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Glossaire

American Type Culture Coallection (ATCC) : est une société privée américaine sans but
lucratif, centre de ressources hiologiques, dont la mission se concentre sur l'acquisition,
I'authentification, la production, la conservation, le développement et la distribution de la norme
de référence de micro-organismes.

Souche ATCC : est une souche de référence utilisée dans le contr6le microbiologique des
antimicrobiens.

Antifongique ou antimycosique : Se dit d’'un médicament qui agit contre les infections
provoquées par les champignons ou les levures parasites.

Antiseptique: ce qui détruit les microbes et évite I'infection.

Aromatogrammes : est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles. Cet examen est donc I'égquivalent d'un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplacés par des huiles essentielles.

Aseptique : empéche la contamination bactérienne, virde ou provenant dautres
mi croorgani smes.

Bactéricide: sedit d' une substance qui inhibe et tue la bactérie.

Bactériostatique : se dit d’ une substance qui blogue mais ne tue pas la bactérie
Chromatogramme: ¢’ est I'image ou le diagramme obtenu par chromatographie

Inoculum : Echantillon contenant des germes vivants, destiné a étre introduit au sein d'un
milieu favorable a sa multiplication, afin de I'identifier, de I'éudier ou d'en produire une
quantité supérieure.

MC Farland : est I'unité de mesure de la densité pour préparer les suspensions des
microorganismes, il est utilisé lors de la préparation des inoculums bactériens pour les tests de
sensibilité aux agents microbiens.

Membrane : structure biologique formée de feuilles comportant une bicouche lipidique ou sont
insérées diverses proténes.

Moisissure : Champignon microscopique, de couleur verdétre ou blanchétre, qui se développe a
lafaveur de I’humidité et le plus souvent de I’ obscurité, a la surface des substances organiques
dont il entraine une atération.

Pouvoir rotatoire, également appelé activité optique est la propriété qu'ont certains milieux de
faire tourner le vecteur d'un faisceau lumineux les traversant.

Streptocoque : Les streptocoques regroupent un vaste ensemble de micro-organismes
ubiquitaires et qui comprend de nombreuses especes. En raison de leur nombre, on distingue les
espéces pathogenes des especes commensal es et saprophytes

Temps de rétention (Tr) :C'est le temps que met le soluté a sortir de la colonne c’'est a dire le

temps écoul é entre I injection et le maximum du pic du composé €l ué.
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Introduction générale

Malgré I’ essor de la médecine occidental e, |a médecine traditionnelle occupe encore une
place prépondérante dans le systéme de santé et demeure un recours incontournable pour les
populations en matiére de soins de santé primaires. Les médicaments a base de plantes sont
largement utilisés de nos jours, aussi bien dans les pays en voie de développement ou les
« tradipraticiens » jouent un réle considérable, que dans les pays industrialisés ou ils sont
surtout employés en automedi cation.

Les plantes médicinales, produits d’ origine vivante, ont des caractéeres fondamental ement

différents des produits chimiques de synthese. Pour tirer un réel avantage de I'usage des
plantes médicinales et contribuer a pallier a la problématique environnementale et sanitaire
induite par I'industrie de la médecine conventionnelle, il devient impératif d'initier des
travaux de recherches scientifiques pour I’ exploitation rationnelle des vertus indiscutables des
plantes de la pharmacopée. La finaité est de parvenir a la production de nouvelles
préparations a base d’ extraits naturels (des phytomédicaments) qui seraient efficaces contre
tout type d’infections, a moindre codt, performantes et accessibles a tous.
Bien que I’ Algérie soit dotée d’une biodiversité immense de nature hétérogéne, renfermant
une richesse inestimable de plantes, il y a peu d’ efforts consacrés au développements et a la
valorisation des agents thérapeutiques de ces plantes, leurs exploitations restent faibles et
limitées.

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés a étudier Thymus Nummularuis et
I”Eucalyptus Globulus, plantes répandues et trés fréquemment employées dans le pourtour
méditerranéen.

L'objectif principal de notre travail vise d’ abord, a démontrer la richesse de nos plantes en
extraits actifs et utiles, puis a déterminer la bio activité des différents extraits. L’ étape finale
concerne la préparation de formulations pharmaceutiques (sirops et pommades).Des
caractérisations et contrbles sont réalisés a chague éape au moyen danayses
d'échantillonnage, |e tout pour assurer la qualité, I'efficacité et |a sécurité des produits finis.

Ce mémoire est structuré en deux parties :

La premier partie traite une synthese bibliographique visant a présenter des géenéralités sur:
Les médicaments, les plantes étudiées, les huiles essentielles et les polyphénols,
La deuxiéme partie concerne I’ expérimentation et le traitement des résultats obtenus, elle est

structurée en trois axes de recherche:

-
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Le premier axe concerne |’ extraction, le screening phytochimique et la caractérisation des
extraits des deux plantes,

Le second axe est réserve a:
e L’éude delabio activité (pouvoir antibactérien, activité antioxydant) des HEs et des
meétabolites secondaires de chacune des deux plantes.
e Ala préparation et le controle de deux formulations pharmaceutiques (sirops
antibactérien a base d' HEs et pommades antioxydante a base des polyphénols.
L"axe final est consacré au traitement des résultats obtenus.

-
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1. Médicament

1.1. Définition

Un médicament est toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives al’ égard des maladies humaines ou animales.

Il est administré, en vue d’ établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunol ogique ou
meétabolique.

Un médicament est une composition de molécule biologiquement active dite « principe actif»
avec d' autres substances appel ées « excipients » qui permettent I’ obtention de sa forme finale,

sadiffusion dans |’ organisme et sa conservation [1].

1.2. Différentes formes des médicaments
Plusieurs formes galéniques existent pour un médicament on distingue : les formes solides,

liquides et semi solides.

1.2.1. Formeliquide
Les formes liquides peuvent étre des solutions, des suspensions ou des émulsions. La stabilité
est I"une des propriétés exigée pour les formes liquides. Si la substance est en solution dans

un volume liquide important, on parle généralement d’ un sirop ou d’ une potion [1].

1.2.2. For me semi-solide

Préparations semi-solides pour application cutanée, destinées a étre appliquees sur la peau ou
sur certaines muqueuses afin d exercer une action locale ou transdermique de P.A. Elles sont
également utilisées pour leur action émolliente ou protectrice. Elles présentent un aspect

homogene.

2. Généralitéssur lessirops

2.1. Définition

Selon la pharmacopée européenne, un sirop est une forme galénique liquide qui contient un
ou plusieurs principes actifs administré par voie orale. Les sirops sont des solutions aqueuses
contenant du sucre (saccharose ou un autre sucre) et au moins un principe actif soluble dans
I"eau. Ils sont préparés par une dissolution d une forte proportion de sucre dans un liquide

agueux [2].

-
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2.2. Composition du sirop
e Levéhicule: c'est leliquide danslequel le sucre est dissous (ex : eau purifiee).
e Lesucre: lesucre utilisé est le saccharose (sucre blanc), selon la pharmacopée, un
sirop doit avoir une concentration de 45% de sucre [2]. Le sucre joue un role
important dans la conservation du sirop et méme pour masquer le golt désagréable des

principes actifs et excipients

2.3. Préparation du sirop

23.1. Afroid:

Ce mode est préférable afin d’ éviter les risques d atération, utilisé généralement pour les
matieres premiéres qui sont facilement dissoutes dans |’ eau purifiée. Les cuves utilisées sont
généralement en inox. Ce mode nécessite une quantité de sucre estimée de 180g mélangée
dans 100g d’eau [3].

2.3.2. A chaud :
Ce type de préparation est utilise quand les matiéres premieres sont difficilement solubles

dans le solvant. On distingue, Préparation a chaud en vase clos qui consiste a introduire dans le
récipient en vase clos le mélange de 165¢g de sucre dans 100mL d’ eau distillée puis chauffer & 105°C
jusqu'a ébullition. Lorsque le bouillant marque une densité de 1.26 le chauffage est arrété. La densité
du sirop aprés refroidissement doit étre 1.32. Le sirop est Iégérement coloré a cause d' un début de

caramélisation.

2.4. Cuitedu sirop
C'est I’ opération qui permet d’ amener le sirop a une concentration voulue. Un sirop doit avoir
une densité de 1.32 afroid et de 1.26 a ébullition.

2.5. Avantages des sirops
e L’utilisation du sucre dans cette formulation lui procure une bonne conservation.
e Uneadministration aisée.
e Le sirop peut jouer le réle d'un excipient (placebo) dont plusieurs principes actifs
peuvent étre incorporeés a froid [2].
2.6. Inconvénients des sirops
e Décomposition possible par hydrolyse.

e Déconseillé pour les patients diabétiques [4].

-
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2.7. Controélesde qualité du sirop

2.7.1. Densité

La concentration joue un role prépondérant dans la formulation des sirops, une simple erreur
de concentration peut induire une atération du sirop de sorte que : si la cuite du sucre n’est
pas conforme cela entrainera I’ @évation de la concentration du sucre donc le saccharose se
cristalise et si le sirop est trop dilué celainfluera sur lateneur en sucre ce qui peut causer une

prolifération des micro-organismes.

2.7.2. Stabilité
La stabilité du sirop est vérifiée par la coloration, la formation de précipitation par lavariation
de pH et la séparation des composés [ 3].

2.7.3. Viscosité

La viscosité du sirop est I'une des propriétés qu'il faut prendre en considération lors de la
formulation du sirop. C’est la résistance qu’ opposent les différentes molécules entrant dans la
composition du sirop au déplacement des molécules voisines. La détermination de la viscosité
consiste a mesurer le temps nécessaire a |’ écoulement,dans un tube capillaire convenablement
choisi, d’un volume déterminé du sirop sous un régime de pression connu a une température

déterminée.

3. Généralités sur les pommades
3.1. Définition
Préparations composées d’'un excipient monophasé dans lequel peuvent étre dissoutes ou

dispersées des substances liquides ou solides [1,28].

3.2. Typologie
L a pharmacopée européenne désigne trois types de pommade :
e Hydrophobe : ne peuvent absorber que de petites quantités d’ eau.
e Hydrophile: Les pommades hydrophiles sont des préparations dont |’ excipient
est miscible al’eau
e Absorbante de lI'eau: Ces pommades peuvent absorber des quantités plus
importantes d’ eau et conduire a |’ obtention d’ émulsions eau-dans-huile ou huile-dans-

eau selon les agents émulsifiants employés [5].

B
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3.3. Avantage de la pommade
e Hydratation et protection delapeau ;
3.4. Inconvénients d’une pommade
e Pénétration possible atravers|'épiderme si lapeau est |ésee

e Quantité de principe actif peu précise et incontrélable.

4. Généralités sur les Huiles essentielles

4.1. Définition

Les huiles essentielles (essences huiles volatiles) sont des produits de composition
généralement assez complexes renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et

plus ou moins modifiés au cours de la préparation [6].

4.2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

De consistance liquide a température ambiante, |es huiles essentielles se distinguent des huiles
fixes par leur volatilité, ces liquides colorés (souvent) ont une densité inferieure a celle de
I’eau dans la plupart des cas. Leurs indices de réfraction sont élevés. Solubles dans les

solvants organiques usuelles, elles sont liposolubles.

4.3. Composition des huiles essentielles

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révéle qu'il sagit de mélanges
complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes caracterisés
par des origines biogénétiques distinctes : Les terpénoides et les composes aromatiques

dérivés du phenylpropane [7].

4.3.1. Composés ter péniques
Ce sont des composés issus de couplage de plusieurs unités isopréniques. On retrouve :
e Monoterpénes: tel que Myrcene, q et Y- terpinéne ou sabinene.
e Sesquiterpénes: tel que: 3-caryophylléne, q-humuléne...etc.
Exceptionnellement quelques di terpéenes peuvent se retrouver dans les huiles essentielles
[8,9]
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4.3.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivés du phenylpropane sont beaucoup moins fréguents dans les
huiles essentielles que les mono terpénes et sesquiterpénes. On retrouve aussi : les alcools :
(géraniol, linaol, Bornéoal...), les aldéhydes : le plus souvent sont acycliques (citronella,

géranial...), les cétones : acycliques (tagetone), monocycliques (menthone, carvone)... etc.

4.4. Notion de chemotype

La connaissance des chémotypes dune huile essentielle et leur comportement est
fondamentale car elle permet d'envisager I'activité pharmacologique, de prévoir auss la
pharmacocinétique et la biodisponibilité [10].

4.5. Méthodes d’ extraction
On retrouve plusieurs méthodes d’ extraction des huiles essentielles. Le choix dépend de la
nature de la plante et des caractéristiques physico-chimiques de I’ huile essentielle a extraire.

Parmi ces méthodes:

4.5.1. Hydro distillation

Cette méthode consiste a immerger la matiere premiére dans un bain d’ eau. L’ ensemble est
porté a ébullition et I'opération est généralement conduite a pression atmosphérique. La
distillation peut s effectuer avec ou sans recyclage communément appel € cohobage. Lors de la
distillation des huiles essentielles, plusieurs phénomenes sont a la base d’ échanges de matiére
entre les phases solide, liquide et vapeur, d ou I'influence d’un grand nombre de paramétre

sur laqualité et le rendement et la production.

4.6. Méthodes d’identification des huiles essentielles

Parmi les multiples techniques d'identification des huiles essentielles existantes, la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse est la plus
remarquable [11] (Annexe 01).

4.7. Activité antibactérienne

L’ action des huiles essentielles sur les bactéries a été bien observée du fait gu’ elle perturbe la
membrane cytoplasmique ains gque la force motrice du proton, fuite des électrons et aussi
coagulation du contenu protéiques des cellules. Le mode d’ action des HE dépend en premier

temps des caractéristiques de I'huile; leurs propriétés hydrophobes leurs permettent de

.
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pénétrer a l’intérieur de la double couche de la membrane cellulaire de la bactérie. Les HES
peuvent atérer multiples composés tels que : les polysaccharides, les protéines I’ADN et
I”’ARN. Citant I’exemple du thymol et carvacrol qui peuvent se fixer a ces bactéries grace aux

protéines et lipopolysaccharides et ainsi pénétrer facilement al’intérieur de lacellule [12].

4.8. Activité antioxydant

Un antioxydant est par définition une espece chimique plus ou moins complexe diminuant le
stress oxydant au sein de I’organisme. Il peut prévenir la synthése de radicaux libres en
inhibant I’ initiation des chaines réactionnelles.

Les antioxydants jouent un réle a différent niveaux du processus oxydatif en neutralisant les
radicaux initiateurs. Les réactions radicalaires se déroulent en trois étapes: initiation,
propagation terminaison. Le réle des antioxydants est d éviter la phase de propagation et de
limiter I’ oxydation.

Larecherche sur les antioxydants a été croissante ces dernieres décennies pour les huiles et les
poly phénols en raison de leurs bienfaits sur la santé, notamment gréace a leur pouvoir
antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement de nombreuses pathol ogies comme
les cancers, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives. Ils sont également utilisés en
agroalimentaire, en cosmétique ou dans I’ industrie pharmaceutique comme additifs [13].

5. Généralités sur les plantes étudiées :

5.1. Thymus Nummular uis

5.1.1. Présentation

Le thym est un arbuste odorant qui pousse spontanément dans le Nord-Africain tel que:
Maroc, Tunisie, Algérie, Libye, I'Egypte, ains qu'en Sibérie et en Europe Nordique.
Cependant, la plupart des especes se concentrent dans le pourtour du bassin Méditerranéen
[14]. Le thym une plante pouvant atteindre plus de 25 cm de long, d une odeur forte,

aromatisant et tres agréable.

5.1.2. Classification botanique
e Regne: Plante
e Sous-régne: Tracheobionta
e Embranchement: Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida

.



Chapitre 01 Synthese bibliographique

e Sous-classe: Asteridae
e Famille: Lamiaceae

e Genre: Thymus Nummularuis

5.1.3. Origine et répartition géographique

Thym proviendrait du mot latin "Thymus' qui signifie "Parfumé", a cause de I’ odeur agréable
gue la plante dégage. Le thym fait partie du genre Thymus défini comme un ancien groupe
tertiaire, ayant son origine dans le Sud-est de I'Espagne. Le thymus comprend plusieurs
especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’ aux

zones arides [15].

5.1.4. Propriétésdel’ huile essentielle de Thymus Nummularuis
e Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est
indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures.
e Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes dont une
étude récente a montré que les extraits méthanoiques et hexaniques des parties
aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis

(bactérie qui cause latuberculose).

5.2. Eucalyptus Globulus

5.2.1. Présentation

Le mot « Eucalyptus » vient du grec: Eu « bien » et kaluptos « couvert » appelé auss
Gommier, gommier bleu, arbre au koaa, arbre alafiévre.

L’ eucalyptus est I’un des hauts arbres qui peut pousser plus haut que 20 métres possédant un
tronc lisse et cendré, des feuilles dont la plupart sont persistantes. Comme les autres membres
de la famille des Myrtacées, les feuilles d'eucalyptus sont couvertes de glandes a huile. Ces
feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes arbres, elles sont opposées,
sessiles, ovales et glauques, et quand |'arbre grandit, elles deviennent alternes.

5.2.2. Classification botanique
e Reégne: Plante.
e Division : Magnoliophyta

e Classe: Magnoliopsida
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e Sous- Classe: rosidae
e Ordre: Myrtales
e Espéce: Eucalyptus Globulus

5.2.4. Propriétésd huile essentielle d’ Eucalyptus Globulus
e L’HE d'eucayptus est utilis€ dans de nhombreuses spécialités pharmaceutiques pour
ses multiples vertus sur l'arbre respiratoire. C est un Antiseptique pour les voies
urinaires, elle est aussi antirhumatismale, stimulante et tonifiante.
e Elle Facilite la dissolution et I'dimination des glaires bronchiques (balsamique,

fluidifiant, expectorant), anti-infectieux vis-a-vis des bactéries et virus.

6. Généralités sur les composés phénoliques

6.1. Présentation

Les composés phénoliques, ou poly phénols participent a la défense des plantes contre les
agressions environnementales. |ls occupent une place majeure au niveau de la croissance des
végétaux et dans la lutte contre des agents pathogenes et des infections. Les poly phénols
forment une large famille contant plus de 8000 composés naturels divises en plusieurs
catégories citant en premiere place : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
poly phénals, juste apres viennent les tanins comme produits résultant de la polymérisation

des flavonoides [16].

6.2. Tanins

6.2.1. Définition

Le terme " tanin" vient du mot tannage, un procédé datant du moyen age et permettant la
formation de cuir imputrescible par la création de liaisons entre les fibres de collagene de la
peau fraiche [5]. Les tanins sont des métabolites secondaires poly phénoliques solubles dans
I’eau, leur structure chimique leur confére une capacité trés développée a se fixer sur des
molécules telles que les alcaloides, la gélatine, les polysaccharides et essentiellement les

protéines[17].

6.2.2. Classification destanins
On distingue deux grandes familles de tanins dont les structures sont distinctes : les tanins

hydrolysables et |es tanins non hydrol ysables (tanins condensés) [18].
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6.2.3. Activités biologiques et thérapeutiques destanins

Douées dactivité pharmacologique remarquable, les tanins sont des molécules
biologiquement actives. Ce sont des composés poly phénoliques permettant de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins sont utilisées pour
retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les
secrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un
eczéma ou une brdlure. Les tanins réagissent auss comme anti-inflammatoire et anti-
cancérogene. Leur potentiel peut étre lié aux propriétés anti oxydantes qui semblent

importantes pour la protection cellulaire des dommages oxydatifs [19].

6.2.4. Activité antibactérienne des tannins

Les tanins ont é&té qualifiees de bactériostatique ou bactéricide sur plusieurs souches
bactériennes. En effet, il semble que I’ acide tannique inhibe la croissance des bactéries des
aliments et des bactéries intestinales humaines comme : Escherichia coli, Proteus wulgaris,

Pseudo fluorescents, Salmonella enteritidis, et Salmonella typhimurium [20].

6.3. Flavonoides

6.3.1. Définition

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a I’ état naturel sous forme
d hétérosides : les flavonoides. Ils sont tres largement répandus dans le régne végéta (les
fruits, les légumes, les graines ou encore les racines des plantes [21]. Tous les flavonoides
(plus de 6000 structures) possedent le méme élément structural de base : le noyau flavane

constitué de deux noyaux aromatique A et B et d’ un hétérocycle oxygéne central C [5].

6.3.2. Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides présentent de nombreuses activités : anti oxydantes, anti-inflammatoires,
Inhibitrices d enzymes. Certains ont des Activités hepatoprotectrices, diurétiques,
vasodilatatrices, antibactériennes, chimoprotectrices, antidiabétiques, antialergiques. La
majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir antioxydant et
chélateur. Plusieurs éudes ont montré qu’un régime alimentaire riche en flavonoides peut
avoir des effets bénéfiques sur la santé. Grace a leur capacité a inhiber I'oxydation des LDL,

les flavonoides ont démontreé des effets cardio-protecteurs importants [22].

.
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Dans cette partie nous présentons 02 axes de recherche : Le premier axe, est consacré a :
e Un screening phytochimique des deux plantes, |’ extraction et la caractérisation des
HEs et des métabolites secondaires (flavonoides et tanins) de thymus N. et de
I" eucal yptus G.
Le second axe est réserve a:
e Ala préparation de deux formulations pharmaceutiques (sirops a base d’'HEs et
pommades a base des poly phénols (tanins et flavonoides).
e L’éude de la bio activité (pouvoir antibactérien, activité antioxydant) des HEs et des

meétabolites secondaires de chacune des deux plantes.

1. Matériel et méthodes
1.1. Maté&rid
Le matériel et produits utilisés pour conduire nos expériences sont regroupés dans le tableau

2.1. Le matériel chimique (solvants et réactifs) utilisé est donné en annexe 02.

Tableau 2.1 : Listes du matériel et égquipements utilisés.

Equipements et Clevenger, balance analytique, chauffe ballon, hote, étuve,
dispositifs bain marie, réfrigérateur, mini-r éacteur, bain thermostat
Pied a coulisse, Turbidimétre (EUTECH INSTRUMENTS)
Viscosimetre BROOKFIELD DV-I
Matériels demesure et | Chromatographie en phase gazeuse de type Perkin Elmer
d’analyse (Clarus580), HPLC : VP Shimadzu Liouis Chromatographe
UV visible (ZUZI spectrophotometrer)
Matériel végetal Thymus Nummularuis
I Eucalyptus Globulus

Matériel Fourni par : Laboratoire microbiologique du CHU de Tizi-
micr obiologique Ouzou

Nom de la souche Gram Référence ATCC | Famille

Escherichia Coali Négatif 25922 Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus | Positif 25923 Microccocaceae
Pseudomonas Neégatif 27853 Pseudomonaceae
aeruginosa

Lemilieu utilise est Muéller-Hinton gélosé (M-H).
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1.2. Récolte et séchage de Thymus Nummularuis et d’ Eucalyptus Globulus

La plante Thymus Nummularuis est récoltée dans la région TIROURDA commune
IFARHOUNEN, daira de AIN EL HAMMAM. Tandis qu’ Eucalyptus Globulus est cueillie
dans la région NEZLA commune d'AZZAZGA, Daira d AZZAZGA .les deux plantes sont
récoltées lors de la période Mars-Avril. Les conditions géographiques des sites de récolte des

deux plantes sont regroupées dans | e tableau 2.2.

Tableau 2.2: Conditions géographiques des sites de récolte des deux plantes.

Région  Altitude Latitude Longitude Climat

Nezla 500 m 36°34'13'N 4°18'40"'E Climat méditerranéen / é&é chaud
Michelet 1800m 36°36'45°'N 4.383°26'38'E Climat méditerranéen été sec /

hiver rigoureux

Les plantes (figure2-1) sont nettoyées et séchées a une température alant de 21 a 24 °C a

I’ abri de lalumiére, pendant une semaine pour le thym et dix jours pour I’ eucal yptus.

(b)
Figure 2.1 : Photo de la partie aérienne de thym Nummularuis (a), d’ Eucalyptus
Globulus(b)

1.3. Identification des deux plantes
L’identification et la reconnaissance des plantes est faite par le professeur SMAIL Noria
enseignante au sein du Département de Biologie De La Faculté Des Sciences Biologiques et

Agronomiques de I’ Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
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2. Méthodes

2.1. Evaluation du taux d’humidité du matériel végétal

La plupart des plantes fraiches renferment environ 60 a 80 % d eau. La détermination de la
teneur en eau de la plante est réalisée par séchage a température ambiante. Le suivie du taux
d’humidité est réalisé sur une plante fraiche jusgu’a son séchage complet. La révélation du
taux d’humidité est réalisée toutes les 24h, il est évalué par :

H(%) =22 5 100.....oo..cc (2-1)
1

H% : Teneur en eaL.
my: masse de I’ échantillon avant séchage (g).

m, : masse de |” échantillon apres séchage (g).

2.2. Extraction desHEs de Thymus N. et Eucalyptus G.

L’ extraction d HE de Thymus N. ainsi que celle de I’ Eucalyptus G. est effectuée par hydro
distillation type Clevenger (figure2.2. (a)). Le processus consiste a immerger100g de matiere
dans un volume d'eau approprie. L’ ensemble est porté a ébullition pendant 3h. Les vapeurs
chargées d huiles essentielles sont condensées dans le réfrigérant. Le distillat est recueilli
dans I’ampoule a décanter du Clevenger (figure 2.2.(b)). Le mélange eau /HE se sépare par

différence de densité. Les fractions d’ HE extraites sont récupérées dans des tubes en verre

couvert en aluminium et conserveée au réfrigérateur a4°C pour anayse et études.

(b)

Figure 2.2 (a) : Hydro distillateur de type Clevenger ; (b) : Photo de distillat.

3. Analyse physique :
3.1. Evaluation du rendement en HE.
Le rendement est défini comme étant |e rapport entre la masse d’ HE obtenue par extraction et

la masse totale du matériel végétal traité. 1l est calculé par:




Chapitre 02 Matériel et méthodes

Ryp(%) =2H£x 100 ................. (2-2)

N

Avec :
Mye : masse en HE (g).
Rue : rendement en HE (%)

Ms: masse de lamatiére végétale (g)

3.2. Tests organoleptiques
L’ aspect, la couleur et I’ odeur de I’ HE sont déterminés par |’ examen sensoriel de celle-ci.

3.3. Densité:

Ladensité relative d’une HE & 20 °C est e rapport de la masse d' un certain volume de I huile
a 20°C alamasse d'un volume égal d eau a la méme température. La mesure de densité est
réalisée a I’aide d' un eppendorf a une température de 23°C. La relation suivante permet de

caculer ladensité :

_ (M3—My)

b= (M1—-Mop)

+0.0012 ..o, (2-3)

Avec :
M : masse de I’ eppendorf rempli de 0.1mL d'HE
Mg : masse de I’ eppendorf vide.

M1 : masse de I’ eppendorf rempli de 0.1mL d’ eau

3.4. Indicederéfraction :
Il s'agit du nombre qui caractérise le pouvoir de la matiere a ralentir et a dévier la lumiere.
L’ appareil employé pour mesurer I'indice de réfraction est |e réfractomeétre
D’Abbe (figure 2-3), I'indice est déterminé pour une température égale a 20°C [23]. Une
formule de correction est appliquée pour une température différente :
ng = ng + 0.0045(T = 20)................... (2-4)
ng: indice de réfraction recherchée
n; : indice de réfraction lu alatempérature ambiante

T : température ambiante
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Figure 2.3 : Réfractométre Abbe.

4. Analyse chimique :

4.1. Détermination de la composition chimique de I'HE. de thym et d’eucalyptus
par CPG/SM:

L’ appareil est piloté par un ordinateur menu d'un logiciel approprié pour ce genre d’'analyse
et d' une banque de données NIST qui permet I’ identification des composés. La colonne est de
25m de longueur et de 0.25mm de diametre. Le gaz employé est |’ azote ayant un débit de
0.3mL/min. (plus de détail est donné en annexe 01)

4.2. Mesurede pH
Lamesure de pH des huiles essentielles Thymus N. et Eucalyptus G. a été réalisée en utilisant

le papier pH.

4.3. Détermination del’indice d’ acide des HEs extraites

Une quantité d'HE d eucalyptus et de thym (0.5g pour I'Eucayptus G. et 0.2 g pour le
Thymus N.) est gjoutée a un volume d’ éthanol (5mL) et quelques gouttes d’indicateur coloré
phénolphtaléine (3 gouttes). L’ensemble est neutralisé avec une solution d’hydroxyde de
potassium (0.1N). Le titrage est arrété lors de I’ apparition d’une coloration rose. L’indice
d’acide est calculé selon larelation :

M : masse de KOH
N : molarité de KOH
V : volume de KOH

m : masse d' huile
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5. Tests phytochimiques

Ces tests sont réalisés sur | extrait de I'infusé des deux plantes dans le but de déterminer la

nature des métabolites existants. Les composés a identifier ainsi que les protocoles [25]

correspondants sont regroupés dans le tableau (2.3). L’infusé est préparé en immergeant 109

de matiére végétale dans 20mL d’ eau distillée bouillante

Tableau 2.3 : Protocoles et tests phytochimiques pour I’identification des polyphénols

Poly phénols

Flavonoides

Tanins

Saponosides

Terpenoides

Glycosides

Stéroides
Anthraquinones

Anthocyanes

Tests phytochimiques
Protocoles
ImL d extrait + quelques gouttes de FeCls (2%). L’ apparition d’ une couleur
vert noirétre indique la présence des composeés phénoliques.
Un volume I’alcool chlorhydrique (4mL éthanol + 1mL HCL concentré) +
2mL d extrait. Apres agitation 2 ou 3 morceaux de magnésium sont gjoutés.
Laformation d’ une coloration orange indique la présence des flavonoides.

Tanins galliques : Quelques gouttes de FeCl; (5%) sont goutées a 5mL
d’extrait. L’observation d une couleur bleu-noir indique la présence des
tanins galliques.

Tanins catéchiques : Une solution d’ acide chlorhydrique agueux HCL (1%)
est goutée a 5mL d extrait. Le mélange est porté au bain-marie a 90°C
pendent 15min. La formation d’ une coloration rouge indique |a présence des
tanins catéchiques.

5mL d'extrait sont vigoureusement agités puis laissés reposés pendant
15min. La formation d'une mousse stable de hauteur supérieur a lcm,
persistant plus de 15min indique la présence des Saponosides.

5mL d'extrait, 2mL de chloroforme et 3mL d'H,SOssont mélangés,
I" apparition de deux phases et une couleur marron a I’interface indique la
présence des terpenoides

ImL d'extrait + ImL d' acide acétique glacia + 1mL d'H,SO, concentré et 2
a 3 gouttes de Fecl3 (2%). L’ apparition d une coloration bleu vert indique la
présence des glycosides.

ImL dextrait + 2mL de chloroforme. L’ apparition de deux phases |I’une
marron en haut et I’ autre jaune en bas indique la présence des stéroides.

5mL de NH4OH a 10% sont mélangés a 10mL d'extrait. En maintenant
I’ agitation. La coloration violette indique la présence des anthraguinones.
Quelques gouttes de HCL pur sont gjoutées a 5mL d’ extrait, un changement
de couleur surgit. Des gouttes de NH4OH sont additionnées. Le changement
de la couleur une deuxiéme fois indique la présence des anthocyanes.
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6. Extraction des poly phénols
6.1. Extraction des flavonoides
L’ extraction des flavonoides est effectuée sur 30g de la matiere végétale macérée dans 100mL
de méthanol pendant 72h. Apres filtration, le filtrat est évaporé sous vide pour éliminer le
méthanol et récupérer un résidu sec qui est traité avec 50mL d'eau tiede pour obtenir une
phase aqueuse [ 26].
Une série d’extraction liquide - liquide (affrontements) de la phase aqueuse est réalisée par
I”gjout de plusieurs fractions de solvants non miscibles, a polarité croissante comme suit :
v' Lavage avec trois fractions de 30mL de chloroforme permettant d’'éliminer la
chlorophylle et les lipides.
v Lavage avec trois fractions de 30mL d' éther di éthylique permettant d’ extraire les
génines et les flavonoides libres.
v A lafin, la phase aqueuse est lavée avec trois fractions de butanol a 30mL afin de
récupérer la phase acoolique. Aprés évaporation sous vide de cette derniére, le résidu

Sec est récupére pese et stocké pour analyse et étude.

6.2. Extraction destanins:

30g de la matiere végétal e séchée et coupée est lai ssée macérer dans 100mL d’ éther de pétrole
pendant 24h. Apresfiltration, le marc est récupéré aors gque la chlorophylle et les lipides sont
éliminés. Le marc récupéré est traité avec 50mL d éher di éthylique pendant 30min, puis
filtré pour éliminer les phénols, les catéchines, ces dernieres sont reprises une seconde fois
avec 100mL de méthanol pendant 30min. Le mélange est ensuite filtré et le filtrat soumis a
une évaporation sous vide [26]. Le résidu sec est récupéré pesé et stocké pour analyse et

étude.

6.2. 1. Calcul derendement des métabolites secondaires :

Le rendement en extrait sec (de flavonoides ou tanins) est évalué par |’ expression :

__ Msec

R(%) =255 100.........ooooe.e (2-6)

Mg : masse de |’ extrait sec en g.
Mm : masse de lamatiére végétaleen g
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6.3. Dosage poly phénols
6.3.1. Dosage des poly phénols totaux
Le dosage des poly phénols totaux est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC), le

protocole détaillé est donné en annexe 03 [27].

6.3.2. Analyse des flavonoides et tanins par HPLC

20uL de chaque extrait sont injectés dans une colonne de type phase inverse C18 de
dimensions égales a 125 * 4.6mm. La phase mobile est constituée de trois éluant : I'eau
distillée, méthanol et acide acétique (50 :47 :3) (V/VIV). Le gradient d' éution appliqué est de
type isocratique étalé sur 10min. le débit est de ImL/min. La détection est effectuée par un
détecteur UV-Vis a une longueur d’ onde égale a 280nm.

7. Préparation du sirop simple

Afin de formuler le sirop simple, on a utilisé un mini réacteur branché au bain thermostat, au
moyen de flexible résistant a la chaleur (figure2.4), la température du bain est réglée a 95°C,
le sirop est préparé en diluant une quantité de saccharose, pesée au préalable, dans une fiole
jaugée. Cette préparation est versée dans le mini réacteur chauffé. La formulation du sirop
commence des le début de I’ agitation et se termine apres dissolution totale du saccharose. Le
sirop obtenu est refroidi a20°C.

1-Nini-réacteur, 2- Thermometre, 3- Bain themmostatique, 4-agitateur magnétique
5-flexible de raccordement

Figure 2.4 : Montage pour formulation d’ un sirop ssimple.
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7.1. Caractérisation du sirop
7.1.1. Densité

Ladensité de sirop est mesurée al’ aide d’ un pycnometre de 5mL alatempérature de 23C°.

p=00Ct (2-7)

M o: masse du pycnomeétre avec sirop (g)
M1 : masse du pycnomeétre vide (Q)

V : volume du pycnometre (mL)

7.1.2. Viscosité

La viscosité est la grandeur qui caractérise la résistance d'un fluide a I’ écoulement laminaire.
Pour mesurer la viscosité, nous avons utiliseé un viscosimétre rotatif de type
BROOKFIELDLV-I+, ayant comme accessoire quatre éléments mobiles de formes

différentes, on a utilisé le mobile S64 a 30 tr/min, la viscosité est donnée en Cp.

7.1.3. Turbidité

La turbidité correspond a la réduction de la transparence d'un liquide due a la présence de
particules en suspension. Pour effectuer des mesures de turbidité, nous avons utilisé un
turbidimetre de type EUTECH, et de modele TN-100/T-100, laturbidité est donnée en NTU.

8. Formulation d’une pommade

Afin de formuler une pommade, 10g d’ huile de paraffine et 80g de vaseline ont été additionné
a 10g d oxyde de zinc. En triturant le mélange vigoureusement dans un mortier une pommade
dense et douce se forme [1]. En vue de former une pommade antioxydant, 100 mg des poly
phénols extraits (flavonoides et tanins) des deux plantes sont gjoutés au placebo déjaformé.
La caractérisation de la pommade est faite par |a détermination des caractéres organol eptiques
(couleur, odeur et aspect), mesure de la viscosité (le mobile utilisé est S63 a 100 tours/min) et

mesure de pH.
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9. Etude antibactérienne

9.1. Repiquage des souches

Cette premiére étape consiste aisoler les différentes colonies bactériennes sur gélose puis sur
des milieux sélectifs a |’aide d’'une pipette pasteur puis a les incuber dans une éuve a une
température de 35°C [36].

9.2. Méthode de diffusion sur milieu solide (ar omatogramme)

9.1.1. Choix de milieux de culture:

Le milieu choisi pour les souches bactériennes est la gélose Muller-Hinton. Les boites de pétri
ont une épaisseur de 4mm de gélose MH la composition de ces milieux est on annexe 04

(environ 20mL par boite).

9.1.2. Préparation del’inoculum bactérien

Des colonies de bactéries identiques sont prélevées dans le but de préparer des suspensions
bactériennes. Ces colonies ont subi au préalable une culture pure de 18 a 24 heures. Ces
bactéries sont mises dans 5 a 10mL d’ eau physiologique stérile. Les suspensions sont agitées
sous prétexte de les homogénéiser jusqu’a avoir une densité de 0.5Mc Farland équivalente a
une densité optique de 0.08 & 0.10 lue a 625nm [36].

9.1.3. Ensemencement

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne en le pressant fermement
contre la paroi interne de tube, afin de le décharger au maximum.

L’ écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée sechée, de haut en bas, en stries
serrées. L’ opération est répétée deux fois, en tournant la boite de pétri de 60° a chaque fois, en
faisant pivoter | écouvillon sur lui-méme, et en le passant sur la périphérie de la gélose pour

finir I’ensemencement [36].

9.1.4. Préparation des disques de | aromatogramme

Les disgues sont préparés a partir de papier wattman Ne 3, les disques ont un diamétre de
6mm avec un contour bien régulier, ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a I’ éuve
pendant 20 min & 120°C. A I'aide d’'une pince stérilisée au bec bunsen, les disques sont
déposeés sur la surface gélosée MH. Un espace de 20mm centre a centre de chague disque doit
étre respecté (le principe de la méthode est donné en annexe 04).

Pour chague boite de pétri, on dépose au maximum 6 disgues.
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e A I'aide d’'une micropipette quatre disques sont imprégnés chacun de 5uL d'HE, le
premier est imbibé par I'HE de Thymus. N, le deuxiéme disque est immergé dans
I'HE d Eucalyptus. G, le troisieme et le quatriéme sont imprégnés des HEs de
référence (les huiles commerciales de chague plante).
e Un disque imprégné de 5uL de DM SO comme témoin négatif pour toutes les souches
en utilisant une micropipette de 5ulL.
e Undisgue imprégné de 5uL de I’ antibiotique comme témoin positif [36].
9.1.5. Incubation et lecture
Les boites de pétries sont ensuite fermées et incubées a 35°C pendant 24 heures.
La lecture est faite pour chague HE par la mesure de diamétre de la zone d'inhibition de la
prolifération bactérienne al aide d'un pied a coulisse [36]. Les diamétres ainsi mesurés sont

comparés a des diagrammes de référence.

9.3. Détermination dela concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définit comme étant la plus faible concentration d’un antibiotique ou d’ une autre
substance capable d’inhiber dans un milieu (milieu liquide ou milieu solide), toute croissance
visble a I'eeil nu aprés 24h dincubation a 35C°. Dans notre cas, c'est la concentration
minimale des HES qui produit une réduction de plus de 90% de la croissance des colonies
bactériennes, donc ne laisse survivre que 10% de la population [24].

L’ évaluation quantitative de pouvoir antibactérien des HES et des métabolites secondaires
correspond a la détermination de la CMI sur des bactéries par la méthode des dilutions en

milieu solide [36].

9.3.1. Préparation des pré-cultures et del inoculum
La procédure suivie pour la préparation des suspensions bactériennes est identique a celle cité

au préal able dans la méthode des aromatogrammes.

9.3.2. Préparation desdilutionsdes HEs

Treize boites de pétri sont préparées en prélevant des volumes différents d HE de Thymus. N
qui sont ensuite gjustées a 18mL de gélose MH, tout en agitant pendant quelques secondes
pour homogénéiser le milieu M-H avec I’ HE, puis laissées refroidir et solidifier pendant 24h.
Cette procédure est répétée pour I'HE d Eucalyptus. G, HE commerciae de thym, HE
commerciale d Eucayptus, flavonoides de thym, flavonoides d’ eucalyptus, tanins de thym,

tanins d’ eucal yptus.
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Au total huit CMI ont été réalisées correspondant aux huit échantillons extraits ; chaque CM|
nécessite treize boite de pétris.

9.3.3. Dépot des spots, incubation et lecture :
Aprés solidification, des spots de 2uL des souches bactériennes de densité de 0.5 Mc Farland
sont déposés a la surface de la gélose. Les boites sont incubées. La lecture de la CMI

correspond al’ apparition des colonies bactériennes [ 36].

9.4. Déter mination dela concentration minimale bactéricide CMB
La CMB décrit I'effet bactéricide d une substance, elle correspond a la plus fable
concentration en HE capable de tuer plus de 99.9% de I'inoculum bactérien initial [25]. La
détermination de la CMB d'une HE est réalisée en faisant un repiquage des zones d'inhibition
formées par les CMI et ne présentant aucune croissance bactérienne visible al’ ceil nu sur le
milieu de culture (gélose M-H) puis incuber pendant 24 heures a 35C°.
Lalecture sefait en calculant le rapport CMB /CMI tel que:

e CMB/CMI < 41 activité est bactéricide.

e CMB/CMI > 41 activité est bactériostatique [36].

10. Préparation des sirops phar maceutiques :

Grace a la méthode de CMI et la CMB, la concentration des HES de thym et d’ eucalyptus
(HEs extraites et commerciales) ainsi que celle des métabolites secondaires (flavonoides et
tanins des deux plantes) a injecter dans les sirops simples est déterminée. Pour chaque
substance des 8 échantillons, une quantité bien déterminée est injectée dans les sirops simples
afroid [36].

11. Etudedel’ activité antioxydante des HEs et poly phénols
L’ activité antioxydante des HEs de Thymus N. et d Eucalyptus G. ainsi que celle des
polyphénols est étudiée selon la méthode du DPPH. Cette méthode nécessite comme
réactif une solution de DPPH ayant une absorbance de 0.8 a une longueur d’ onde de 517nm.
L’ évaluation de cette activité passe par trois étapes :
e Lapremiére consiste & préparer une solution de DPPH ayant une absorbance de
0.6 20.9. (Laméthode de préparation est donnée en annexe 05).
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e L’éape suivante concerne la préparation de la solution mere de chagque extrait. Les
solutions meres des extraits sont utilisées pour la préparation de 4 solutions diluées
(75%, 50%, 25%, 12.5%).

i. HEdeThymusN. et HE Eucalyptus G. :
1g d'HE de thym est gouté a 10mL de méthanol (solution mere) tandis que 0.759
d HE d' eucalyptus est mélangé dans 10mL de méthanal.

ii.  Poly phénols (flavonoides et tanins) :
100mg de chaque extrait sont mélangés a 10mL de méthanol.

e Enfin la derniere étape consiste a |’ addition de la solution DPPH aux solutions méres
et filles tout en mesurant le pouvoir antioxydant de chacune par spectrophotometre
UVv.

11.1. Dosage de la solution mére de chaque extr ait
Pour chague solution mere citée, 50pL sont prélevées puis mélangées a 2mL de DPPH. Cette
opération est réalisée trois fois. Les trois tubes sont incubés pendant 30min avec une solution

témoin de DPPH puis|’ ensemble est dosé par spectrophotométrie UV.

11.2. Préparation des dilutions ou solutionsfilles :

Pour chague solution mére, quatre dilutions sont réalisées (75%, 50%,25% et 12.5%). Pour
chague dilution réalisée, le test est répété trois fois, chaque dilution est accompagnée d’ une
solution DDPH appropriée. Apres 30min d’incubation a I’obscurité et a température

ambiante, |’ absorbance est lue contre un blanc a517nm.

11.3. Préparation de la solution témoin
L’ acide ascorbique est utilis€ comme témoins positif, ce dernier subit les mémes étapes :
préparation de la solution mere et solutions filles...etc. L’ activité antioxydant est calculée par

I’ équation suivante :

1(%) =100 x L2 . (2-8)

Ap
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[(%) : Pourcentage d’inhibition
Ay, : absorbance du blanc.

A absorbance de I’ échantillon.
A partir de cette valeur nous déterminons | Csp qui représente les concentrations des HEs et

polyphénols nécessaires a 50% de neutralisation en utilisant le graphe de DPPH.
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1. Taux d’humidité

Les taux d’ humidité des feuilles d Eucalyptus G. et de Thymus N. sont évalués chague jour.
Le séchage des feuilles d Eucalyptus G. a duré 10 jours ; estimé a 100% le premier jour, ce
taux a atteint 41% le dernier jour. Le Thymus N. a séché au bout d’ une semaine, le taux du
dernier jour est de 9%. Les graphes suivants résument les résultats trouvés pour chague

journée, les taux d’humidité moyens sont résumés dans le tableau (3-1) :
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Figure 3-1: Taux d’humidité () Thymus N. (b) I’ Eucalyptus G

Le tableau 3.1 regroupe les valeurs moyennes du taux d’ humidité des deux plantes

Tableau 3-1: Taux d’ humidité moyen pour les feuilles de Thymus.N et Eucalyptus.G

Plante Taux initial (%) Taux final (%) Taux moyen (%)
Eucalyptus 100 41 56.43
Thym 100 9 27.13

Les résultats montrent que le taux d" humidité moyen d’ Eucalyptus.G dépasse les 50% tandis
que celui du Thymus.N est inférieur & 30%. En effet, la forme rétrécit et fine des feuilles de
Thymus.N est avantageuse pour atteindre un faible taux en un temps court, contrairement ala
forme large et épaisse des feuilles d’ Eucalyptus.

Pour la rédlisation de nos expériences le taux dhumidité des plantes utilisées est

respectivement de 9% et 41% pour le Thymus.N et Eucalyptus.G.
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2. Extraction HEs Thymus N. et Eucalyptus G.

2.1. Evolution du rendement de | extraction des HEs Thymus N. et Eucalyptus G.

Un rendement en HE d’ Eucalyptus et Thymus appréciable est obtenu aprés 3h d’ extraction,
les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 3-2 : Rendements en HES des plantes utilisées.

Plantes Massedelamatiere Volumed eau Duréed extraction Rendement

vegetale (9) (L) (h)
Thymus 100 0.75 3 1.5%
Eucalyptus 100 0.75 3 0.95%

En plus d'une anatomie nettement distincte, les poches sécrétrices des HEs pour chague
plante sont différemment localisées, en effet, Thymus N. secrete son essence au niveau des
poils glandulaires épidermiques donc a la surface des cellules ceci facilite I’ extraction et
explique son rendement éevé (1.5%).

Contrairement, |’'emplacement de I’essence de I'Eucalyptus, est situé dans des poches
sphériques schizogénes, nées de I’ écartement de cellules sécrétrices, la délocalisation de cette

essence exige plus d’ énergie et de temps, d’ ou le faible rendement (0.95%)

3. Caractérisation desHEsde Thymus N.et Eucalyptus G.

3.1. Caractérisation physique et organoleptique:

Cette étape est | une des étapes primordiales pour la détection et la détermination de laqualité
de I'HE. Elle renferme les différentes propriétés physico-chimiques qui assurent une bonne
qualité des HEs. C’'est grace ala valeur de la densité relative que toute tentative de fraudes
est évitée. Pour I’indice de réfraction il permet de connaitre la teneur en mono terpenes. Si la
valeur de I'indice est élevée la teneur en mono terpénes est importante mais s sa valeur est

faible c’ est lateneur en dérivés oxygénés qui est remarquable.

3.2. Paramétres physico-chimiques
Les caractéristiques des HEs de Thym N.et Eucalyptus G. sont résumées dans le tableau (3-3)

et sont compareées aux valeurs de lanorme AFNOR et celles de la pharmacopée européenne.
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Tableau 3-3: Propriétés physicochimiques de I’ HE des deux plantes

Parametres Thymus AFNOR Phar macopée

physico-chimiques Nummular uis extr ait Européenne

Aspect Liquide mobile limpide / Liquide mobile limpide

Couleur Jaune pale / Jaune clair

Odeur Forte et caractéristique Forte agréable épicée

Densitéredativea 20°C 0.910 0.894 20.930 0.935

Indice deréfraction 1.500 1.483a1.510 1.505

pH 4 / /

Indice d’acide 1.79 / /

Parameétres Eucalyptus AFNOR Pharmacopée

physico-chimiques Globulus Européenne

Aspect Liquide mobile Fluide et Liquide

limpide mobile
Couleur Jaune clair Jaune trées Jaune
pae

Odeur Forte et épicee Epicéee Forte

Densitérelativea 20°C 0.963 0.905 a 0.900 40.920
0.921

Indice deréfraction 1.465 1.460 a 1.460
1476

pH 4 4a6 4a6

Indice d’acide 2.10 0.84a3.74 0.87a3.74

Les valeurs expérimentales regroupées dans le tableau 3.3 sont en accord avec les valeurs
données par la norme AFNOR et par la pharmacopée européenne, ceci indique la conformité

et laqualité de | huile extraite.

4. Analyse desHEs des deux plantes par CPG/SM

4.1. HE de ThymusN.

L’ analyse par CPG/SM de | "huile essentielle de Thymus N. a fourni 18 pics correspondant a
18 composes volatils. Le compose majoritaire (37.308 %) avec un temps de rétention de
24.39 min correspond au Thymol. Les résultats trouvés sont donnés dans le tableau suivant
(les spectres correspondants et les références sont donnés en annexe 01).
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Tableau 3-4 : Composition deI’HE de Thymus N.

Tr (min) Pourcentage relatif (%) Composé identifié

8.711 0.491 Alpha-pinene

10.717 0.138 Alpha-phellandrene

11.078 0.649 1-octen-3-ol

11.428 0.161 3-octanone

11.626 1521 Myrcene

12.226 0.288 Beta-phellandrene

13.24 10.08 Benzene,1-methyl-2-(1-
methylethyl)

14.389 0.112 3-carene

16.609 0.118 Cis beta terpineol

19.891 0.367 3-cyclohexan-1-0l,4-

20.45 0.609 methyl 1-(1-methylethyl)
p-menth 1-en-8-ol

22.106 5.567 benzene,2-methoxy-

23.627 0.143 4methyl-1-(1-methylethyl)

1-cyclohexene-1-
carboxaldehyd,4-(1-

methylethyl)
24.39 37.308 Thymol
24.629 3.57 Phenol,2-methyl-5(1-
methylethyl)
28.458 0.437 Caryophyllene
33.285 1.311 Spathulenol
34.993 0.169 Cis-apha copaene-8-ol

A.T. AINANE et a 2018, ont déterminé la composition de I'HE de Thymus Bieicherianus
(Maroc) et ont trouvé un pourcentage relatif en thymol égal a 36.85%. Le pourcentage en
thymol nous renseigne sur le pouvoir antibactérien de I'HE en effet, plus la quantité de
thymol est grande plus I’ activité est meilleure. La différence du taux de Thymol entre ces

deux huiles aboutira a une distinction dans leur activité antibactérienne.

4.2. HE d’Eucalyptus G.
Le résultat de I’analyse de cette huile met en évidence 19 pics représentant 19 composés
volatils. Le pourcentage le plus élevé est estimé a 74.012% correspondant a I’ eucalyptol (1-8-

cinéoal).
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Tableau 3-5: Composition de I’'HE d’ Eucal yptus G.

Tr (min) Pourcentage (%) Composé identifié

8.717 1.745 Alpha-pinene

13.415 74.012 Eucalyptal

13.514 2.018 Cyclopentene,3-isopropenyl 5,5-dimethyl

13.584 0.980 Benzene ,1,2,3,4-tetramethyl

14.837 0.381 1,4-cylohexadiene, 1-methyl4-(1methyl ethyl)

19.92 2.137 3-cyclohexen-1-one,4-(1-methylethyl)

22.001 0.615 Phenol 4-(1-methylethyl)

22.345 3.549 Propanal,2-methyl-3 phenyl

23.621 3.889 1-cyclohexene-1-carboxal dehyde,4-(1-
methylethyl)

24.192 1.327 Benzene methanol,
4-(1-methylethyl)

24.618 1.193 Thymol

29.776 1.305 1H-cyclopro(e) azulene,decahydro-
1,1,7 trimethyl-4-methylene,[ 1aR-

30.621 0.791 (1a,alpha,4a.beta,7.al pha, 7a.beta, 7b.al pha)]

30.703 0.299 1H-Indene,2,3-dihydro1,1,3-trimethyl

32.819 0.792 1-methyl-2 acetylindole

33.477 2.922 10S,11S-Himachala-3(12),4-diene

34.072 0.861 (-)Spathulenol

35.028 1.825 Ledol

37.657 0.409 Cis-alpha-copaene-8-ol

1-propyl-3-(propen-1-yl adamantine)

Les résultats obtenus par la CPG/SM sont conformes a ceux cités par la pharmacopée
Européenne. L’HE d Eucalyptus G. est donc conforme pour usage pharmaceutique et est
commercialisable.

5. Tests phytochimiques :
Les résultats obtenus du screening phytochimiques sur I'infusé de la poudre des deux plantes

sont résumés dans | e tableau 3-6.
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Tableau 3-6: Composition des plantes en polyphénols.

Eucalyptus Globulus Thymus Nummular uis

Tanins +++ ++

Flavonoides ++ ++

Saponosides + +

Terpenoides ++ ++

Glycosides - -

Stéroides - +

Anthocyanes - -

Anthraquinones - +++

+++ : Présencetresforte, ++ : Présence forte, + : Présence faible, - : Absence

Les résultats révelent une présence importante de flavonoide, de tannin, et de terpénoides.
D’un point de vue biologique, ces meétabolites sont des composes potentiellement actifs
rencontrés dans toute ou une partie de la plante. Ce sont des précurseurs de drogues tres utiles
en thérapie clinique [27]. Les photos représentant les résultats des tests sont en annexe 3.

6. Extraction des poly phénols (tanins et flavonoides) des deux plantes

6.1. Extraction et détermination delateneur en Tanins des deux plantes

Le taux de tanins dans Thymus N. est de 1.7%, supérieur a celui trouvé par AKROUM.S
(2010) pour Thymus V. Par conséquent, en plus des performances d’ extraction, |e rendement
est tributaire de plusieurs facteurs tels que la différence de I’ espece et de composition de la

plante.

Le taux de tanins obtenus pour les feuilles d’ Eucalyptus G. (3.1%) indique la richesse de cette
derniére en tanins. Pour cette plante nous n'avons pas effectué de comparaison en raison
d' absence de travaux traitant I’ extraction des polyphénols d’ Eucalyptus.

6.2. Extraction et détermination delateneur en flavonoides des deux plantes

Le taux de flavonoide dans Thymus N. est de 0.58% tandis qu’ un taux de 0.46% a été estime
pour le genre Thymus V. d AKROUM.S (2010). Le taux d extraction des flavonoides de
notre plante est meilleur probablement, en raison de la différence de la chemotype et
provenance des deux plantes.

Pour Eucalyptus G. le taux est nettement élevé (0.74%) lui conférant ainsi plusieurs activités

telles que I’ activité antioxydante [22].
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7. Analyse par HPL C destanins et desflavonoides :
Les solutions témoins utilisées pour I’identification des tanins et flavonoides des deux plantes
et leurs temps de rétentions sont regroupées dans le tableau (3-7) :

Tableau 3-7 : Standard et temps de rétentions utilisé pour |’ analyse par HPLC

N° Standard Tempsderétention
1 Acide gallique 12.16
2 Acide caféque 15.10
3 Acide coumarique 16.32
4 Acide cinnamique 21.23
5 Quércétine 37.6

7.1. Tanins et flavonoides Eucalyptus G.

L’ analyse par HPLC effectuée sur les extraits des feuilles d’ Eucalyptus G. a une longueur
d onde 280nm, amis en évidence 2 pics majoritaires (chromatogramme 2, annexe 3).

Le premier pic correspond a |’ acide cinnamique (27.00%, éaon des tanins) vient confirmer
I’ existence des tanins et le deuxiéme correspond a la quércétine (72.99%, étalon utilisée pour
la caractérisation des flavonoides) témoignant la présence des flavonoides. Nos résultats
convergent vers ceux trouves sur deux genotypes d’ Eucal yptus étudiés par Bénédicte Favreau
(2012).

7.2. Tanins et Flavonoides du Thymus N.

L’ analyse par HPLC réalisée sur les extraits des feuilles de Thymus N. a une longueur d’ onde
de 280nm a mis en évidence 4 pics (chromatogramme 1, annexe 3)

En comparant nos résultats avec ceux trouvés par Angela Marculescu et a (2008), on retrouve
un composé en commun entre le thymus Vulgaris et notre plante; il s agit de I’ acide caféique
a 17.78%. Ce dernier est généraement utilise comme étalon pour la caractérisation des
flavonoides, son apparition confirme leur présence.

La quércétine (37.6%, étalon flavonoides) figure dans le chromatogramme de notre plante
mais pas dans le Thymus Vulgaris.

L’ apparition de deux éalons caractéristiques aux flavonoides (quércétine et acide caféique)
dans le chromatogramme de nos extraits, contre un seul pour Thymus. Vulgaris nous
renseigne sur la quantité des flavonoides présents dans les deux espéces. Le motif de cette
différence est lié au génotype des deux plantes, leur espéce et leur prévenance.

Par ailleurs, I’ éalon acide cinnamique (24.10%) confirme la présence des tanins.

=
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8. Dosage des poly phénolstotaux des deux plantes

8.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé sur différents solvants par la méthode de
Folin-Ciocalteu. La lecture des absorbances des échantillons sur I’'UV est faite pour une
longueur d’onde A = 765nm. L’acide gallique est utilisé comme standard, figure (3.2)

représente sa courbe d’ étalonnage.
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Figure 3-2: Courbe d’ étalonnage de I’ acide gallique

Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau (3-8), la quantité des polyphénols est

rapportée en microgramme d’ équivalent de I’ acide gallique par milligramme d’ extrait.

Tableau 3-8: Dosage des polyphénols présents dans | es feuilles des deux plantes

Solvant Absorbance Teneur Absorbance Teneur
(Thymus) (g EAG/mg) (Eucalyptus) (g EAG/mg)

Ethanol 0.382 34.744 0.832 89.621

M éthanol 0.393 36.085 0.838 90.357

Méthanol+eau  0.326 27.914 0.752 79.866

L’ espéce Eucayptus G. donne clairement le meilleur rendement 90.357 ug EAG/mg, ceci est
en rapport avec I’ utilisation des solvants polaires et solvants mixtes (méthanol + eau) qui
Saverent étre trés avantageux pour |’extraction des molécules polaires, ce résultat est
largement rapporté dans lalittérature.

La teneur en polyphénols dans Thymus N. bien qu'inférieure (34.77 et 36.083 ug
EAG/mg, respectivement dans |’ éthanol et le méthanol), a celle de I'Eucalyptus G. reste
notable et est largement supérieure a celle trouvée pour |'espéce Thymus V. étudié par
ZEGHAD.N (2010) 9.072 mg EAG/mg dans I’ éthanal.
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9. Etude antibactérienne des HES extraites et commer ciales et des poly phénols

9.1. Discussion desrésultats obtenus par aromatogramme

L’ évaluation de pouvoir antibactérien a é&é mis en évidence en mesurant le diamétre de la
zone d'inhibition par les HEs Vis-a-vis des souches testées :
L’ échelle de I’ estimation de I’ activité antibactérienne est donnée par Mutai et al, (2009) ; ils
ont classé les zones d'inhibitions de la croissance en 5 classes (le tableau 3-9)

Tableau 3-9 : Classification des zones d’inhibition

Diameétre (mm) Inhibition

D>30 Treés Fortement inhibitrice
21<D<?29 Fortement inhibitrice
16<D<20 Modérément inhibitrice
11<D<16 Légerement inhibitrice
D<10 Non inhibitrice

Le DMSO utilisé pour la dissolution des HEs n’a montré aucun effet antibactérien sur les
souches testées (témoin négatif). Les résultats de I’ activité antibactérienne in vitro des HEs

extraites sont résumés dans le tableau (3-10) :

Tableau 3-10: Diametres des zones d’inhibitions des HEs extraites et commerciales.

Huiles D.E.Coli D.S.Aureus D.P.aeruginosa

ThymN  46.2 17.5 0.00
Eucd.G 446 16.30 0.00
ThymC 26 12 0.00
Eucad.C 225 11.30 0.00

Les résultats indiquent que les HEs extraites et commerciales des deux plantes ne présentent

aucune activité antibactérienne vis-a-vis des souches Pseudomonas aeruginosa (G-).

Pour |"huile extraite de Thymus, le diametre d’inhibition (D = 46.2), notés vis-a-vis de la
bactérie E. coli est remarquable comparé au diametre d’'inhibition (D=17.5mm) déterminés
vis-a-vis de Staphylococcus aureus (G+). Ces résultats qualifient cette huile d'étre trés
fortement inhibitrice vis-a-vis de E. coli et modérément inhibitrice vis-a-vis de staphylococus

aureus.,

La méme observation est notée pour I'extrait d Eucalyptus et pour les deux HEs
commerciales des deux plantes. Les résultats marqués pour nos huiles concordent avec ceux
trouvés BEY OULD Sl SAID.Z (2014) pour I’ Eucalyptus G. et ZEGHAD.N (2010) pour le
Thymus.

F
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La sensibilité des huiles essentielles aux bactéries Gram (-) par rapport ala bactérie Gram (+)
peut étre explique par la relation structure-activité. En effet, certains composés phénoliques
comme le thymol présent dans le Thymus N. et I’eucalyptol dans I’ Eucalyptus G. peuvent,
gréace a leurs groupes fonctionnels, adhérer aux bactéries Gram négatif par fixation aux
protéines et aux lipophylsaccharides membranaires et rendre ainsi la membrane intérieure plus
vulnérable [33].

La figure suivante montre | histogramme les diamétres d'inhibition de la prolifération

bactérienne.
H HE Thymus Nummularis
60
B HE Eucalyptus Globulus
40
17,516,3
20 “1,313ﬁ HE Eucalyptus Globulus
Ly o
[ | Commérciale
[

0

diametre avec E.COLI (miahétre avec S.aureus(mm)

B HE Thymus Commeérciale

Figure 3-3: Histogramme des diamétres d’inhibition de E. coli et S.aureus.

Concernant le pouvoir antibactérien des polyphénols (flavonoides et tanins des deux plantes)
les résultats de |'aromatogramme sont positifs uniguement vis-a-vis de la bactérie
staphylococus aureus G (+). Aucune inhibition des bactéries a Gram (-), P. aeruginosa et E.
coli, n’a été enregistrée. Les bactéries a Gram (-) révelent par conséquent une forte résistance.
Cette résistance est en relation avec la nature de leurs membranes externes (imperméables ala
plupart des agents biocides) (Bouzid et al, 2011, Faucher et Avril, 2002).

Tableau 3-11: Résultats de I’ activité antibactérienne des flavonoides et tanins.

Flavonoide.Thym Flvonoides.E TaninsThym  TaninsE

D.Saureus(mm) 11 11 13 10

Au vu des résultats (annexe 04), la croissance de la souche S aureus a été inhibée par la
plupart des polyphénols a la concentration de 102.5 mg/mL. Les flavonoides et tanins de
I” Eucalyptus G. présentent la meilleure activité antibactérienne vis-a-vis de Saureus avec des
diametres d'inhibition de 11 et 13mm respectivement. Nos résultats sont en parfait accord

avec ceux rapportés dans lalittérature (Cowman, 1999).
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L'activité antibactérienne des flavonoides et tanins peut étre expliquée par le mécanisme de
toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait par des interactions non spécifiques telles
que I'établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires ou les
enzymes, la chélation des ions métalliques, inhibition du métabolisme bactérien, la
sequestration de substances nécessaires ala croissance des bactéries (Karou et al, 2005).

Les flavonoides dépourvus des groupements hydroxyles libres ont plus dactivité
antibactérienne par rapport a ceux qui en sont pourvus, ce qui conduit a une augmentation de
leur affinité chimique aux lipides membranaires, on se basant sur ce résonnement (cowman,
1999) on déduit que nos flavonoides sont de type flavones (dépourvues de groupements

hydroxyles libre) cela confirme nos résultats des tests phytochimiques.

9.2. MéhodedesCMI et CMB

Pour compléter les résultats qualitatifs obtenus par la méthode de I’ aromatogramme, lalecture
de la CMI sur les treize boites (annexe 04) permet de détecter les concentrations minimales
des huiles et polyphénols permettant d avoir une activité antibactérienne. Cette étude de
(CMI) est suivis de I'étude CMB permettant de situer I'activité antibactérienne des

échantillons entre bactéricides et bactériostatiques. Les résultats notés sont les suivants :

Tableau 3-12: RésultatsdelaCMI et CMB

Echantillon CMI (mg) CMB (mg) Types

HE Thymus.N 0.125 0.125 Bactéricide

HE Eucal yptus.G 0.480 0.480 Bactéricide

@ W HE Thymus commerciae 1.830 1.830 Bactéricide

— T HE Eucalyptus.G commerciale  3.840 3.840 Bactéricide
v, Tanins Thymus.N 51.20 / CMI >51.20
, © Tanins Eucayptus.G 51.20 / CMI>51.20
2 é Flavonoides Thymus.N 51.20 / CMI >51.20
0 2 Favonoides Eucayptus.G 51.20 / CMI >51.20

Pour les mémes souches et la méme espece de plante, La CMI (0.48mg/mL) de I'HE
d Eucalyptus. G extraite est inférieure a celle trouvée par Damjanovic V. et al. (2011) (1,57
mg/mL) et celle trouvée par Tyagui et a, (2011) (4,5 mg/mL). Ce résultat souligne
I"importance du pouvoir antibactérien de I’ HE extraite. La méme constatation est faite pour

I"HE commerciae de la méme plante.
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LaCMI (0.1mg/mL) del’HE de Thymus. N extraite est inférieure ala CMI (1.86mg/mL) de
I"HE de Thymus commerciale ce résultat marque la puissance de I’ activité antibactérienne de
I"HE de Thymus N. extraite.

Pour les tanins et flavonoides de chaque plante, la CMI est supérieure a 51.2 mg/mL (solution
mere) ce qui signifie que I’ activité antibactérienne des polyphénols est tres faible avec cette
concentration. En vue de faire le point sur I’activité antibactérienne de ces derniers ; nous
avons comparé les résultats trouvés par la CMI réalisée avec une concentration de 51.2mg/mL
et les résultats marqués lors de la réalisation de I’ aromatogramme avec une concentration de
102.5mg/mL. Pour cette derniere concentration, les polyphénols ont une inhibition notable

vis-a-vis de S.aureus.

10. Formulation des sirops a base desHEs et polyphénols

Laformulation de ces sirops est réalisée en injectant des concentrations en principe actifs P.A
(HEs et polyphénols) égales ala CMB trouvée et ala DLsg théorique [35]. Dans le tableau (3-
13) on regroupe les différents sirops formulés, les caractéristiques permettant le contréle de

qualité de ces sirops et les données de |a pharmacopée européenne [37].

Tableau 3-13 : Caractéristiques des sirops formulés a base d’ huiles essentielles.

Sirops abased’ HEs Quantitéde  Densité Viscosité (cp)  Turbidité
P.A injecté (NTU)
(mg)
Placebo / 1.27 25 0.30
HE Thymus 0.125(CMB) 1.27 36 0.81
HE Eucalyptus 0.480(CMB) 1.28 60 0.93
HE Thymus 0.05 (DL50) 1.27 26 0.40
HE Eucalyptus 0.20 (DL50) 1.27 27 0.45
HE Thymus.Commerciale 0.130(CMB) 1.27 39 0.81
HEEucalypt.Commerciale 0.500(CMB) 1.28 62 0.90
HE Thym+ 0.125+0.480 1.30 69 1.20
HE Eucalyptus (CMB)
HE Thymu.C+ 0.130+0.500 1.30 68 0.99
HE Eucayp.C (CMB)
Densité (P.E) Viscosité(AFNOR)  Turbidité(1SO)
1.26-1.32 5-140 0.1
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P.E : pharmacopée eur opéenne

Tableau 3-14: Caractéristiques des sirops a base de polyphénols

Siropsformulés  Quantitéde P.A  Densité Viscosité (cp) Turbidité(NTU)
Injecté (mQ)

F.Thymus 100 1.28 29 0.83

F.Eucalyptus 100 1.28 29 0.70

T.Thymus 100 1.29 29 0.68

T.Eucayptus 100 1.30 29 0.72
Densité(P.E) Viscosité(AFNOR)  Turbidité(l1 SO)
1.26-1.32 5-140 0.1

En comparant les caractéristiques des sirops formulés a celles exigées par la pharmacopée
européenne, les normes d’ AFNOR et 1SO 9001, on constate que la densité des sirops formulés
est conforme a celle recommandé par la pharmacopée européenne.

La viscosité est comparée a celle donnée par la norme AFNOR pour les fluides
pharmaceutiques, les valeurs de viscosité des sirops formulés répondent a cette norme. Selon
la pharmacopée européenne la viscosité peut étre améliorée en goutant des agents

viscosifiants.

La turbidité des sirops formulés est comparée a la turbidité de |I'eau estimée a 0.INTU
(équivalente & 20 particules/mL) par les normes ISO 9001 et AFNOR. La turbidité de nos
sirops est supérieure a celle de I'eau en raison de la présence de particules de sucre en

suspension dans |’ eau qui contribuent aréfléchir lalumiére.

10.1. Activité antibactérienne des sirops for mulés
Nous avons éudié in vitro le pouvoir antibactérien des sirops formulés par la méthode de
diffusion des disgques sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton). Les résultats sont regroupés

dans le tableau suivant et I’ annexe 04:
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Tableau 3-15: Résultats de I’ activité antibactérienne des sirops formul és

Sirop D.E.Coli(lmm) D.S.Aureus(mm)
Thymus.N (CMB) 12 10
Eucalyptus.G (CMB) 11 9
Thymus.N(DL50) 11 9
Eucalyptus.G(DL50) 10 6
Thymus.C (CMB) 11 6
Eucalyptus.C (CMB) 9 7
Thymus.N+

Eucalyptus.G (CMB) 12 10
Thymus.C+

Eucalyptus.C (CMB) 10 10
F.Thymus.N / 19
F.Eucayptus.G / 13
T.Thymus.N / 15
T.Eucalyptus.G / 9

On remarque gue |’ activité antibactérienne des sirops se situe entre modérément et |égerement
inhibitrice cela est déduit par lalecture des différents diametres d’ inhibition.

Les sirops d'HEs exercent un pouvoir antibactérien plus important vis-a-vis de la souche E.
coli (Gram-) confronté a la souche de S.aureus (Gram+) cela est expliqué par la relation

structure activité.

Concernant les sirops formulés a base de flavonoides et tanins le pouvoir antibactérien n’ est
percu qu’'avec la souche Gram négatif staphylococus aureus, ceci est en relation avec la
structure et la spécificité d’ action des polyphénols vis-a-vis de la membrane cytoplasmique
des souches bactériennes.

11. Activité anti-oxydante des extraits des deux plantes

L’ activité anti-oxydante est évaluée par la mesure de piégeage du radical DPPH. Le pouvoir
antioxydant de nos échantillons est comparé au pouvoir antioxydant de |’acide
ascorbique (antioxydant puissant).

Le potentiel anti-radicalaire est évalué par une méthode colorimétrique. A température

ambiante la coloration violette de DPPH en présence d une solution de |’ acide ascorbique

®
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disparait, une coloration jaune surgit. Du point vu chimique, cela est d0 a la saturation des
couches éectroniques. Le tableau et le graphe suivant résume le pouvoir antioxydant de

| acide ascorbique avec la méthode de DPPH.

Tableau 3-16: Activité antioxydante de |’ acide ascorbique

Acide Parameéetres Solution mére  75% 50% 25% 12.5%
ascorbique Ay 0.977 0.950 0820 0.820 0.820
(référence) A. 0.039 0.038 0135  0.182 0.500
C (mg/mL) 1 0.75 0.50 0.250 0.125
1(%) 96 96 8353 77.80 39.02

Ay, : absorbance du blanc ; Ac: absorbance de |’ échantillon ; | (%) : pourcentage d’inhibition

acide ascorbique = 101,6513+60,0203*l0g10(x)
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Figure 3-4: Activité antioxydante de I’ acide ascorbique en fonction des dilutions réalisées

Le pourcentage d'inhibition provoqué par I’acide ascorbique pour la solution mere (96%,

Img/mL) est trés éleve, cetaux reste éevé pour toutes les dilutions réalisées.
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Tableau 3- 17: Activité antioxydante des HEs extraites des deux plantes

Echantillon Dilution
(%)
100
75

HE ThymusN. 50
25
125
100
75

HE EucalyptusG. 50
25
125

[C]
(mg/ml)
10

7.5

5

25
1.25
7.5
5.62
3.75
1.875
0.9375

Ap

0.723
0.652
0.652
0.866
0.866
0.836
0.649
0.689
0.689
0.739

Ae

0.047
0.067
0.083
0.210
0.401
0.491
0.416
0.452
0.452
0.624

1(%)

92
89
87
75
53
41
35
34
34
155

La capacité de réduction (92%) du radica DPPH* I’'HE de Thymus N. est élevée. Les

pourcentages d’inhibitions trouvés pour les quatre dilutions réalisées restent élever et

confirment par conséquent |a robustesse de cette huile dans la réduction des radicaux libres.

Pour I’'HE d’Eucalyptus G. le pouvoir antioxydant pour la solution mére (41%, 0.75mg/mL)

ne dépasse pas les 50%. Comparé a la capacité réductrice de I’ acide ascorbique ou a celle de

I"THE Thymus N. cette huile est faiblement antioxydante. Les graphes résumant les résultats

sont donnés en annexe 05.
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Tableau 3-18: Activité antioxydante des tanins des deux plantes

Echantillon Dilution [C] Ap
(%) (mg/mL)
Tanins 100 10 0.836
Eucalyptus 75 75 0.836
Globulus 50 5 0.836
25 2.5 0.836
125 1.25 0.836
Tanins 100 10 0.703
Thymus 75 7.5 0.866
Nummularuis 50 5 0.866
25 25 0.765
125 1.25 0.765

La capacité de réduction du radical DPPH* par les tanins d Eucalyptus G. (96.41%,

Ae

0.030
0.038
0.055
0.108
0.416
0.068
0.100
0.150
0.208
0.220

1(%)

96.41
95.45
93.42
87.08
48.49
90.24
88.45
82.67
72.81
71.24

10mg/mL) est remarquable, elle dépasse la capacité de réduction de I’ acide ascorbique. Ce

pouvoir reste important pour toutes les dilutions. La méme observation est faite pour les

tanins de Thymus N. (les graphes des pouvoirs antioxydants en fonction des dilutions sont

donnés en voir annexe0b.

Tableau 3-19 : Activité antioxydante des flavonoides des deux plantes

Echantillon Dilution [C] Ap
(%) (mg/ml)
Flavonoides 100 10 0.850
Eucalyptus 75 75 0.820
Globulus 50 5 0.820
25 25 0.820
12.5 1.25 0.820
Flavonoides 100 10 0.820
Thymus 75 7.5 0.818
Nummularuis 50 5 0.866
25 25 0.866
12.5 1.25 0.866

Le taux d'inhibition des flavonoides d'Eucalyptus G. pour la solution mere (67.79%,

10mg/mL devance légerement les 50%. Ce taux est considéré important et procure aux

Ae

0.299
0.300
0.387
0.569
0.610
0.588
0.772
0.839
0.839
0.854

flavonoides d’ Eucalyptus G. un pouvoir antioxydant marquant.

Au vue du taux d'inhibition des flavonoides de Thymus N. pour |a solution mere (28.21%,

1(%)

64.79
63.41
52.80
30.60
25.60
28.21
5.62
3.25
1.84
1.38

10mg/mL), le pouvoir antioxydant de ce composé est considéré faible. Les graphes

récapitulant les résultats sont mis en annexe 05.
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11.1. Index | Cso des HEs extraites, des Flavonoides et de Tanins

L’index 1Csp ou concentration inhibitrice est définie comme éant la concentration de
I’ échantillon permettant de réduire I’ activité du DPPH initiale de 50% aprés 30min d’ action.
Il est calculé graphiquement par régression linaire des graphes tracés (figures en annexe05).
L e tableau suivant regroupe les indices d inhibition trouvés.

Tableau 3-20: Vaeursd' IC50 des différents échantillons

Echantillons 1Cs0(%)
HE.Thymus Nummular uis 0.339
HE.Eucalyptus Globulus 1.307
Tanins Thymus Nummularuis 0.330
Tanins Eucalyptus Globulus 0.177
Flavonoides Eucalyptus Globulus 0.716
Flavonoides Thymus Nummular uis 2.996
Acide Ascorbique 0.155

En comparant les ICsg trouvés des composés on remarque que les tanins de I’ Eucalyptus G. et
I"HE de Thymus N. ont une activité antioxydante remarquable, a concentration inhibitrice est
proche de celle de |’ acide ascorbique.

Les HEs des deux plantes ont une ICsy notable ce qui leurs conferent la qualité d’ antioxydant
puissant.

Concernant les flavonoides, on note que les flavonoides de Thymus N. ont I'activité
antioxydante la plus faible avec une ICsg estimé a 2.996. Cette divergence pourrait s expliquer
par le fait que I'activité antioxydante d’ un extrait dépend essentiellement de la nature des
composés qu'il contient et de leur vulnérabilité au traitement qu’ils subissent lors d’'un
procede d’ extraction.

L’activité antioxydante des polyphénols est directement liée a la polarité des solvants
d extraction utilisés (méthanol). Nos résultats sont en accord avec ceux trouves par (Hossain
et a. (2013), Kang et al. (2003) et BOCHOUKA .E (2016) et confirment le lien étroit entre

I activité antioxydante et |a polarité du solvant.

12. Formulation de pommades a base des polyphénols extraits
L es antioxydants incorporés comme principes actifs dans les pommades formul ées procurent

acesderniéres la propriété de laréduction des radicaux libre nocifs ala santé
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Humaine. Les caractéristiques principales de ces pommades sont déterminées et comparées a

celles recommandés par la pharmacopée européenne [37].

Tableau 3-21 : Caractéristiques des pommades formul ées a base de pol yphénols

Caractéristiques Aspect

Pommade sansP.A Pate blanche, pas de particules
visiblesal’ceil nu

Pommade a base des Pate blanche, pas particules visible

flavonoides (Thym) al'eeil nu

Pommade a base des Pate blanche, pas particules visible

Flavonoides(Eucalyptus) al’ il nu

Pommade a base Pate blanche pas particules

des Tanins (Thym) Visibleal ceil nu

Pommade a base Pate blanche pas particules visible

des Tanins (Eucalyptus) al’ceil nu

Aspect
(P.E)
Pate Pas de particule visible al’ ceil

Viscosité
2500

2560
2560
2560
2560

Viscosité
(AFNOR)

Ph
7.00

7.02
7.03
7.00

7.02

pH

(P.E)
2000-3000 6.65 a7.02

L’ aspect, le pH et la viscosité des pommades formulées a base d’ extrait antioxydants sont

conformes & ceux recommandés par |a pharmacopée européenne [37] et lanorme AFNOR.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travaill est I'étude des bios activités des extraits de Thymus

Nummularuis et d’ Eucal yptus Globulus appliqués a des formul ations pharmaceutiques.

L’ étude a commenceé avec I’ extraction par hydro distillation de type Clevenger des HEs
de chacune des deux plantes. Les rendements de 1.5% pour le Thymus N. et 0.95% pour
I’Eucalyptus G. sont obtenus pour une durée dextraction de 3 heures. L’éude des
caractéristiques physiques et organoleptiques des HEs extraites a mis en évidence leurs
qualités par correspondance avec les données de la littérature. L analyse par CG/SM arévélé
la présence de 19 constituants dans la composition chimique de | HE extraite d’ Eucalyptus, le
pourcentage du composé magjoritaire (74.01%) correspond a I’ Eucalyptol. Par ailleurs, 18
composes identifiés entrent dans la composition de I'HE extraite de Thymus. Le Thymol,
COMpOoSseé majoritaire, est présent avec un pourcentage de 37,30%.

Puis la réalisation du screening phytochimique des deux plantes, les résultats révelent
une présence importante de flavonoide, de tannin, et de térpenoides. D’un point de vue
biologique, ces métabolites sont des composés potentiellement actifs rencontrés dans la
plante.

L’ extraction des polyphénols est réalisée par macération de la matiere végétale, un
rendement de 0.72% est obtenu pour les flavonoides d eucalyptus et 0.54% pour les
flavonoides de Thymus. La teneur en tanins est évaluée a 3.1% pour |’ Eucalyptus et 1.7%
pour le thymus. Ces résultats sont confirmeés par |’ analyse HPLC.

L’ étude de I’ activité antibactérienne par les méthodes de I’ aromatogramme, laCMI et la
CMB, aconfirmé I’ efficacité des HEs des deux plantes sur la bactérie Gram(-) par rapport ala
bactérie Gram(+).

Les résultats de |I"aromatogramme des flavonoides et tanins des deux plantes indiquent
un pouvoir antibactérien positif uniquement vis-a-vis de staphylococus aureus G(+). Aucune
inhibition des bactéries a Gram (-), P. aeruginosa et E. coli, n'a été enregistrée. Les bactéries
aGram (-) révélent par conséguent une forte résistance vis-a-vis des polyphénols.

Les résultats obtenus pour le pouvoir antioxydant montrent que I’HE de Thymus N. est
plus riche en antioxydant (92%) que I’ HE d' Eucalyptus G. (41%).
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Pour les polyphénols, le pouvoir antioxydant des tanins des deux plantes est trés marqué, les
valeurs de 94.41% pour I'Eucdyptus G. et 90% pour le Thymus N. sont enregistrées.
Comparés aux tanins, les flavonoides présentent une activité antioxydante modérée avec des
taux nettement inférieurs (67.79% pour Eucayptus G. et 28.21% pour Thymus N.).

Les bios activités des extraits des deux plantes étant clairement mises en évidence, deux
préparations pharmaceutiques (sirop et pommade) a base des substances extraites sont
formul ées et controlées, la qualité des deux formulations est appréciée et est conforme avec la

norme et la pharmacopée.

De nouvelles perspectives peuvent étre envisagées par une éude plus poussée de
I’activité antibactérienne, et antifongigue non seulement sur les extraits purs ou
leurs composants majoritaire, mais également en mélange, permettant ains la mise en
évidence d’ une éventuelle synergie. Il serait intéressant :

- D’évaluer le pouvoir antibactérien sur d’ autres bactéries pathogenes, afin de confirmer
I’ efficacité des HES €t des poly phénols extraits.
- D’étudier I'activité anti-inflammatoire et déterminer la DL50 de chague extrait pour

les exploités dans la formulation d’ autres formes a usage thérapeutiques.

.
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Annexe 01
Principe de CPG/SM
Lorsqu’on fait appel a ce genre d’ analyse pour identification on distinguera plusieurs étages :
lonisation : certaines molécules se volatilisent sous I’ effet du vide et la haute température
(200°C) donc il on résulte un mélange d’'ions et cela a cause de la fragmentation des différents
constituants. Accélération : les différentes ions se dirigent vers le séparateur et |’ entoure sous
I’effet d'un champ magnétique. Séparation : les ions seront distribués suivant le rapport
masse/charge. Détection : un phénomene réalise grace a un détecteur sensible aux charges.
Traitement du signa : |'appareil traduit le signal sous forme d'une représentation
conventionnelle de I’ abondance des ions en fonction du rapport masse /charge.
Analyse des huiles essentielles de Thymus.N et Eucalyptus.G par CPG/SM
Le gaz vecteur est I’ azote d’u débit de 0.3ml/min .La colonne utilisée est pour cette analyse
est une colonne capillaire de type CP-Chirasil-Dex CB fusedsilica WCOT dont lalongueur est
de 25m et de 0.25mm de diamétre intérieur. Le gaz vecteur employé est bel et bien |’ azote d’u
débit de 0.3ml/min. L’ épaisseur de la phase stationnaire est de 0.25um. Le détecteur est de
type FID dont la température est de 25°C. La température de la colonne est programmeée
comme suit : la température initia d’injection est de 70°C pendant 2.5min, puis s éleve par
paier de 15°C/min a 240°C pendant 30min. L’ appareil est piloté par un ordinateur menu d’un
logiciel approprié pour ce genre d' analyse et d’une banque de données NIST qui permet
I'identification. Le temps de sortie de chaque pic appelé temps de rétention caractérise
gualitativement la substance concernée. L’air limité par ces pics permet de mesurer la
concentration de chague compose séparé.
Tableau : Composition d’ huile essentielle de Thymus Bieicherianus.

Pourcentage relatif (%) Composé identifié
y-terpinéne 1.24
Alpha-terpinéne 3.99
Apha-ocimene 0.22
p-cyméne 1.55
Carvacrol 248
Alpha-terpinolene 0.05
Alpha-cymene 8.65
Limonene 0.19
Euca yptol 1.00
Sabinéne 0.03
Linaol 0.09
Terpincienne 0.02
Béta-linal ool 0.46
Borneol 0.86

Terpinéne-4-ol 0.50
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3-cyclohexene-1-carbinol 0.03
Isothymol methyl 0.01
Thymol 36.85
E-B-ocyméne 1.35
Alpha-bisabolol 0.21
Alpha-Sinensa 0.01
Camphre 12.11
Alpha-Bisabolol 0.01
Bornéol 1.40
Myrtenol 0.05
Acétate de géranyle 0.01
Béta-bourbonéne 0.01
Béta-Elemene 0.05
Alpha-Grujunene 0.01
Aromadendréne 0.05
Béta-caryophilene 1.16
Eremophilene 0.40
Junipéne 0.09
Béta-himachal éne 0.06
Béta-caryophylléneoxy 0.56

Tableau : Pourcentages des composeés identifiés par CPG/SM dans I’ HE d’ Eucalyptus G.

Compose identifié Pourcentage relatif (%)
Alpha-pinéne 0.05a10%
Beta-pinéne 0.05a1.5%

Sabinéne 0.3%
Alpha-phallandréne 0.05a1.5%

Limonéne 0.05a 15%
1,8-cinéole 70 & 90%

Camphre Maximum 0.1%
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Spectrede CPG/SM del’ huile essentielle de Thymus Nummular uis
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Tableau : Listesdes produits utilisés

Produit

M éthanol
Ethanol
Ether de pétrole
Chloroforme
Ether di éthylique
n-butanol
acide chloridrique
hydroxyde de potassium
hydroxyde d’ ammonium
acide acétique glacia
anhydride acétique
acide sulfurique
DMSO
eau physiologique
Chlorure de Fer (111)
Magnésium
Gélose MH
Saccharose
Oxydedezinc
vaseline
Réactif de MAYER
Réactif de WAGNER

Annexe 02

Pureté

99.5%
96%

95%
99-99.4%
99%
99.9%
36-38%

90%
30%

90%

Fournisseur

SIGMA ALDRICH
SIGMA ALDRICH
ORGANICS
ORGANICS
BIOCH
Chemopharma
ORGANICS
ORGANICS

ORGANICS
ORGANICS
ORGANICS
SIGMA ALDRICH
SIGMA ALDRICH
ORGANICS
SIGMA ALDRICH
ORGANICS
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Annexe 03

Tests photochimiques

Figure: Résultats des tests phytochimiques réalisé sur les deux plantes ThymusN et

Eucalyptus.G (tanins, flavonoides, anthraquinones, glycosides, térpenoides, stéroides).
Dosage des polyphénols totaux

Pour analyser les poly phénols et les flavonoides, 100 mg des feuilles d’ Eucalyptus. G et de
Thymus .N séche ont été pesés et extraits avec 10ml d'une solution d’un mélange méthanol -
eau (80 :20 V/V) de méthanol et d’ éthanol, cette macération est réalisé pendant 24 heures. Un
volume de 0.2ml d extrait dilué 10 fois est gjouté a 1ml de la solution de Folin ciocalteu dilué
10 fois dans I'eau distillée. Apres agitation 0.8ml de solution de NaCO3 est gouté a
I”’ensemble. Apres 2 heures d’incubation a température ambiante |’ absorbance est lue a 765nm
contre un blanc. Le taux des ployphénols sans nos échantillons a éé calculé a partir d’ une
courbe d’ éalonnage établie avec de I’ acide gallique par milligramme d’ extrait.
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Chromatogrammes d’HPL C des Tanins et Flavonoides du Thymus.N et Eucalyptus.G
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F'i-gii-re: Chromatogramme des poly phénols (flavonoides et tanins) Thymus. N (spectrél) et
Eucalyptus. G ( spectre2).
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Meuller-Hinton gélose (M-H) : (g/l)
Infusion deviandedeboeuf............................l. 02.0g
Hydrolysat acidede cas@ine..............ccooeveiiininnnes 17.5g
AMIdON .. 01.5g
Al 10g

PH:7.4

Souches micr obienne utilisées:

Escherichia coli : ou colibacille est un bacille a gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae mesurant 2 a 4 um de long sur 0.4 a 0.6 um de large. Elle est fine et allongée a
extrémités arrondies, mobile. Elle pousse facilement sur les milieux ordinaires en 24h a 37 °C en
aérobiose et anaérobiose, et se multiple en milieu synthétique avec source de carbone simple comme le
glucose. Sur milieu gélosé les colonies sont lisses, brillantes de structure homogéne. E. coli possede
une catalase mais est dépourvu d oxydase. Elle fermente le glucose et |e lactose avec une production
de gaz.

Pseudomonas aeruginosa : ce sont des bacilles a gram négatif fines et longs (de 1 &3 um de long sur
05 a 1 pum de large), non fermentaires, ubiquitaires et saprophytes trés répandues dans
["environnement. Anciennement appelé pyocyanique du fait de sa capacité a donner un pigment de
couleur bleu vert. Ce genre est facile a cultiver sur de nombreux milieux de culture en aérobiose a
37°C. Les colonies larges, isolées, grandes, au centre bombé et a bord irrégulier, dégagent une odeur
aromatique.

Staphylococcus aureus : S. aureus est une cocci a coloration de Gram positive. || mesurede 0,5a1l
um de diamétre, ne sporule pas, est immobile, aéro-anaérobie facultatif et possede une catalase et une

coagulase. S. aureus, espéce type du genre Staphylocoque.

Principe de la méthode difussion sur milieu solide
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papier Incubation a 37 °C
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Figure: Matériaux utilisés pour la réalisation de I’ é&ude antibactérienne (eau stérilisée,

écouvillon, pince, pied a coulisse, papier wattman)

Figure : Résultats del’aromatogramme des sirops formulés
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Préparation dela solution de DPPH

A |’aide d'une balance analytique ; 4 mg de DPPH en poudre ont été pesée ; solubilisés dans
100ml de méthanol. Cette solution subit des dilutions avec du méthanol jusgu'a avoir une
absorbance de 0.6 40.9 a517nm.

Tableau : Vaeurs del’ activité antioxydante de |’ acide ascorbique pris comme référence

Acide Paramétres Solution 75% 50% 25% 12.5%
ascor bique mere
(référence) A, 0.977 0.950 0.820 0.820 0.820
Ac 0.039 0.038 0.135 0.182 0.500
[C] (mg/ml) 1 0.75 0.50 0.250 0.125
(%) 96 96 83.53 77.80 39.02
m 95
2 90
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Figure : Pouvoir antioxydant en fonction des dilutions des huiles essentielles Thymus. N et

Eucalyptus. G.
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(%) Eucalyptus Globulus = 66,8672+23,159640g10(x) (%) Tanin Thymus Nummularuis = 54,2167+48,8017*l0g10(x)
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Figure : Activité antioxydante des tanins de |’ Eucalyptus. G et Thymus .N.
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Figure : Activité antioxydante des flavonoides de Thymus. N et Eucalyptus. G.



Résumeé :

L’ objectif de ce travail est I’ éude des bios activités des extraits de Thymus Nummularuis et
d’ Eucal yptus Globulus appliqués a des formul ations pharmaceutiques.

Les HEs sont extraites par hydro distillation type Clevenger, les rendements obtenus pour
chague plante sont appréciables. La composition des huiles est identifiée par CG/SM, leurs
propriétés organoleptiques et leurs caractéristiques physico-chimiques sont déterminées.
L’ extraction des polyphénols (tanins et flavonoides) par macération donne un rendement de
chaque composé conforme a celui décrit dans la littérature. La nature des composés des
polyphénols est déterminée par une analyse HPLC.

Les bios activités des extraits (HEs et polyphénols) des deux plantes sont mises en
évidence.La méthode de I'aromatogramme, CMI et CMB a montré le pouvoir antibactérien
des extraits ; le pouvoir antioxydant est veérifié par la méthode du piégeage du radical DPPH.
Au vu des résultats obtenus, deux préparations pharmaceutiques (sirop et pommade) a base
des substances extraites sont formulées et controlées, la qualité des deux formulations est
examinée et est comparée aux criteres fixés par la norme et la pharmacopée.

Mots clés : Extraction, métabolites secondaires,activité antibactérienne, activité antioxydant,
formulation.
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Abstract

The objective of this work is the study of the activities of extracts of Thymus Nummularuis
and Eucal yptus Globulus applied to pharmaceutical formulations.

The HE are extracted by Clevenger hydro distillation; the yields obtained for each plant are
appreciable. The composition of the oils is identified by GC / MS, their organoleptic
properties and physico-chemical characteristics are determined. The extraction of polyphenols
(tannins and flavonoids) by maceration gives a yield of each compound in accordance with
that described in the literature. The nature of the polyphenol compounds is determined by
HPLC analysis.

The bio-activities of the extracts (HEs and polyphenols) of the two plants are highlighted. The
aromatogram method, CMI and CMB showed the antibacterial power of the extracts; the
antioxidant power is verified by the DPPH radical scavenging method.

Two pharmaceuticals preparations (syrup and ointment) based on the extracted substances are
formulated and controlled; the quality of the two formulations is examined and compared to
the criteria set by the pharmacopoeia standard.

Key words. Extraction, secondary metabolites, antibacterial activity, antioxidant activity,
formulation.



