than
those obtained with standard antibiotics used as controls.
The present data indicated that the E. coli was the most
sensitive of the strains tested to the components. However,
all compounds, especially menthol, showed a low activity
against P. aeruginosa. Table 2 summarized the MIC
values of these compounds against the tested strains.
Thymol exhibited a significant antimicrobial activity
against E. coli and S. aureus with the same MIC value of
0.351 mg/ml. Carvacrol had the same MIC against E. coli,
S. aureus and K. pneumoniae (0.703 mg/ml). Thymol and
carvacrol possess the same MIC and present a low activity
against P. aeruginosa, which was only inhibited at a

concentration of 1.06 mg/ml. The antibacterial effect of
eugenol was higher than that of menthol. However, both
eugenol and menthol showed a lower antibacterial effect
against all tested strains (Table 2). Otherwise, Didry et al
tested the antimicrobial activity of thymol, carvacrol,
cinnamaldehyde and eugenol on seven oral bacteria. These
components showed an inhibitory activity against all tested
microorganisms [20]. Abbaszadeh et al founded that
thymol, carvacrol, eugenol and menthol are a good
alternative agents to control the growth of food-fungi [21].
Another study demonstrated antibacterial effect of
eugenol, carvacrol, and thymol against Salmonella
Enteritidis and Campylobacter jejuni in chicken cecal [22].
In 2015 Falsafi et al., evaluated the antibacterial activity
of Satureja bachtiarica Bunge essential oil and its
constituents  against  ten helicopter  pylori  clinical
isolates. The results showed that thymol antibacterial
activity was lower than those of carvacrol [23]. In order to
examine the antimicrobial effect against foodborne

pathogens (E. coli O157:H7,S.  thyphimuriumand L.
monocytogenes), recently, Moon and Rhee
(2016) combined soy sauce with carvacrol, thymol,

eugenol, trans-cinnamaldehyde, p-resorcylic acid and
vanillin, The authors concluded that thymol and carvacrol
inhibited all the tested bacteria and acted in a synergistic
interaction with soy sauce to increase the antimicrobial

effect [24]. Karapmar, et al (1987) evaluated the
antibacterial property of thymol, eugenol, menthol and
anethole against foodborne bacteria  (Salmonella
typhimurium,  Staphylococcus aureus and  Vibrio

parahaemolyticus), the results showed that thymol and
eugenol were more effective than anethole and menthol
[25]. A study conducted by Pemmaraju et al, investigated
the activity of thymol, eugenol and menthol against C.
albicans MTCC 227. Thymol and eugenol showed
antimicrobial effect at a concentration of 0.12 %, while
menthol showed it at a concentration of 0.25% [26]. On the
other hand, Gram-negative bacteria were more resistant
than Gram-positive thanks to the structure of their outer
membrane. Thus, the outer membrane of Gram-negative is
richer in lipo-polysaccharides and proteins than those of
Gram-positive that make it more hydrophilic, which
prevents the hydrophobic terpenes from adhering to these
bacteria [27,28]. Nevertheless, some low molecular weight
phenolic compounds can adhere to these microorganisms
thanks to their functional groups. The mechanisms by
which the Aromatic and phenolic compounds can inhibit
the microorganisms involve different mechanisms. Thymol
and Carvacrol have a hydroxyl group, which play a major
role in their antibacterial activities [29]. They able to alter
the cell outer membrane [30] and combine with the
charged groups of membrane, via increasing its
permeability [31]. In addition, carvacrol had ATPase
inhibitory propriety which causes dissipation of the motive
force of the proton, and can subsequently inhibit other
enzymes [32]. Eugenol, by its hydrophobic structure, is
able to penetrate lipopoly-saccharides of Gram-negative
bacteria outer membrane, insert into phospholipid bilayer
and alter the structure and permeability of cell membrane.
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Table 1: Inhibition zone diameter (mm) of thymol, carvacrol, eugenol and menthol

Bacterial strains E. coli S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae

Thymol 345+1 28+0.6 17£ 0.5 22+0.3

Major compounds Carvacrol 271 24+04 15+ 0.3 21+1

Eugenol 15+ 0.0 15+0.1 12+ 0.3 16+£04

Menthol 8+0.5 85+0.1 NI 8+0.2
F 19 20 20 22
CE NI 14 NT NI
Antibiotics IMP 28 39 12 25
K 17 17 NT 24
VA NI 14 13 NI

Inhibition zone includes diameter of disk (6 mm); NI: No inhibition; NT: Not tested; IMP: Imipenem; VA: Vancomycyn; CEF: Cefaclor; F:
Nifrofurantoin; K: Kanamycin.

Table 2 Minimal inhibitory concentration (mg/ml) of thymol, carvacrol, eugenol and menthol

Bacterial species E. coli S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae
Thymol 0.351 0.351 1.406 0.703
Carvacrol 0.703 0.703 1.406 0.703
Eugenol 5.625 5.625 >6 5.625
Menthol >6 >6 NT >6

NT: Not tested

Moreover, the hydroxyl group of eugenol binds to Yildiz, S. Inds. Crps. Prdc. 2016, 81, 191-194.

: [6] Kamari, F. El, Tarog, A., El Atki, Y., Aouam, I., Lyoussi, B.,
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