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Introduction générale

L'oxydation est un phénomeéne lié a la vie ; elle fournit I'énergie nécessaire a nos
cellules pour survivre et pour se défendre contre les agressions extérieures. Toutefois, la
molécule d'oxygeéne est associée a l'apparition de radicaux libres dans notre corps. Ces
molécules sont instables, et peuvent provoquer un stress oxydatif a 1’origine de nombreux

processus pathologiques

Il existe une grande variété de substances vitaminiques (A, B, C, E), minérales (Zn,
Cu, Se) et biochimiques (glutathion, taurine, polyphénols) qui ont un pouvoir antioxydant.

Ces substances se retrouvent essentiellement dans les plantes (4,

En effet, les plantes médicinales restent la source la plus importante de molécules
actives a intérét multiple. Ces plantes peuvent contenir des centaines voire des milliers de
métabolites secondaires ou de principes actifs qui peuvent produire différentes actions
physiologiques sur le corps humain 1. Parmi ces métabolites, on retrouve, les polyphénols,
les alcaloides, les tannins, les lignanes, les terpenes et les flavonoides,... [l Ces
métabolites possedent diverses activités biologiques telles que les propriétés
antinflammatoires, anticancérigénes, antimicrobiennes et anti-oxydantes [l,

L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-espéces végétales [l Parmi ces
ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et
sont utilisées dans différents domaines. Parmi ces plantes, se trouvent de nombreuses
espéces dont la plupart appartient a la famille des Lamiaceae (environ 260 genres, pour un
nombre d’espéces estimé entre 6 500 a 7 000 [61,

Dans le cadre de notre travail relatif aux plantes médicinales, nous nous sommes
intéressés a la valorisation d’une plante tres utilisée en phytothérapie et dans la médecine
traditionnelle a savoir Teucrium polium appartenant a la famille des lamiaceées.

L’objectif du présent travail vise a évaluer les propriétés antioxydantes in vitro de
différents extraits de la partie aérienne de Teucrium polium soit 1’extrait méthanolique,
I’extrait ethanolique, 1’extrait acétonique, I’extrait éthyle acétate et 1’extrait aqueux.

Le document est structuré comme suit :
> La premiére partie présente une petite revue bibliographique relative au stress oxydatif,

les métabolites secondaires et phytothérapie, et Teucrium polium
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> La deuxiéme partie décrit la démarche expérimentale en commencant par la collecte
des échantillons suivi de leur séchage et de leur, broyage, puis I’analyse
physicochimique et 1’extraction des substances actives par les différents solvants. Nous
avons aussi, mis le point sur tous les protocoles adoptés pour le dosage des
polyphénols, des flavonoides, et des pigments liposolubles ainsi que 1’évaluation de

I'activité antioxydante des extraits a 1’égard du radical DPPH.

La troisieme partie décrit les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Ce travail est terminé par une conclusion générale dans laquelle différentes perspectives de

recherche sont évoquées, en se basant sur les résultats obtenus.
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Chap. | les radicaux libres et le stress oxydatif

1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre profond de la balance entre les pro-oxydants et

les antioxydants en faveur des premiers (1, ce désequilibre conduit potentiellement a des

dégats structuraux et fonctionnels [71. Une augmentation de la présence des espéeces reactives
oxygeénées (ERO) et des espéces réactives azotées (ERN) est le résultat d’une augmentation
de leur production ou d’une diminution du systéme antioxydant chargé de les neutraliser [8],
2. Les espéces réactives oxygenées

La réduction univalente de 1’oxygéne est a 1’origine des (ERO) qui font partie des
radicaux libres ). Ces molécules sont rendues chimiguement tres réactives par la présence

d’¢électrons de valence non apparié¢s dans leur orbitale la plus externe. L’équilibre est rétabli
soit par oxydation (perte de cet electron libre) ou par réduction (gain d’un autre électron). Le
caractere radicalaire de la molécule ne disparait pas, 1’électron libre peut passer sur d’autres
molécules, c’est le phénomene d’oxydation en chaine.

Il existe également d’autres molécules radicalaires qui sont des dérivées d’autre atome comme

I’azote tel que le monoxyde d’azote NOe, 1’anhydride nitreux N2Os, et 1’ion peroxynitrite
ONOO- [

Tableau 1 : Principaux types d’espéces réactives oxygénées '],

Classification des ERO

Especes radicalaires Especes non radicalaires

- Anion superoxyde (O2+-) - Peroxyde d’hydrogéne (H202)
- Radicale hydroxyle (OHe) - Oxygeéne singulier (102)

- Monoxyde d’azote (NO¢) - Acide hypochlorique (HOCI)

3. Les sources des espéces réactives oxygénées

3.1Sources endogenes

- Sources cellulaires non enzymatiques : I’auto-oxydation de I’adrénaline, la dopamine et
I’hémoglobine

- Sources cellulaires enzymatiques : La chaine respiratoire mitochondriale et les systemes des

CYP450, les phénomenes inflammatoires

3. 2 Sources exogenes
Le tabac, la fumée de cigarette consommation d’alcool.
Exposition prolongée au soleil,

Les radiations ionisates, ainsi les rayonnements UV.

3
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4. Effet des especes réactives oxygeneées
4. 1 Roles physiologiques

La génération des ERO fait partie du métabolisme normal de la cellule 1 Leurs réoles
dépendent de leur concentration dans 1’organisme. Les radicaux libres endogeénes sont
produits afin de réguler une grande variété de parameétres permettant de maintenir un bon
fonctionnement de la cellule saine [0 11 12.13]

lls sont impliqués dans des roles physiologiques au niveau des réponses cellulaires. A
titre d’exemple, le NO+ joue un rble dans plusieurs processus physiologiques tels que la

protection cardiaque, la régulation de la pression artérielle, la neurotransmission et les
mécanismes de défense 4. Les radicaux libres produits a des concentrations physiologiques
ont également un rdle primordial dans le fonctionnement du systeme immunitaire contre des
agents malsains et les corps étrangers [15]

Les radicaux libres interviennent aussi dans le développement embryonnaire, la croissance, la

prolifération, la différenciation et la survie cellulaire Uy

4. 2 Actions delétéeres
La plupart des radicaux libres sont instables et hautement réactifs, s’il ne sont pas
détoxiqués par le systeme antioxydant, ils attaguent et endommagent par oxydation les

macromolécules contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN
[16]

4.2.1La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est 1’ensemble des phénomeénes d’oxydation non
enzymatique (dégradation) non spécifiques des lipides. Ce mécanisme cible les constituants
membranaires, principalement les acides gras polyinsaturés (-CH=CH-CH;-CH=CH-), les
lipides circulants (lipoprotéines), et le cholestérol non estérifié (libre) ["). Le déclenchement
d’un enchainement de réactions radicalaires au niveau de la membrane plasmique par les
radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques peut provoquer la désorganisation
compléte de la membrane et altérer en conséquence son fonctionnement, notamment son role

[16] | a peroxydation

de barriere, ses fonctions d’échange, de transport et d’information
lipidique est aujourd’hui reconnue comme une réaction extrémement importante dans les
processus physiologiques et toxicologiques. La décomposition des hydroperoxydes qui en
résulte a partir de 1’oxydation des résidus d’acides gras polyinsaturés des phospholipides par
les radicaux libres produit des aldéhydes et particulierement du MDA mutagéne et

cancérigene 1171,
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4.2. 2 L’oxydation des protéines
Les ERO sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de

protéines [8] Leur action peut avoir lieu soit sur la chaine latérale de la protéine ou sur la

chaine principale 1. Les acides aminés aromatiques (le tryptophane, la tyrosine, I’histidine)
et les acides aminés soufrés (la cystéine et la méthionine) sont les plus sensibles a 1’oxydation.
Pour les premiers sur lesquels le radical OH® s’additionne, modifiant la conformation de la
protéine et pour les autres 1’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts
disulfures, donc la réticulation de nombreuses protéines. Les ERO sont aussi capables de
couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques ou de modifier la
conformation spatiale conduisant a une altération de la fonction protéique. Les protéines

oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un récepteur ou a fixer

spécifiqguement un ligand, altérant ainsi la signalisation cellulaire [18] Cette attaque crée des

sous-produits, en particulier, les protéines carbonyles [20]

4.2. 3 L’oxydation de PADN

La toxicité des ERO s’exerce également sur I’ADN qu’il soit nucléaire ou
mitochondrial Les radicaux O, et OH® provoquent des lésions de I’ADN ; ceux-ci peuvent
en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et
pyrimidiques. Lorsque les altérations structurales induites ne sont réparées, elles entrainent a
long terme des altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions,
amplifications, a I’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique [21],
Les modifications génomiques, métaboliques et fonctionnelles induites par un stress oxydant

et I’accumulation des dommages cellulaires dus aux ERO au cours de la vie ont été

impliquées dans le développement de nombreux processus pathologiques 71,

5. Moyens de lutte contre le stress oxydatif

L'organisme est équipé par un ensemble de systemes de defenses antioxydants tres
efficaces afin de maintenir un niveau non cytotoxique des ERO 22,

On distingue le systéme antioxydant enzymatique et le systeme antioxydant non-
enzymatique. Les antioxydants non enzymatiques sont pour la plupart exogénes. Ces derniers
viennent surtout de notre alimentation. Certains sont liposolubles (tocophérols, tocotriénols,
b-caroténe, lycopéne...), d’autres sont hydrosolubles (vitamine C ou acide ascorbique,

polyphénols,...). Les antioxydants enzymatiques sont des protéines a activité enzymatique et

sont produits par notre organisme [23, 24.25] Ces deux systémes réagissent synergetiquement

afin de protéger les cellules vis-a-vis des ERO [?].

5
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5.1 Les antioxydants enzymatiques

Tableau 2 : Principaux antioxydants enzymatiques

Code

Enzyme . Mode action Réferences
enzymatique
Catalase EC1.15.1.6 | Elle catalyse la dismutation du H202 en H20. [27,28]
) Enzyme tétramérique a sélénium qui permet
Glutathion | = 19 119 | de réduire le H,0, en H.O.en oxydant le | [29,30]
peroxydase

glutathion.

Métalloenzyme qui intervient dans la premiere
réaction chimique d’élimination de 1’anion
Superoxyde | EC1.15.1.1 superoxyde. Elle catalyse la dismutation de

dismutase I’anion superoxyde en H»0,. Il existe [31,32]
plusieurs isoformes selon le métal utilisé par
I’enzyme (cuivre/zinc, manganese, fer).
5. 1 Les antioxydants non enzymatiques
5.2. 1 Les antioxydants non enzymatiques endogéenes
Tableau 3 : Principaux systéemes antioxydants non enzymatiques endogenes
Molécule Mode action Références
Coenzyme Q La CoQl0 contribue a prolonger [Deffet -
(ubiquinone) antioxydant de la vitamine E.
La transferrine, la ferritine, la céruloplasmine,

Protéines ché-latrices I’albumine, la métallothioneine et la myoglobuline 3
agissent en diminuant la disponibilit¢ d’agents
pro-oxydants (Fe* /Fe* ou Cu?*/Cu®").

Le GSH a un réle dans la protection des lipidesdes
protéines et des acides nucléiques contre
) I’oxydation. Il agit comme co-substrat d’enzymes
Glutathion (GSH) antioxydants (glutathion peroxydase, glutathion [35]
réductase et transférase). Il agit également en
synergie la vitamine C/ E.
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les radicaux libres et le stress oxydatif

5.2. 2 Les antioxydants non enzymatiques exogéenes

Tableau 4 : Principaux systémes antioxydants non enzymatiques exogénes

Molécule Mode action Références
Le b-caroténeest un piégeur des radicaux (*Oz2, ROOs=s-e¢t OH*). Il
b-caroténe [36]
est capable d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques.
Le tocophérol est capable de réagir avec les radicaux peroxyles
pour former un radical tocophéryle. L’antioxydant peut
Vitamine E | s’immiscer dans la réaction chimique pour Iinterrompre. La | [24, 25 37]
vitamine E intercepte le radical (LOO-¢) limitant la réaction en
chaine de la peroxydation lipidique.
Vitamine A | La vitamine A protege les lipides contre 1’oxydation [38]
La vitamine C est un piégeur des radicaux (H202, Oz+-et OH?). [37]
Vitamine C | Elle permet la régénération de la forme non radicalaire de la
vitamine E. [14]
Les polyphénols sont capables de piéger des especes radicalaires
Polyphénols ) . . ) [31, 32]
et de chélater les métaux de transition comme le Fer et le Cuivre
) Les flavonoides ont un effet protecteur sur les dégats de I’ADN
Flavonoide | ) [38]
induits par les radicaux hydroxyles

6. Les antioxydants et ’alimentation

Une bonne alimentation, riche en antioxydants, aide 1’organisme a faire face aux

dangers potentiels causés par les ERO

[39]

. On trouve de nombreux antioxydants dans

I’alimentation, que ce soit dans les fruits, les Iégumes ou les boissons. En effet, 1’alimentation

joue un role trés important dans I’apport en antioxydants exogénes qui vont venir soutenir

I’effet des antioxydants endogénes

[40]

Les mecanismes antioxydants endogenes sont généralement, composés par des

enzymes et sont insuffisants pour rééquilibrer le corps suite aux dégats causés par les ERO
[33] Ainsi I’apport exogeéne en antioxydants naturels est une nécessité %1 Ces antioxydants
naturels incluent en particulier les polyphénols, les caroténoides et les vitamines qui
présentent de divers d'effets biologiques, notamment anti-inflammatoires, antivieillissement,

anti-athérosclérose et anti-cancereux 1.
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Chap. Il Les métabolites secondaires et phytothérapie

1. Les métabolites secondaires

Dans le monde végétal, les molécules naturellement synthétisées peuvent étre
classées en deux grandes catégories : les composés produits dans toutes les cellules et qui
participent a la structure et le fonctionnement de base de ces cellules, tels que les acides
nucléiques, les acides aminés communs, les acides gras et les sucres. Ils sont connus sous le
nom de métabolites primaires et les molécules qui peuvent étre parfois caractéristiques de
certaines familles et/ou especes végétales et qui ne sont pas indispensables a la survie de la
plante. Ce sont les métabolites secondaires (Fig. 1) [42]

La plupart des métabolites primaires exercent leurs effets biologiques au sein de la
cellule ou de I'organisme qui est responsable de leur production, tandis que les métabolites
secondaires, bio-synthétisés en réponse a un stress biotique et/ou abiotique, ont la
particularité d’avoir des effets biologiques sur d’autres organismes, d’ou leur intérét dans

les domaines cosmétique, pharmaceutique et agronomique [43]

Voie shikimate

Voie acetate/
maionate

Cycle de
Krebs

i Voie i
{ mévaionate |

Figure 01 : Les voies du métabolisme cellulaire : Interrelation entre les métabolites
primaires et les métabolites secondaires
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1.1. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il en existe plus de

[44]

200000 qui sont classés selon leur appartenance chimique Les molécules

biologiquement actives sont regroupées en trois classes principales [45]
e Les composes phénoliques ;
e Lesalcaloides et composés azotes ;

e Les composés terpeniques.

Dans notre travail nous nous focaliseront d’une part sur les composés phénoliques du
fait qu’ils présentent de nombreux avantages biologiques, notamment thérapeutiques,
pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires, en particulier, les flavonoides, et d’autre

part, les caroténoides appartenant a la classe des composés terpéniques.

1.1.1. Les composés phénoliques
a) Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules
tres largement répandues dans le regne végétal. Ce sont des produits du métabolisme
secondaire présents au niveau des différentes parties de la plante, depuis les racines
jusqu’aux fruits. Les polyphénols n’exercent pas de fonctions directes au niveau des

activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction
[46,47]

b) Classification des composés phénoliques
Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent toutes un point commun: la présence dans leur structure d’au

moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de
fonctions hydroxyles (OH) (81 on distingue les acides phénoliques (phénols simples), les
flavonoides, les lignanes, les stilbénes, les coumarines et les tannins (495051521 | e tableau

(5) reprend les principales classes de composes phénoliques.
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Tableau 5 : Principales classes des composés phénoliques [53.54].
Squelette carboné | Classe Exemple Structure
Cs Phénols simples Catéchol
% _OM
Ce-C, Acides hydroxybenzoiques p- Hydroxy- 0
benzoique m\s&
Ce- Gy Acides phénylacétiques Phénylacétate
. OH
d'éthyle m
CeCy Acides hydroxycinnamiques Acide caféique
Coumarines Acide ferulique o
Scopolétine
HO
00
HO 00
Ce-C, Naphtoquinones Juglone o
A
L I
T 1
OoH O
C-Cy-Cy Stilbénes Resveratrol oH
HO. = O /@,
|
oH
O
C-Cy-Cy Flavonoides Kaempférol —
Flavonols Quercétine wo_ -.__\__Kl
Anthocyanes Cyamdine l__E
Flavanols Pélargonidine
Flavanones Catéchine . o
Isoflavonoides Epicatéchine
Naringine
(Ce-Ca)r Lignanes Pinorésinol ‘ 'C]'f:-
o
(Ce-C)), Lignines =< _ ' -
o %
rs 193
- l’ - . ..\‘.J
R
-t \::-:: -
(Cis)a Tannins -
i F';' I IIJ¢
MO = O R
S
A
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Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-
coenzyme A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande

diversité de molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe ou d’un

tissu particulier [55] plusieurs milliers de polyphénols ont été identifies dans les plantes

[561 | es noyaux aromatiques de polyphénols peuvent étre synthétisés soit par la voie
shikimates, soit par celle de l'acétate, ce qui permet de différencier deux classes de
composés phenoliques.

Par ailleurs, la voie des polyacétates intervient chez les végétaux supérieurs pour
des composes possedant déja un noyau aromatique obtenu par la voie shikimates. Les
composés obtenus sont dits mixtes (flavonoides) 571 La diversité structurale des COmMpOosés

phénoliques est due a cette double origine synthétique, (flavonoides, stilbenes,...etc) (fig. 2).

Phosphoénol Pyruvate
érythrose 4-Phosphate QUINONES
/ PIGMENTS BRUNS
/ shikimagque
>
|Acide charismique | p [PrENYLALANINE
TYROSINE

i @)@

ACIDES DE LA SERIE

BENZOIQUE PHENYLPROPANOIDES (dérivés
5§‘|[‘g;2'q“f,‘gﬂt’§;ﬁ3{j‘;ﬁ, ~4—de I'amdgs C'"“ﬁm'qlfe}_ Dérivés des acides
) ac.coumarique, cafélque férulique, hydroxycinnamiques
sinapiqueet leurs ester CoA > (a‘uzides ‘chlorogérﬁque
integration dans la subénne , la o .= *
l cutine . la paroi caféovl-tartrique )

Ceraines + 3
Quinones malonyl
Codi

\

ronolignols
TANINS CHS :
hydrelysables @) Lignanes
-CO 2 POD, Lacc
'
FLAVONOIDES !

COUMARINES flavanones, Mlavonols.

coumarines simples, anlhocyanes LIGNINES
furanocoumarings, flavanes 3-ols
coumarines prénylées

ISOFLAVONOIDES
plérocarpanes

STILBENES
reswaratrol

Figure 02 : Grandes lignes de biosynthése des principaux groupes de composés

phenoliques [58]
PAL. Phénylalanine Ammonia Lyase, TAL. Tyrosine Ammonia Lyase, CCR. Cinnamate CoA Réductase, CAD.
Cinnamyl Alcool Déshydrogénase, CHS. CHalcone Synthase, CHI. CHalcone flavanone Isomérase,
TR.Transférase.
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1.1.1.1 Les flavonoides
a) Définition

Le terme "flavonoide”, du grec flavus, jaune en latin”, est le nom générique qui
désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux,
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état

naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides [59.60]

Tous les flavonoides (plus de 6000) possedent le méme élément structural de base,
avec un squelette a quinze carbones qui, a son niveau le plus simple, consiste en deux
cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-

C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le

cycle C [61.621 | 4 figure 3 représente la structure de base des flavonoides [63],

Figure 3 : Structure générale des flavonoides [64].

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers
d'autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements comme les groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl
[65.66]

b) Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central, lequel peut-étre ouvert et recyclisé en un motif
furanique (dihydrofuranone). Le tableau 6 illustre les principales classes de flavonoides [671

De facon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3', 4/,
5" et/ou 6’ (suivant la numérotation présentée pour les flavones,). Un ou plusieurs de ces
groupes hydroxyles sont fréquemment methylés, acétyles, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous forme C-ou O-glycosylés. Les formes

libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones [65.66],
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Tableau 6 : Différentes classes de flavonoides [67]

Classes Structures chimiques R RY RS Exemples
Flavones H OH H Apigémne
r‘f .. OH OH H Lutéoline
= a [OI OH | OCH3 | H | Diosmétme
[{___::.]. _“ =z
Ty
Flavonols R H OH H Kaempférol
.'-'._\-\. '] P- .
M R j @) [ OH OH H Quercétine
Lj/[ I 7 == [TOH [ OH | OH | Myrecéune
Flavanols “If COH OH H Catéchine
Flavanones “f H OH H Naringénine
A _ms
o 1O OH | OH H | Enodictvol
OrT
[
':-,_l
Anthocyanidines s H OH H | Pelargomdme
P
el OH | OH H | Cyanidme
Lx-ﬁ[;l\.;I _ ®= [TOH | OH | OH | Delphémdine
g
=
Isoflavones RY ' R5 R7 F4
or
2 OH | OH | OH | Gensteine
T ) lb:,-;'lh._._ H | OGlu | OH | Daidezine

1.1.2. Les terpénoides
a)Définition

Les terpénoides appelés aussi terpénes, constituent un vaste groupe de métabolites
secondaires, sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine. Le terme
de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont majoritairement

(o8],

d’origine végétale IIs sont synthétisés par les plantes, organismes marins, les

champignons et méme les animaux [6°1,
13



Chap. 1l Les métabolites secondaires et phytothérapie

b) Classification

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpenes
ou monoterpénes en C10, les sesquiterpénes en C15, les diterpénes en C20, les triterpenes
C30, les tétraterpénes C40, et les polyterpénes’®l. Nous prenons I’exemple de la famille
des caroténoides appartenant a la classe des tétraterpénes.

1.1.2.1. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes, possedant un chromophore
caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquant leur couleur jaune-
orangée et leur sensibilité a l'oxydation. Pour cela, les caroténoides sont employés en
industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir colorant. Ils sont également
préconisés en cas de photo dermatose puisqu’ils interférent avec les processus de photo-
oxydation 1],

Quelques exemples de caroténoides :

- Beta carotene : est la forme de carotene la plus répandue. C'est un précurseur de la
vitamine A désigné comme « provitamine A ».

- Lycopéne : est, parmi les caroténoides, le plus présent dans le corps humain et est
antioxydant , c'est un pigment liposoluble rouge que I'on trouve surtout dans la tomate.

Sa couleur est due a ses onze doubles liaisons covalentes carbone-carbone conjuguées
[50]

2. Phytothérapie
Le mot "phytothérapie” se compose etymologiquement de deux racines grecques :

phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante™ et "traitement”. La phytothérapie
désigne le traitement de certaines affections par les plantes, elle exploite, en effet, les
principes actifs naturels de nombreuses plantes, pour en faire notamment des tisanes, des
poudres et des gélules, ou encore des extraits hydroalcooliques.

La phytothérapie revient a la mode depuis quelques années dans les pays
occidentaux et s’appuie sur des traditions millénaires. Une des principales origines vient de
I’Asie ou I'utilisation de plantes médicinales constitue une partie trés importante de la
médecine traditionnelle basée sur 1’idée que ce qui est naturel ne peut étre que bénéfique et
la notion que les plantes médicinales, a défaut d’étre tres efficaces, sont au moins

inoffensives [,
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Les plantes médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la plupart des
cas des especes sauvages d’ou la nécessité de I’identification précise des plantes employées.

Il est nécessaire d'avoir un systéme de classification a la fois simple et rationnel [3],

2.1. Classification des plantes médicinales

D’une manicre générale, les plantes peuvent étre classées en 3 catégories (741 .

e Les plantes alimentaires ou plantes comestibles ; elles représentent une part tres
importante de la ration alimentaire de I’homme et des animaux herbivores.

e Les plantes medicinales ; ce sont les espéces botaniques utilisées en phytothérapie et
médecine populaire pour guérir certaines affections chez 1’homme et les animaux.

e Les plantes poisons ou plantes toxiques ; ce sont les plantes qui peuvent entrainer des

effets toxiques chez les individus qui les ingérent.

L’ Algérie compte dans sa flore un grand nombre de plantes médicinales appartenant a
différentes familles botaniques et poussant aussi bien dans les zones fertiles du sahel que
dans les hauts plateaux et les zones arides et désertiques. Dans le présent travail, nous nous
sommes intéressés a une plante dénommée "Teucrium polium» trés utilisée dans la

médecine traditionnelle contre une large variété de pathologie.
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Chap.lll Teucrium polium L.

1. Description botanique de Teucrium polium L.

La plante T. polium appartient au genre Teucrium et a la famille des Lamiaceae. Elle

se différencie des autres genres de Lamiaceae par la corolle ne possédant qu’une lévre

inférieure a cing lobes [75.76] ce genre est représenté par plus de 340 espéces dont 20 se

trouvent en Algérie, et 12 sous espéces qui ont été signalées par Quezel et Santa. (1962)[77].
T. polium est une plante herbacée, les tiges sont de 10 a 30 cm de hauteur, blanches
tomenteuses portant des feuilles opposees sessiles, linéaires-lancéolées ou oblongues, en
coin et entiére a la base, et a dent arrondie en haut. Le systéme racinaire est de type
pivotant, non ramifié et d’environ de 20 cm de long.
L’appareil reproducteur formé par des inflorescences compactes globuleuses ou

ovoides serrées. Le calice brievement tomenteux, a des dents courtes et corolle a lévre

supérieure tronquée 761,

Partie vegeétative Fleurs et feuilles

Figure 4 : Aspect morphologique de Teucrium polium L. [78]
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2. Taxonomie et systéematique
Selon Quezel et santa la plante T. polium est classée comme suit :
Reégne Plantae

Embranchement  Angiospermes

Sous Emb Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous Classe Gamopétales
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Teucrium

Espéce Teucrium polium L.

Figure 5 : Teucrium polium L. [7°]

3. Noms vernaculaires

Différents noms sont donnés a cette plante et ce en fonction de la population et du
lieu ou on la trouve. Les plus connus sont : khayata, hamzoucha, chandgoura, tayrart,
hamria, djertil, j‘ada, Mezouqach, Takmazzut (targui ou berbére), Jeada (Jordan),
germandrée tomenteuse, polium, pouliot de montagne, germandée tomenteuse
(Francais), Germander (Anglais), poliot (talien) [80811,
4. Répartition géographique

L’espéce Teucrium polium est une plante méditerranéenne, commune dans 1’atlas
saharien, plus rare au Sahara septentrional et au Tassili. Cette plante préfére le soleil et un
sol bien drainé, elle pousse dans les lieux rocailleux et secs, les lits arides, roches et sables
[75.7682] "E|le pousse également dans les lits pierreux des oueds et sur des coteaux a des

altitudes allant de 1200 & 2600 m [83:84],

5. Composition phytochimique

Plusieurs études, basées sur l'analyse des extraits de Teucrium polium par les

méthodes chromatographiques, ont montré la présence de plusieurs composes incluant

s[8586.87.88] |ag jridoides, les tannins, les

principalement les polyphénols et les flavonoide
huiles essentielles, en particulier, les diterpénoideset les monoterpenes [89:9091 des
glycosides phenylethanoides notament le poliumoside B [®2] et des esters d’acides

grasl®®%4 ainsi que des alcaloides [*>%)(Tableau 7).
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Tableau 7 : Principaux composes bioactifs isolés a partir des parties aériennes de Teucrium

polium.
Classe Composés majeurs Références
Flavonoides Lutéoline, apigénine, diosmetine ,cirsimaritine, cirsilole, | [87, 97, 98,
cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3",4’ tétramethoxyflavone, | 99, 100]
salvigenine, apigénine 5- galloylglucoside, apigénine-7-
glucoside, vicenine, lutéoline-7-glucoside ,catéchine
epicatéchine .
Huiles o - pinéne, B - pinéne, myrténal, terpinol, o - humuléne, | [88,90, 101,
essentielles spathulenol, B- myrcéne, germacrene B, germacrene D, | 102]
bicyclogermacréne, linalool, Carvacrol, a-thujéne, camphene.
Glycosides Verbascoside et poliumoside (phénylethanoide) [92, 103]
Diterpenoides | Sept néo-clérodanes (teupolins VI - XII) et onze autres ont éte | [104, 105]
néoclérodanes | isolés.

Quelques structures des principaux composés bioactifs isolés a partir des parties
aeriennes de Teucrium polium sont illustrées dans I’Annexe I.

6. Propriétés thérapeutiques

Teucrium polium est I’'une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle

s 193] En médecine

dans les régions méditerranéennes et ce depuis plus de 2000 an
traditionnelle africaine, cette plante est utilisée dans les périodes de stress, car elle permet
de se relaxer, de se détendre en augmentant la force et la relaxation des muscles. Elle
entraine egalement la diminution de l'anxiéte et lutte contre la fatigue et l'agressivité et
favorise le sommeil et permet également la stimulation de la mémoire, I’augmentation de la
concentration et la lucidité. Cette plante possede également une action bénéfique sur la
digestion. Ses propriétés antistress et antioxydantes permettent de lutter contre le

vieillissement de la peau 1%,

La décoction des parties aériennes de T. polium est employée pour les maux de téte,
les désordres gastro-intestinaux tels que la colite. Elle est également utilisee comme
analgesique, anorexiques, antipyrétique, cholagogue, fébrifuge, tonique, vermifuge et

antispasmodique [92, 107, 108,109]
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Les feuilles Iégerement poivrees, sont couramment utilisées pour préparer le thé et
pour épicer les salades et les fromages de chévres [109] ) g été rapporté que T. polium est

utilisé en infusion pour combattre la goutte, les rhumatismes, la fiévre, la bronchite
chronique et les mucosités abondantes. En bain de bouche, elle soigne les gingivites, et, en

lotion, elle accélére la cicatrisation des blessures [110111]

Actuellement plusieurs travaux scientifiqgues confirment le bien-fondé de ces
notions populaires LT, polium a des effets anti-inflammatoire, antiulcéreux 1121131 Ejle

posséde aussi des effets sur le foie, les reins, I'estomac, le cerveau, des activités

[114] [115]

antidiabétiques, antioxydants, antimicrobiens , anticancéreuses et des effets

hypolipidémiques 6], L°extrait hydro alcoolique de la tige et des feuilles a un effet sur
I’hypertension [117]

6.1. Propriétés antioxydantes

Plusieurs travaux de recherches ont montré que Teucrium polium a des activités

antioxydantes in vivo et in vitro (81181191

6.2. Effets antidiabétiques

La dysfonction endothéliale est la principale cause de complications vasculaires du
diabéte. L’extrait hydro-alcoolique de T. polium permet d’améliorer le dysfonctionnement
endothélial en améliorant de maniére significative la réponse vaso-relaxante des anneaux
aortiques a l'acétylcholine (Ach). L'analyse en temps réel de la réaction en chaine par
polymérase (PCR) a montré que T. polium et la metformine augmentaient significativement
l'expression de la NOS, tandis qu'elles diminuaient 1I’expression de VCAM-1 dans le tissu
aortique des rats diabétiques (2%,

Autre étude indique que I'extrait de T. polium induit la production d'insuline et
améliore la masse de cellules b dans le pancréas par la régulation des facteurs de
transcription pivot des cellules béta-pancréatiques Pdx1 dans la voie JNK. D’autre part, les
composés bioactifs deT. polium par leurs propriétés antioxydantes protegent les cellules

pancréatiques du stress oxydatif (Figure 6) 124,
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Figure 6 : Teucrium polium inverse les symptomes du diabete induit par la streptozotocine
chez le rat en rééquilibrant les expressions Pdx1 et FoxO1 121,

6.3. Effets anticancéreux

Il a été montré que I’extrait décocté des feuilles de T.polium a un effet sur le cancer
du foie 22, Teucrium polium peut également inhiber I’invasion cellulaire et les capacités
de métastase des cellules cancéreuses de la prostate humaine grace a la restauration du
complexe E-Cadhérine/ Caténine, en outre, elle peut provoquer une apoptose massive dans
deux lignées de cellules cancéreuses des poumons humains [123-1241 pPar ailleurs, cette plante
peut inhiber le cancer gastrique. En effet, les nanoparticules d'argent (AgNPs) sont l'un des
nanomatériaux les plus fréquemment utilisés dans les domaines industriels et biomédicaux
en raison de leur stabilité chimique, de leur bonne biocompatibilité, de leurs propriétés
antimicrobiennes et anticancéreuses, de leur conductivité électrique elevée et de leurs
excellentes propriétés optiques ; en utilisant I'extrait de feuille de Teucrium polium pour
produire ces nanoparticules d'argent stables. Ces dernieres présentent une activité

anticancereuse significative contre la lignée cellulaire de cancer gastrique humain MNK45
[125]

6.4. Propriétés cicatrisantes

L’application topique de 10% (p/p) de pommade T. polium arévéle une
amélioration de la cicatrisation des plaies apres 14 jours d'expeérience. La plante étudiée a

une grande marge de sécurité pour l'utilisation répétée et favorise de maniére significative

la cicatrisation des plaies en accélérant la réépithélisation 12261,
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Protection contre la radiation vy

L’administration d'extrait de T. polium permettrait d’améliorer les 1ésions cérébrales
induites par le rayonnement y par l'atténuation du stress oxydatif, la régulation du BDNF et
la suppression du S100B. L'administration de T. polium avant et apres irradiation était plus

efficace que I'administration uniqguement avant irradiation [127],

7. Données toxicologiques

7.1. Toxicité orale aigué et subaigué

Les tests de toxicité aigué et subaigué ont montré que l'extrait de T. polium n’a
produit aucun changement significatif chez les animaux testés. L'examen histopathologique
du foie et des reins n'a révélé aucun changement nuisible ni altération morphologique (16 g
/ kg d’extrait de T. polium pour la toxicité aigiie et 500 et 1000 mg / kg d’extrait de T.

polium pour la toxicité sub-aigue) [*281.

7.2. Toxicité hépatorénale

Une étude montre que la T.Polium a 3, 10, 30 et 100 mg / kg de poids corporel n'a
pas affecté les caractéristiques fonctionnelles et structurelles dans les tissus hépatiques et
rénaux. Cependant, a une dose supérieure a 200 mg / kg, la plante a provoqué des

dommages au niveau des tissus hépatiques et rénaux 1281,

7.3. Effet de I'extrait de plante Teucrium polium pendant I'embryogenése

Teucrium polium peut avoir des effets trés toxiques a un stade précoce de
I'embryon. Par conséquent, il est important d'alerter les femmes enceintes pour éviter la
consommation de cette plante pendant la grossesse. Environ 95% des embryons exposés a
Teucrium polium sont decédes apres 1 a 3 jours de traitement. L'examen macroscopique n'a
révélé aucune anomalie dans ces embryons. Cependant, I'analyse qPCR du facteur 3 de
transcription d'activation, du lymphome B 2, de la caspase 8, de la sous-unité béta A de
I'inhibine, du facteur de croissance endothélial vasculaire C et des genes Cadherin-6 de type
2 a révélé que ces genes sont considérablement dérégulés dans le cceur et les tissus
cérébraux d'embryons exposés a Teucrium polium par rapport a des tissus appariés

provenant d'embryons non exposés [12°1
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Chap. VI Matériel et méthodes

Matériel et méthodes
1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Teucrium polium. La récolte
de la plante a été effectuée le 15 juin 2019 dans la région d’Achabou (fig.7) commune de
Teffreg wilaya de Bourdj Bou Acrreridj.

Figure 7 : Image montrant la situation géographique de la région d’étude (Google
earth).

La quantité de la plante fraichement récoltée (feuilles fraiches) apres nettoyage était
1220g. Les feuilles récoltées ont été séchées a 1’ombre pendant 6 jours. Le broyage a été
effectué par un broyeur électrique de type Moulinex 220-240 V made in Spain. La quantité

de la poudre obtenue est de 438,64g.
Le tamisage a été¢ effectué afin d’obtenir une poudre de granulométrie inférieure a

125 um. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons en verre, fermés

hermétiquement, a 1’abri de la lumiére dans un réfrigérateur (T°= -4C").
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(1)

Figure 8 : Images montrant les étapes de préparation de la poudre de Teucrium polium : (1)
séchage, (2) broyage, (3) tamisage.

2. Analyse physicochimique
2.1. Détermination du taux d’humidité

La détermination du contenu en humidité des plantes médicinales permet de vérifier
la bonne conservation ainsi que le bon conditionnement de celles-ci. Il faut, en outre tenir
compte de cette teneur en eau dans les dosages de principes actifs .D’aprés les normes
décrites dans la pharmacopée européenne (2000), cette teneur ne doit pas dépasser les 12
%.

a) Teneur en eau

La teneur en eau de la plante a été déterminé comme suit : Pesée 1kg de la plante
fraiche puis la sécher a 1'ombre et a température ambiante (a 1’air libre) pendante 6 jours,
aprés le séchage la plante est pesée une deuxiéme fois pour déterminer la diminution du
poids.

H% = [(poids a - poids B) / poids a] x 100%
Considerons ;

a— Poids de I’échantillon "plante fraiche".
— poids de I’échantillon "plante séche".
H% — taux d’humidité exprimé en pourcentage.

b) Humidité de la poudre

L'humidité de la poudre a été déterminée par la méthode de séchage a I'étuve. Une
quantité de 2g de poudre est placee sur un verre de montre préalablement taré. Le verre et

son contenu sont ensuite placés dans une étuve type Memmert a 105°C pendant 24h.Aprés
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refroidissement dans un dessiccateur renfermant un desséchant (gel de silice), le verre de

montre est pesé. L expérience a été répétée 3 fois.

\

m m
H=——x100
- 7 m
Considérons ;

m: masse de 1’échantillon avant le séchage ;
m*: masse de I’échantillon apres le séchage = masse (creuset + échantillon) — masse du
creuset vide.

2.2. Détermination du taux de cendre

Le taux de cendre est déterminé apres minéralisation par voie séche, dans un creuset
en porcelaine, préalablement taré. On introduit 2g de poudre végétale dans un four a moufle
de type memmert a une température de 800C° pendant 10 heures jusqu'a I'obtention des
cendres blanches (toute la matiere organique brile et on ne récupére que la partie

inorganique de 1’échantillon), on laisse refroidir dans un dessiccateur et on pése.
M-M
Calcul :T = —— x 100

M : masse finale (creuset + cendres totales)
M": masse du creuset vide
E : prises d’essais de la matiere

E : prises d’essais de la matiére

2.3 Teneur en matiére grasse

L’extraction de la matiére grasse totale (MG) a été effectuée par un appareil de type
Soxhlet. Tout d’abord la cartouche contenant la prise d’essai broyée (10g de poudre de
Teucrium polium) est placée dans 1’appareil a extraction. Une quantité nécessaire (250ml)
de solvant (éther de pétrole) est versée dans le ballon, puis ce dernier est adapté a 1’appareil
d’extraction a chauffage électrique. Aprés une extraction d’une durée de 8 h, 6h ou 4h,
I’appareil est éteint et laissé refroidir. Le solvant est éliminé par évaporation dans un
rotavapeur. Le taux de matiere grasse brute est déterminé gravimétriqguement selon la
méthode directe qui consiste a peser 1’huile obtenue apres évaporation du solvant

organique.

Le taux de la matiére grasse est calculé par la formule suivante :
P1 — P2
MG(%) = WXlOO
P2 : poids du ballon vide.
P1 : poids du ballon aprés évaporation.

ME : masse de la prise d’essai.
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MG : taux de la matiéere grasse.

3. Etude phytochimique

3.1. Preparation des extraits

La préparation des extraits de Teucrium polium a été réalisée par la méthode de
macération (fig. 9). Des quantités del5g de la matiére végétale ont été extraites a 1’aide de
100 ml de différents solvants (méthanol 70%, acétone 70%, éthanol 70%, acétate d’éthyle
70% et eau distillée), avec une agitation continue pendant 24 heures a température
ambiante. Aprés extraction, le mélange a été filtré a I’aide d’un papier filtre. Une deuxiéme
extraction, dans les mémes conditions, a été effectuée afin d’obtenir un maximum de
substances actives. Le filtrat obtenu est soumis & un rota vapeur pour éliminer le solvant.

Les extraits séchés ont été stockés a -4 °C avant analyse.

() (b) (©

Figure 9 : Etapes de préparation des extraits de Teucrium polium par macération : (a) et (b)

macération sous agitation, (c) filtration.

3.2. Calcul du rendement
Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de 1’extrait
obtenu et la masse de la matiére premiere végétale aprés séchage. Ce rendement est
exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
R% = ([MEX] / [MMV]) x 100
MMV : masse de la matiere végétale séchée et laminé (g)
MEX : masse de I'extrait obtenu aprés évaporation (g)

3.3. Dosage des composées phenoliques

Les teneurs en composés phénoliques totaux des extraits ont été estimées a 1’aide de
la méthode de Folin-Ciocalteu %% Brigvement, des aliquotes (200 L) des différents

extraits de Teucrium polium ou de solution d’acide gallique (50, 100, 150, 200, 250 et 300
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png/mL) correctement diluée ou étalonnée, utilisées pour établir la courbe d’étalonnage
(annexe 1), ont été ajoutées a 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (10 %). Le mélange a été
soigneusement mélangé par agitation, puis incubé a la température ambiante pendant 5 min,
avant 1’ajout de 800 puL de NaxCOs (7,5 %). Tous les échantillons ont été incubés a la
température ambiante dans I’obscurité pendant 02h. L’absorbance des mélanges bleus a été
enregistrée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible a double faisceau
(Shimadzu UV-1601, Japon). La teneur totale en phénols a été exprimée en milligramme
d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g d’extrait sec en utilisant une équation obtenue a

partir de la courbe standard de I’acide gallique : Y = 0,006 X +0,013 (R? = 0,998).

3.4. Teneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits ont été mesurées a 1’aide d’une méthode
colorimétrique [131] "en utilisant la quercétine pour préparer la courbe d’étalonnage (Annexe
I11). Un volume de 1 mL de chaque extrait ou de solution étalon (quercétine) a différentes
concentrations (2,5, 05, 10, 20, 30, 40 et 50 pg/mL) est réagi avec 1 mL de chlorure
d’aluminium (2 %). Apres incubation a température ambiante pendant 1h, 1’absorbance du
mélange réactionnel est mesurée a 430 nm. La teneur totale en flavonoides a été exprimée
en milligramme d’équivalent de quercétine (QE)/g d’extrait en utilisant la courbe
d’étalonnage : y = 0,0315x -0,0273 (R? = 0,998).

3.5. Détermination des pigments lipo-solubles

Les teneurs en [-carotene, en lycopéne et en chlorophylle des différents extraits ont
été déterminées par spectrophotométrie 132.Chaque mélange est filtré & I’aide de papier
Whatman N° 4. L’absorbance des filtrats a été mesurée a différentes longueurs d’onde : 453
nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La teneur en pigments a été calculée selon les équations
indiquées ci-dessous et les résultats ont été exprimés en mg de chlorophylle, de
caroténoide, de lycopéne ou de B-caroténe/g d’extrait.
- B-Carotene (mg/100 ml) = 0.216 x Ases - 1.22 x Agas — 0.304 x Asgs + 0.452 X Assa.
- Lycopene(mg/100 ml) = -0.0458 x Agss + 0.204 x Agss — 0.372 x Asgs + 0.0806 x Assa
- Chlorophyll a (mg/100 ml) = 0.999 x Aesz - 0.0989 x Agas.
- Chlorophyll b (mg/100 ml) = - 0.328 x Ases + 1.77 X Asuss.
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4. Activités anioxydantes
4.1.Activité de balayage des radicaux libres DPPH

Les capacités anioxydantes des extraits de Teucrium polium ont été mesurées a
I’égard de I’absorption de la solution méthanolique de couleur pourpre de 2,2-
diphénylpiprylhydrazyl (DPPH) [133] e DPPH est dissout dans 100 ml de méthanol pour
préparer une solution mere, la solution étalon de travail a été préparée en diluant la solution
meére de DPPH avec du méthanol pour obtenir une absorbance de 0,98 (+0,02) a 517 nm.
Un volume de 100 uL de chaque extrait a différentes concentrations ont été ajoutés a 2,5 ml
de la solution méthanolique de DPPH. Les mélanges sont agités puis incubés a 1’obscurité
pendant 30 min, I’absorbance de la solution résultante a ét¢ mesurée a 517 nm. L’activité de
scavenger des extraits a été évaluée selon la formule :
Pourcentage de scavenging = 100 X (A control =A échantition)/A control.
OuU A control Teprésente 1’absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs sauf

I’extrait testé), et A schantillon représente 1’absorbance du 1’extrait testé.

5. Analyse statistique

Tous les essais ont été répétés trois fois et les résultats ont été exprimés par la moyenne
+ la déviation standard. Des comparaisons statistiques ont été effectuées avec le test Student t

ou les tests ANOVA. Les différences ont été jugées significatives a p< 0,05 ou a p< 0,01.
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Résultats

1. Résultats de I’étude physicochimique

1.1. Teneur en eau des feuilles fraiches de Teucrium polium

Les analyses ont révélé que les feuilles fraichement récoltées présentent une teneur
importante en eau soit 64.09% (Fig.10). Cela signifie que 1’eau occupe 2/3 du poid de
Teucrium polium.

@ Leau  ® atiere seche

Figure 10 : Teneur en eau de Teucrium polium.

1.2. Taux d’humidité de la poudre de Teucrium polium

Les résultats du taux d’humidité montrent que la poudre utilisée dans la présente
étude est conforme aux normes de la pharmacopée européenne avec une valeur moyenne de
5,83 £ 0,09%.

® |Matiére organique = Humidite

94,17 %

Figure 11 : Taux d’humidité de la poudre de Teucrium polium.
1.3. Taux de cendre
Les résultats du taux d’humidité montrent que la poudre utilisée dans la présente
étude est conforme aux normes de la pharmacopée européenne avec une valeur moyenne de
5,10 £ 0, 155%.
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Cendres

Figure 12 : Taux de cendres

1.4. Teneur en matiére grasse
Dans la présente étude, les résultats du dosage de la fraction lipidique ont montré

une teneur moyenne de 1,42%= 0,025%

E Matiere grasse

1,42 %

Figure 13 : Taux des lipides dans la plante Teucrium polium

2. Résultats de I’étude phytochimique

2.1 Rendements d’extraction

Cinq solvants ont été utilisés pour I’extraction des composés bioactifs a partir de la
partie aérienne de Teucrium polium. La figure 14 illustre les résultats des rendements
d’extraction de Teucrium polium. Les résultats obtenus montrent que le rendement
d’extraction varie en fonction du solvant utilisé. Le taux le plus élevé a été détecté dans
I’extrait méthanolique (24.14+ 1.7 mg/g),suivi par I’extrait éthanolique (23.25 = 1.2mg/g),
puis I’acétone (19.24+ 0.17mg/g), I’extrait aqueux (17.44 + 1.1 mg/g) et en fin 1’éthyl

acétate qui a montré le rendement le plus bas (9.09 + 0.11 mg/qg).
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Figure 14 : Histogrammes montrant le rendement d’extraction de Teucrium polium.

Afin d’évaluer quantitativement les différentes classes de substances actives des
extraits de Teucrium polium, un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, et des

pigments liposolubles a été effectué.

2.2 Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats du dosage des composés phénoliques montrent que les teneurs en
polyphénols varient entre 15,46 + 0,18mg EAG/g ES et 246,36 + 0,48 mg EAG/g ES. La
teneur la plus élevée a été détectée dans I’extrait méthanolique (246,36 + 0,48 mg EAG/g
ES) suivi de I’acétone 215,25+ 2,46mg EAG/g ES, I’extrait éthanolique 178,11 £+ 2,66 mg
EAG/g ES, I’extrait aqueux 72,08 +0,11et 1’éthyl acétate (15,46+ 0,18 mg EAG/g ES).

300

250

215,25

200

178,11

150

100 72,08

Polypfenols: pg/mg d'ES

50

15,46

methanol acétone ethanol ethyle acet aqueux

Figurel5 : Histogrammes montrant les teneurs en polyphénoles totaux des différents

extraits de Teucrium polium
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2.3 Teneurs en flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides des différents extraits de T. polium sont représentees
dans la figure 16.
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Figure 16 : Histogrammes montrant les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits

de Teucrium polium

D’aprés les résultats obtenus, il apparait la aussi que les teneurs en flavonoides
totaux varient en fonction du solvant utilisé.

L’extrait éthanolique présente la plus grande concentration en flavonoides avec une
valeur moyenne de 29,75+ 1,09 mg EAG/g, suivi de I’acétone avec une concentration
moyennede 21,11+ 1,09 mg EQ/g DE, puis I’extrait méthanolique (18,15 £0,38 mg EQ/g
DE), I’extrait aqueux (13,72 +0,06 mg EQ/g DE), et I’éthyl acétate (11,83+ 0,88 mg EQ/Q).

2.4 Teneurs en pigments liposolubles

Le tableau 08 montre la teneur en pigments pour les different extraits. On peut voir
que le méthanol, I’ethyl acetate et 1’éthanol présentent les concentrations les plus élevées en

chlorophylle a et b, lycopéne et b—caroténe.
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Tableau 8: Teneur en pigments liposolubles (mg/g d’exrait sec) et en matiere seche des

different extraits de Teucrium polium.

Pigments | chiorophylle a | Chlorophylle b | Lycopéne B- caroténe

Extrait (mg/g d’extrait | (mg/g d’extrait | (mg/g d’extrait | (mg/g d’extrait
sec) sec) sec) sec)

Méthanol 326,4774 247,264 30,516 54,332
Ethyl acétate 169,9989 64,074 2,1626 52,108
Ethanol 89,95 39,968 3,36468 11,184
Acétone 74,50984 1,2972 / 16,8452
Eau 3,45794 17,932 / 0,932
Matiere seche 32,96622 45,4312 4,67562 /

3. Activité antioxydante

3.1 Activité scavenger a I’égard du radical libre DPPH

L’évaluation de pouvoir anti-radicalaire d’un extrait de plante peut se fait par
différents tests in vitro. La méthode choisie pour 1’évaluation des extraits préparés dans
cette étude est le piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats obtenus révéelent que 1’extrait acétonique semble étre le plus actif avec
une ICsp égale a 0.96 mg/ml suivi de 1’extrait méthanolique avec une valeur de 1.21 mg/ml.

La capacité¢ antioxydante des extraits étudiés est classée dans I’ordre décroissant
suivant : acétone > methanol >éthyl acétate > eau.

Dans ce test, plusieurs antioxydants standards ont été utilisés a des fins
comparatifs.La quercétine, la vit c et le BHTont montré une activité antiradicalaire tres

puissante avec des ICsp de 0,142 mg/ml, 0,103 mg/ml et 0,65 mg/ml, respectivement.
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Figure 17 : Histogrammes montrant 1’activité scavenger des différents extraits de Teucrium
polium a I’égard du radical DPPH.
Discussion

Selon plusieurs études ethnobotaniques concernant différentes plantes médicinales,
les feuilles semblent la partie de la plante majoritairement utilisée dans diverses
préparations thérapeutiques et les pourcentages retrouvés sont de : 31% [1341 " 4694 (2351
51,22%, (1361 et 6796 [137],

Dans la présente étude, 1’analyse des parameétres physicochimiques de Teucrium
polium a montré un taux d’humidité de 5,83% et un taux de cendres de 5,10%. Ces résultats
sont inférieurs a ceux de Fettah., (2019) qui a rapporté des valeurs de 8,5% pour le taux
d’humidité et 12,4% pour le taux de cendres.

Il importe de noter que les valeurs obtenues n’a y ont pas dépassé les normes
décrites dans la pharmacopée européenne i.e. le taux d’humidité ne dépasse pas 10 % etle
teneur en cendres totales est inférieure a 14,0 %, ceci confere a la poudre étudiée une

meilleure conservation & long terme (1381,

La premicre étape cruciale de 1’étude des antioxydants naturels issus des plantes est
I’extraction. Plusieurs études ont signalé des variations dans les rendements d’extraction en
fonction de la technique et du solvant d’extraction utilisés [139,140.141,142] 'En comparant nos

résultats a ceux des travaux antérieurs, les rendements obtenus sont largement supérieurs a
ceux rapporté par Krache, Boumerfeg, Sharififar, hasani et Ljubuncic dont les valeurs sont
de7.58 £ 0.21%, 20.07 £ 1.03 %, 14,9%, 14% et 11.5% respectivement.

Les analyses phytochimiques des extraits de plantes est également une étape

préliminaire, d’une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants
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bioactifs responsables des vertus thérapeutiques 471 Les résultats de D’étude
phytochimique a montré des teneurs variables en polyphénols et en flavonoides en fonction
du solvant d’extraction utilisé. En effet, ces différences en composés phénoliques et
flavonoidiques peuvent étre dues, en plus du solvant utilisé, au temps d'extraction,

 [148]

température d'extraction .. . Il est intéressant de noter aussi que le pH, le rapport

solide/liquide et la taille des particules peuvent influencer de facon significative la teneur en
substances actives d’un extrait brut 1481,

Dans le cas de T. polium, I'utilisation de solvants polaires est plus indiqué du fait
gu’elle est largement consommée comme tisane, le caractére physique d’hydrophilie est

souhaitable pour ces phyto-médicaments [141:150. 1511

A La lumiére de nos résultats, nous avons en accord avec Ghazghazi, que ’extrait
méthnolique est le plus riche en polyphénols.

Dans la présente étude, Notre plante montre des valeurs importante en pigments
liposolubles, Ceci concorde avec Fondom, que les plantes a fleurs blanches présente des
concentrations trés eélevées en chlorophylles totaux.

Au vu des résultats obtenus, nous pouvons retenir que T. polium, comme d’autres
Lamiacées, est plus riche en divers métabolites secondaires, ce qui explique I’intérét et
I’attention particuliere portée a cette plante par plusieurs chercheurs [152, 154],

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilisé pour I’évaluation des
activités antioxydantes en raison de sa stabilité, rapidité et simplicité [15815 || 3 été
montré que le mécanisme d’action d’un antioxydant sur le DPPH dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant [144,157] ' Dautre part, I’activité anti radicalaire
dépendant également du nombre, de la position, de la nature des substituants sur les cycles
B et C (groupements hydroxyles, metaxyles et glycosyles) et le degré de polymérisation
[158,159]

En effet, cette activité dépend non seulement de la structure mais aussi de la
concentration. Selon I’existe une corrélation entre la teneur en composés phénoliques et la

capacité antioxydante des extraits de plantes [143] Ceci corrobore aves les résultats obtenus

ou il a été constaté que les extraits acétoniques et méthanolique, ayant une forte teneur en

polyphénols, sont ceux qui ont montré une forte activité antioxydante.
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable en substances et
composés naturels bioactifs, Leurs utilisations en phytothérapie ont suscité de nombreux
intéréts scientifiques particuliérement dans la recherche biomédicale.

Le présent travail repose sur 1’étude physicochimique, phytochimique et I’activité
antioxydante de différents extraits de Teucrium polium préparés a partir de différents
solvants soit : le méthanol, 1’éthanol, 1’éthyle acétate, I’acétone, et I’eau par macération des
parties aériennes de cette plante appartenant a la famille des lamiaceae, 1’une des familles
les plus importantes dans la flore de I’ Algérie.

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis d'avoir une idée sur le profil physio-
chimique, phytochimique et la capacité antioxydante de Teucrium polium. L’analyse
quantitative des extraits étudiés révéle que cette plante est riche en polyphénols,
flavonoides et pigments liposolubles. D’autre part, I’étude du potentiel anti-radicalaire
effectué par la méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a montré que la plus part des
extraits exhibent un pouvoir antioxydant important, toutefois, 1’extrait méthanolique a
donné les meilleurs résultats dans la pluparts des paramétres étudiés suggérant ainsi
I’éventuelle utilisation de cette plante dans le domaine pharmaceutique, agro-alimentaire,
cosmétique .

L’ensemble des résultats obtenus in vitro restent préliminaires, d'autres études sont

nécessaires pour approfondir les connaissances sur la plante étudiée a savoir :

+ Une identification et isolement des composés de cette plante par des techniques
d’analyse avancées (HPLC), et leur application in vivo pour une identification plus
précise et détermination de leur toxicité.

+ Elargir le spectre de I’activité anti oxydante in vitro et in vivo.

+ Orienter 1’étude vers d’autres activités biologiques telles que les activités
antifongique, antiinflammatoire, anticancéreuse,...etc. et détermination des
mécanismes d’action des composes actifs.

+ Reéaliser des études sur les autres parties de la plante. Envisager la formulation d’un

médicament a base de la plante.
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Annexe | : Structure des métabolites secondaires isolés a partir des parties aériennes deT.
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Annexe 11 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.
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Résumé

Teucrium polium est une plante médicinale aromatique appartenant a la famille des lamiacées et est
utilisée depuis longtemps dans la médicine traditionnelle Algérienne.

L’objectif de cette étude est de quantifier les substances bioactives contenues dans la partie aérienne
de T polium, particuliérement les polyphénols et les flavonoides et d’évaluer leurs propriétés antioxydante.

L’échantillon a été¢ soumis a une macération dans le méthanol, 1’éthanol, 1’acétone, 1’éthyle acétate et
I’eau. Les rendements obtenus sont respectivement de 24,14%, 23,25%, 19,24%, 9,09%, 17,44%.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides dans les cing extraits montrent la richesse
de cette espece en métabolites secondaires et particuliérement en polyphénols et flavonoides.

L'étude de D’activité antioxydante des différents extraits de Teucrium polium par la méthode de
piégeage du radical libre DPPHa montré que tous les extraits présentent d’importantes propriétés
antioxydantes. L’extrait acétonique a montré la plus forte activité anti-radiculaire avec une ICsy égale a 0.96
mg/ml suivi de I’extrait méthanolique avec une valeur de 1.21 mg/ml. La capacité antioxydante des extraits
étudiés est classée dans ’ordre décroissant suivant : acétone > méthanol >éthyl acétate > eau.

Les résultats obtenus sont prometteurs et ouvrent des perspectives dans le domaine de 1'utilisation des
substances naturelles qui peuvent étre une alternative valable pour remplacer les produits chimiques.

Mots clés : Teucrium polium, Polyphénols, Flavonoides, Activité Antioxydante.

Abstract
Teucrium polium is an aromatic medicinal plant belonging to the lamiacea and has long been used in

traditional Algerian medicine.The objective of this study was to quantify the bioactive substances contained in
in the aerial part of T polium, particularly polyphenols and flavonoids and to evaluate their antioxidant
properties The sample was macerated in methanol, ethanol, acetone, ethyl acetate and water, and the
extraction yields were 24.14%, 23.25%, 19.24%, 9.09%, 17.44% respectively.

The quantification of total polyphenols and flavonoids in the various extracts showed the richness of this
species in secondary metabolites particularly in polyphenols and flavonoids.
The study of the antioxidant activity of the various by the DPPH free radical scavenging method showed that
all extracts exhibit significant antioxidant properties.
The acetone extract showed the activity with an 1C50 equal to 0.96 mg / ml followed by the methanolic
extract with a value of 1.21 mg / ml. The antioxidant capacity of the extracts studied is classified in the
following descending order: acetone> methanol> ethyl acetate> water. Acetonic extract showed the strongest
antioxidant activity with an 1C50 equal to 0.96 mg/ml followed by methanolic extract with a value of 1.21
mg/ml. The antioxidant capacity of the studied extracts is in c in the following order: acetone > methanol
>ethyl acetate > water .
The obtained results are promising and open new perspectives in the field of of the use of natural substances
as alternative to chemicals.
Keywords: Teucrium polium, Polyphenols, Flavonoids, Antioxidant Activity
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