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Introduction géenérale

Depuis les temps les plus anciens, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales pour leurs
propriétes thérapeutiques [1].

Les plantes sont une source importante de constituants bioactifs, notamment des
phénols, des composants aromatiques, des terpénoides, des stérols, des huiles essentielles, des
alcaloides, des tanins et des anthocyanes qui jouent un role important dans le traitement de
nombreuses maladies [2]. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par
I’étude des plantes médicinales et montrent que les médicaments & base de plantes sont
considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux medicaments synthétiques [3].

L’oxydation représente un processus indispensable dans le métabolisme des cellules de
I’organisme. Elle met en jeu la molécule d’oxygéne dont la production par des voies
métaboliques non controlées engendre la formation d’especes réactives d’oxygene (ERO). En
cas de surproduction dépassant les capacités d’¢limination de 1’organisme, ces radicaux
s’attaquent a des composantes cellulaires ordinaires comme les lipides, les protéines, et les
acides nucléiques. ERO sont a I’origine de nombreuses pathologies telles que 1’obésité, le
cancer, le diabéte, I’inflammation, 1’athérosclérose et les maladies dégénératives [4][5].

Les antioxydants constituent une famille de substances susceptibles de neutraliser les
radicaux libres et prévenir ainsi la survenue des maladies associées au stress oxydant. Les
plantes médicinales traditionnelles représentaient les principales sources d’antioxydants qui
protégeaient nos ancétres des lésions engendrées par les radicaux libres [4]. Leurs propriétés
antimicrobiennes sont connues depuis 1’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du
20°™ sigcle pour que les scientifiques commencent & s’y intéresser [6].

L’ Algérie avec sa diversité de climats et de sols, sa situation géographique et ses reliefs,
présente une flore de 3510 espéces dont 450 espéces sont répertoriées dans les hauts plateaux
et le grand sud du pays [7].

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé a étudier le genre
Teucrium polium geyrii qui appartient a la famille des Lamiaceae ou labiée et comprend plus
de 300 especes généralement aromatiques poussant a 1’état spontané dans diverses régions du
globe. Il est largement présent dans le bassin méditerranéen [6].

La présente étude a pour objectif I’analyse qualitative des metabolites secondaires de
Teucrium polium geyrii en utilisant la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse (CPL/SM) et I’évaluation in vitro de [I’activité antioxydante, enzymatique et
antibactérienne des extraits de la plante.
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Chapitre | Généralités et données bibliographiques

1. Monographie de la plante

1.1 Famille des Lamiaceae
Lamiacées, aussi appelée labiées ou labiatées, sont une importante famille de plantes
qui contiennent une grande variété de produits chimiques, tels que les terpénoides, les iridoides,
les composeés phénoliques et les flavonoides [8]. C’est la sixiéme plus grande famille
d’Angiospermes comprenant 12 sous-familles, 236 genres, et plus de 7000 especes [9].

En général, les espéces de Lamiacées se trouvent partout sur la planete, méme si
certaines espéces sont endémiques [9]. Et beaucoup d’entre eux sont largement réparties dans
le bassin méditerranéen [10].

(\‘: o "M_’ﬂw—"\

Figure 1 : Répartition géographique des Lamiacées [9].

Du point de vue botanique, les espéces appartenant a cette famille sont généralement
des plantes herbacées, caractérisées par une tige quadrangulaire dépourvue d’épine. Les feuilles
sont opposées, décussées ou rassemblées en verticilles le long de la tige. Les fleurs sont
hermaphrodites, zygomorphes ou actinomorphes. Ce sont des tétrameres ou des pentameres,
généralement collectés dans des verticillasters. Chacune d’elle est constituée de nombreuses
fleurs (allant de 2 a 20) et est disposée circulairement sur deux grandes bractees feuillées
alternées [9].

1.1.1 Intérét pharmacologique, nutritionnel, et commercial
Les lamiacées sont utilisees dans la meédecine traditionnelle et moderne pour les
affections liées au systeme digestif et systéme respiratoire et possede également des propriétés
antimicrobiennes, antivirales et antifongiques. Des parties aériennes sont avérées efficaces dans
le traitement de patients souffrant de troubles anxieux, de fiévre et de rhumatismes.
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De nombreuses especes de Lamiaceae : Mentha, Thymus, Ocimum, Origanum, sont des
plantes spontanées et aromatiques Elles sont utilisées dans diverses industries dont 1’industrie
alimentaire et parapharmaceutique [8].

1.2 Genre Teucrium
Le genre Teucrium, de la famille des lamiacées comprend 340 espéces, dont 20 ont été
signalées en Algérie [11]. C’est un genre polymorphe et cosmopolite de plantes vivaces [12].
Ce genre se trouve en abondance au sud—ouest de 1’Asie, de 1I’Europe et du nord de 1’ Afrique
[13].

Du point de vue chimique, le genre Teucrium est I'une des sources les plus riches en
diterpenes néoclérodanes [12].

1.2.1 Teucrium polium geyrii
Elle est commune dans I'Atlas saharien. Elle pousse principalement dans des lits rocheux

d'altitude entre1200 et 2600 metres [14].

Figure 2 : Teucrium polium geyrii.

1.2.1.1 Nomenclature de Teucrium polium geyrii

- Nom Tamahag : Takmazzut.

- Nom vernaculaire (arabe) : Chand goura.

- Nom vernaculaire (Frangais) : germandrée tomenteuse.

1.2.1.2 Position systématique de Teucrium polium geyrii
La plante Teucrium polium geyrii appartient a la systématique suivante [15] :
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Embranchement : Spermatophytes (plantes a graine)

Sous embranchement : Angiospermes (Magnoliophyta : plantes a fleur)
Classe : Dicotylédones (Magnoliopsida)

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Teucrium

Espéce : Teucrium polium geyrii

1.2.2 Description botanique
Teucrium polium est une plante vivace qui pousse en touffes de couleur gris bleuté, tres
rameuses, ne dépassant pas les 20 centimétres. Elle porte de petites feuilles allongées, aux bords
dentelés un peu enroulés sur eux-mémes. D’autres pieds sont beaucoup plus velus et les feuilles
plus développées [16].

Figure 3 : Teucrium polium geyrii.

1.2.3 Propriétés pharmacologiques du genre Teucrium
Les especes de Teucrium ont été utilisées depuis des siécles en médecine traditionnelle
comme cholagogues, antispasmodiques, diurétiques, antidiabétiques, antiphlogistiques,
antirhumatismales, antiseptiques, anthelminthiques et carminatives [17].



Chapitre | Généralités et données bibliographiques

Tableau 1 : Propriétés thérapeutiques des especes du genre Teucrium.

plantes Propriétés thérapeutiques références

Teucrium montbretii | Anti-inflammatoire et antioxydante. [18]
Antimicrobiennes, spasmolytiques, [19]

Teucrium marum antipyrétiques, anti-inflammatoires et anti-
insecticide. [20]
Antibactérienne, anti-inflammatoire, anti- [21]
ulcerogeéne, anti-nociceptive,

Teucrium polium antispasmodique, antidiabétique, diurétique, [22]
hypolipidémique, antifongique, antagoniste [23]
du calcium et cytotoxique.

2. Métabolites secondaires

Une des caractéristiques des végétaux est leur capacité a produire des substances
naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits «
secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui représente
une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines aussi différents
que la pharmacologie ou l'agroalimentaire [69].

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides,
terpénes, composés phénoliques...) [69].

2.1 Composés phénoliques
Les composés phénoliques sont largement distribués dans le régne végétal. Ils sont les
métabolites secondaires les plus abondants, avec plus de 8 000 structures phénoliques
actuellement connues, possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs
groupes hydroxyle [24].

Les composes phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (tableau 2)
qui se différencient d'abord par la complexité du squelette de base (allant d'un simple Cs a des
formes tres polymérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degre
d'oxydation, d'hydroxylation, de méthylation.), enfin par les liaisons possibles de ces molécules
de bases avec d'autres molécules (glucides, lipides, protéines autres métabolites secondaires
pouvant étre ou non des composés phénoliques...) [69].

Les différentes classes de ces composés phénoliques, avec des exemples significatifs
importants, sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 2 : Les principales classes de composés phénoliques [69].

Squelette carbone classe exemple origine
Ce Phénols simples Catéchol
Ce-C1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise

hydroxybenzoiques

Ce-C3 Acides Acides caféique, féruligue ~ Pomme de terre,
hydroxycinnamiques Scopolétine, esculétine pomme
] citrus
Coumarines
Ce-Ca Naphtoquinones Juglon Noix
Ce-Co-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Ce-C2-Cs Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes,
fleurs

e Anthocyanes
Fleurs, fruits rouges

e Flavanols Cyanidine, pélargonidine
o ) Pomme, raisin
e Flavanones Catechine, épicatechine
) ) Citrus
isoflavonoides Naringenine
. Soja, pois
Daidzéine
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Cs3)n Lignines Bois, noyau des fruits
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(Ci)n Tannins Raisin rouge, kaki

2.1.1 Les formes les plus simples

2.1.1.1 Acides phénoliques
o Les dérivés de I’acide hydroxy benzoiques (Tableau 3) : sont des acides ont une
formule de base de type (C6-C1) [69].

Tableau 3 : Dérivés d’acide hydroxybenzoique [69].

R1 = R>= R3= Rs=H acide benzoique (non
phénolique)

Ri1= Ro=R4=H, R3=0OH acide p-hydroxy benzoique
Ri1= Rs=H, R2=R3=0H acide protocatéchinique

R, R R1=Rs=H, R>=0CH3s, R3=0OH | acide vanillique

. |
R. COOH Ri1=H, R2= R3= R4=0OH acide gallique

Ri1=H, R2=R4=0CH3s, R3=OH | acide syringique

Ry
R1=OH, R2>= R3= Rs=H acide salicylique
R1= R4=0OH, Ro= R3=H acide gentisique

o Les dérivés de I’acide hydroxycinnamiques (Tableau 4) : représentent une classe tres
importante dont la structure de base est (C6-C3) [69].
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Tableau 4 : Dérivés d’acide hydroxycinnamiques [69].
o Ri= R2>= Rs=H acide cinnamique (non

R N CooH phénolique)
Ri1= R3=H, R,=0OH acide p-coumarique

R R1= R»=0OH, Rs=H acide caféique

R

R1=OCHjs, R2=0OH, R3=H acide férulique
Ri1= R3=0OCHjs, R,=OH acide sinapique

2.1.1.2 Flavonoides
Parmis les composees phenoliques naturels, les flavonoides ocupent une place
priviligée et constituent une des familles de composes phenoligues la plus largement repandue.
Certains ont une répartition géenérale dans le monde végétal et d’autres ne se retrouvent que
dans un nombre plus limite d’espéces [25].

La structure de base des flavonoides est le noyau flavan, contenant 15 atomes de carbone
disposés en trois cycles (C6-C3-C6), qui sont étiquetés comme A, B et C [24].

-
2 4
. 0 5
lrl :l-l
5 4

Figure 4 : Squelette moléculaire de base des flavonoides avec la numérotation classique [69].

C'est d'abord la structure de I'hétérocycle central et son degré d'oxydation qui permettent
de distinguer les différentes classes de flavonoides : les anthocyanes, pigments rouges ou bleus,
les flavones et les flavonols, de couleur créeme ou jaune clair, les flavanes dont les produits de
condensation sont a l'origine d'un groupe important de tannins et les isoflavones qui jouent un
role dans la santé humaine. A l'intérieur de chacune des classes, les variations autour du
squelette chimique de base en C15 portent principalement sur le degré d’hydroxylation des
différents cycles, le niveau de méthoxylation ou de glycosylation [69].

2.1.2 Les formes condensées (Tanins)
Les tanins sont des polyphénols ayant des poids moléculaires compris entre 500 et
3000 daltons [26]. Ils sont capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter [69].
Ces métabolites sont localisés (selon les especes) dans les fruits, les écorces ou les feuilles [27].
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Deux grands groupes de tannins différents se distinguent a la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition : Les tannins hydrolysables et les tanins condensés [69].

o Les tannins hydrolysables : caractérisés par le fait qu'ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique ou enzymatique. lls liberent alors une partie non phénolique,
souvent du glucose et une partie phénolique, qui peut étre soit de I'acide gallique (cas
des gallotannins), soit de I'acide ellagique (cas des ellagitannins) [69].

o Les tanins condensés : sont des oligomeres ou des polymeéres de flavane-3-ols.
Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a I'nydrolyse, et seuls des
attaques chimiques fortes permettent de les dégrader [69].

OH

on
HO e
R
oH o
oH ol
HO _
R
n
OH OH
OH OH
HO o_ .
R
on
OH

R=H : Unité procyanidine, dérivée de la catéchine.

R= OH : Unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine.
Figure 5 : Exemple de structure d'un tanin condensé [69].

2.2 Terpénes
Les terpenes constituent la plus grande classe de métabolites secondaires et sont unis

par leur origine biosynthétigue commune a partir d'acétyl-coA ou d'intermédiaires
glycolytiques. Une grande majorité des différentes structures de terpénes produites par les
plantes en tant que metabolites secondaires sont supposées étre impliquées dans la défense en
tant que toxines et dissuasifs alimentaires pour un grand nombre d'insectes et de mammiferes
herbivores [28].
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3. Techniques d’analyse chromatographique

3.1 Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (CPL / MS)
La spectrométrie de masse est une technique tres sensible et largement considéree
comme ayant une bonne sélectivité. C’est un instrument capable de générer des ions et peut
différencier les composés que par leur rapport masse sur charge (m/z) ce qui est insuffisant dans
la plupart des applications pratiques de la technique. Par conséquent, une technique de
séparation supplémentaire est nécessaire avant de présenter 1’échantillon au spectrométre de
masse.

La chromatographie liquide-spectrométrie de masse (CPL/MS) est la combinaison de
deux techniques sélectives qui permet d’isoler et de mesurer le ou les analytes d’intérét dans
des mélanges trés complexes.

La CPL/SM utilise la chromatographie liquide comme systéeme de séparation des
composés selon leurs propriétés physico-chimiques et la spectrométrie de masse comme
systeme de détection et présente donc les caractéristiques d’une séparation élevée en
chromatographie liquide et d’une sensibilité élevée en spectrométrie de masse. Qui fait de la
CPL/SM un outil analytique puissant [29].

3.1.1 Principe de I’analyse CPL / SM

Une fois I’échantillon est séparé par chromatographie liquide, les espéces d’échantillon
séparées sont pulvérisées dans une source d’ions, ou elles sont converties en ions en phase
gazeuse avec une certaine charge et des nombres de masse différents. L’analyseur de masse est
ensuite utilisé pour trier les ions en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) et le
détecteur compte les ions sortant de I’analyseur de masse et peut également amplifier le signal
généré par chaque ion. En conséquence, un spectre de masse (un tracé du signal ionique en
fonction du rapport masse sur charge) est créé, qui est utilisé pour déterminer la nature
¢lémentaire ou isotopique d’un échantillon, les masses de particules et de molécules, et pour
élucider les structures chimiques des molécules [30].

3.1.2 Applications de la CPL / SM

Dans tous les domaines d’application, le couplage de la chromatographie liquide a la
spectrométrie de masse (CPL/SM) fait actuellement appel dans la détermination du poids
moléculaire et la détermination structurelle de substances chimiques, de substances
pharmaceutiques, de protéines. Dans les applications pharmaceutiques pour 1’¢lucidation
quantitative et structurelle des médicaments et de ses métabolites dans les échantillons. Dans
les applications cliniques, biochimiques, et les applications alimentaires et environnementales.
Et enfin dans 1’industrie agrochimique et des pesticides pour la détermination des differents
composants présents dans les engrais et les pesticides [31].

4. Oxydation

L’oxygeéne, molécule pourtant indispensable a la vie, présente également une toxicité
pour ’organisme [32] dans son état le plus stable, I’oxygene existe sous forme de dioxygene,
O2. Lorsqu’il capte un électron, une premiére espece réduite est alors formée, 1’anion
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superoxyde O2¢ [33], qu’il peut déclencher une réaction en chaine afin de produire des espéces
oxygénées activées (EOA) et de nouveaux radicaux libres [34].

4.1 Radicaux libres
Les radicaux libres sont par définition des espéces chimiques possédant un électron libre
non apparié sur leur couche périphérique, ce qui leur confére un fort degré de réactivité donc
une demi vie courte et qui ne cherchent qu’a récupérer un électron dans leur environnement
pour retourner a un état plus stable. Ils ont été longtemps considérés comme nuisibles,
responsables de potentiels dommages de I’ADN, des protéines et des lipides [35].

Lumiere UV oxydases

'0, - O, ——» | HO;

Oxygéne singulet Oxygéne Superoxyds eroxyde d'hydrogénes
Arginine Cycles redox dismutases my¢éloperoxidase
NADPH ox
mitochondrie
NO° 0,° HOCI

Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO » | OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN

de kinases

Figure 6 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
impliqués en biologie [36].

4.2 Antioxydants
Un antioxydant est une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le stress
oxydatif au sein de I’organisme. Un antioxydant peut donc prévenir la synthése de radicaux
libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver directement les ROS [35].

Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions en :

4.2.1 Antioxydants primaires
Proprement dits radicalaires ou vrais, qui permettent 1’interruption de la chaine auto-
catalytique : AH + Re — A« + RH. La molécule AH est antioxydant si le radical formé A« est
plus stable [35].

11
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Les antioxydants primaires sont des enzymes antioxydants essentielles, naturellement
produites par 1’organisme. Ces enzymes antioxydants endogenes sont de nature extrémement
complexes visant a détruire les super-oxydes et les peroxydes [36]. Ils constituent la plus
puissante défense contre les radicaux libres et les réactions inflammatoires associées. Il existe
seulement 3 antioxydants primaires : la Super Oxyde Dismutase (SOD), la Catalase (CAT), et
la Glutathion Peroxydase (GPx) [37].

4.2.2 Antioxydants secondaires

Aussi appelés préventifs de nature non enzymatique, synthétisés par I’organisme ou le
plus souvent apportés par I’alimentation qui assurent I’inhibition de la production des radicaux
libres [35]. Comme la vitamine E (tocopheérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les
caroténoides, ainsi que d’autres composé endogenes synthétisés; polyphénols, et les
flavonoides, ce type d’antioxydants est appelé antioxydants piégeurs et agissent en piégeant les
radicaux en captant I'électron libre et les transformant en molécules ou ions stables. La molécule
piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme [36].

A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc
qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants [35].

=  Vitamine E

Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer dans les
membranes biologiques riches en acides gras polyinsaturés ou elle joue un role protecteur
efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les espéces
réactives de 1’oxygene et réduit 1’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) le
mauvais cholestérol [38].

=  Vitamine C

L’acide ascorbique est un antioxydant puissant qui fait partie du systeme de
protection anti-radicalaire des membranes biologiques par régénération du radical
tocophéroxyle [39].

= | es flavonoides

En tant qu’antioxydants, les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres
grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. lls sont également capables
de chélater les ions métalliques [40].

4.3 Stress oxydatif
Le stress oxydatif est un syndrome résultant d’un déséquilibre entre les systémes de
défense antioxydants et la production de radicaux libres. Ce déséquilibre est peut-étre di a un
déficit nutritionnel en antioxydants, a une surproduction endogéne d’origine inflammatoire, ou
a une exposition environnementale a des facteurs pro oxydants [37].

12
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5. Activités biologiques

5.1 Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides et des
tanins

5.1.1 Estimation du contenu total en polyphénols
La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin Ciocalteu
[41].

Ce réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont
I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux [42].

5.1.2 Estimation du contenu total en flavonoides
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation
d’un complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur
les carbones 4 et 5 des flavonoides [43].

5.2 Activités antioxydants
5.2.1 Activité anti radicalaire au DPPH
Le DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) est un radical libre relativement stable. Les
antioxydants réduisent ce dernier ayant une couleur violette en un composé jaune, dont
I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents
dans le milieu a donner des protons [44].

NO, NO,
. H

O.N N—N + A-H - O,N N—N + A"
NO, NO,

Figure 7: Transformation du radical DPPH" en DPPHH [44].

5.2.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS
L’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) est stable sous sa
forme libre [2]. Lors de la mise en ceuvre de ce test, I’ABTS incolore est préalablement oxydé
avec du persulfate de potassium (K2S20g) pour former le radical cationique ABTS+e de
coloration bleu-vert par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote de ’ABTS. La
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réduction du radical ABTS++ en ABTS se traduit par une décoloration de la solution en présence
d’un composé anti-radicalaire [4].

S I
[ N—N
HO,s~ ~* S BT s SO.H
+ K25,08
o) ( ) (
Ne N-— ~-N N
HorFwe A ——  HCL et
HO,S . SO,H HO,S SO4H
ABTS

Figure 8 : Formation du radical cation ABTS+e a partir de I’ABTS [4].

5.2.3 Activité du pouvoir réducteur FRAP
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€ a son pouvoir antioxydant. Cette technique
repose sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le complexe
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?") [45].

La réaction est révélée par le changement de la couleur initiale jaune du fer ferrique en
bleu ou vert aprés sa réduction en présence d’¢lectron. Ce changement de la coloration est
proportionnel a I’activité antioxydante [46].

Fe*+e ———» Fe*

5.2.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe? phenanthroline
La ferroine, est ’indicateur d’oxydo-réduction le plus utilisé en chimie dans la
détermination de Fe?* dans les solutions aqueuses [47]. Elle résulte par interaction entre un
composé hétérocyclique azoté tricyclique, la 1, 10-phénanthroline (Ci2HgN2, ortho-
phénanthroline ou o-Phen) avec les ions ferreux (Fe?*), pour former un complexe stable de
couleur rouge orangé [48] en milieu acide (ph 3-4) selon la réaction suivante :

Fe’*
N N N N
ORO = — 1 QOO
= -ty
o-Phenanthroline Ayax = 308 nm

Figure 9 : formation du complexe phenanthroline-Fe?* [49].
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5.3 Activité enzymatique
5.3.1 Activité antidiabétique via I’inhibition de I’alpha-amylase

L'a-amylase est une enzyme digestive, produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques, synthétisée également dans les fruits de plantes durant leur maturation. C’est
I’une des endo-amylases les plus significatives qui hydrolyse les liaisons o (1-4) glycosidiques
a ’intérieur des chaines de I'amidon pour donner des molécules de maltose (disaccharides de
a-glucose). Cette enzyme est principale pour I'absorption et la digestion de I’amidon et I’hydrate
de carbone intégré dans la nourriture, ceci peut étre une cible pour le traitement du diabéte type
2.

L’Acarbose est un médicament bien connu, utilis¢é comme inhibiteur de I’enzyme o-
amylase. Il retarde la digestion d'hydrate de carbone, et diminue le niveau postprandial de
glucose plasmatique. Cependant, il posséde des effets indésirables tels que la diarrhée, les
hernies, 'ulcération...

Des inhibiteurs de 1’a-amylase d'origine naturelle tels que les flavonoides et les
composés phénoligues des plantes sont suggérés comme une approche alternative pour la
prévention et le traitement de la maladie du diabéte type 2 avec sans ou peu de risque d'effets
secondaires [50].

5.4 Activité microbiologique (antibactérienne)

Les maladies infectieuses constituent un sérieux probléme de santé et devenues la
principale cause de taux de mortalité élevés, Cette situation engendre un besoin sans cesse
croissant de trouver de nouveaux composés dotés de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Ou des inhibiteurs de mécanismes de résistances aux antibiotiques. Les
plantes médicinales, notamment celles utilisées de facon traditionnelle, [5] constituent une
source potentielle de ce type de composés qui peuvent étre utilisées comme alternative pour le
traitement des maladies infectieuses et pour la protection des aliments contre toute altération
[51].

= La méthode d’aromatogramme

Actuellement, cette méthode dérivée de la méthode des disques, est la plus connue et la
plus utilisée, elle consiste a déposer des disques en papier imprégnés des extraits a tester sur un
milieu gélosé préalablement ensemencé par une suspension bactérienne.

Apres I’incubation, I’activité antibactérienne, lorsqu’elle est observée, apparait sous la
forme d’un halo d’inhibition autour du disque. Le diameétre mesuré donne une donnée
qualitative de I’inhibition, avec comme regle : « Plus le diamétre d’inhibition est important,
plus I’échantillon testé présente une activité antibactérienne importante » [52].
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Tableau 5 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition [7].

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) Diametre < 8mm
Sensible (+) Diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diamétre > 20 mm

= | essouches bactériennes utilisées
Escherichia coli

Les Escherichia coli sont des hétes normaux du tractus gastro-intestinal de 1’animal et
de I’homme. Certaines souches ont acquis le pouvoir tres particulier de causer des diarrhées et
de nombreuses affections extra-intestinales [53].

Ce sont des bactéries a Gram négatif et le cytoplasme est entouré¢ par 1I’enveloppe cellulaire
composée de deux membranes dont le compartiment situé entre eux appelé périplasme, contient
la couche de peptidoglycane. L’enveloppe cellulaire protége a la fois la cellule et facilite le
contact fondamental avec 1’environnement [54].

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un commensal commun des humains et son habitat principal
est I’épithélium squameux humide des narines antérieures [55].

Il s’agit des bactéries a gram positif [56] connues pour étre un agent pathogene
polyvalent causant une grande variété d’infections communautaires et nosocomiales associées
a une morbidité et un taux de mortalité élevé [57].
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

1. Matériel végétal

Pour cette étude, La récolte du matériel végétal (Teucrium polium geyrii) a été effectuee
durant le mois de janvier 2023 dans la région de Béchar sud-ouest algérien. Ce matériel a été
mis a notre disposition sous la direction du Dr Tarek Boudiar.

Algerie-Monde.com

| I

Figure 10 : Site de récolte et échantillonnage.

La description botanique a été réalisée par Dr Bouyahmed Hani, botaniste au centre de
recherche en biotechnologie de Constantine.

Apres séchage dans un endroit bien aéré et sec, a température ambiante et a I’abri de la
lumiére pendant 20 jours, la plante a été broyée entiérement a I’aide d’un broyeur électrique
dans le but d’obtenir une poudre a utilisation immédiate.

2. Méthodes d’extraction et macération

L’extraction des composés a été réalisée selon deux méthodes : extraction avec le
méthanol aqueux (extraction classique, par ultrasons, et par micro-ondes). Et extraction avec le
chloroforme.

2.1 Extraction avec le méthanol aqueux (extraction solide liquide)

2.1.1 Macération classique
La macération est un phénomeéne lent et consiste a ressortir des substances présentes
dans un solide (broyat) pour les faire passer dans un solvant liquide (méthanol aqueux).

> Protocole

- Peser 50g de la matiere végétale (broyat).
- Mettre la matiére vegétale (50g) dans un récipient puis verser le méthanol aqueux avec
le rapport (50 : 50).
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e 250 ml méthanol.

e 250 ml H20.
- Agiter de temps en temps et laisser macérer pendant 72hr.
- Filtrer le macérat obtenu par filtration sous vide.
- Récupérer le filtrat dans un flacon.

2.1.2 Extraction assistée par ultrasons
L’extraction par ultrasons est la technique privilégiée pour libérer des composés
bioactifs de la matiére végétale en contact avec le solvant sous une action mécanique
exercee par les ultrasons, ce qui augmente la diffusion du solvant dans les tissus et brise
les parois cellulaires par cavitation et étirement [70].

> Protocole

- Peser 50g de la matiere vegétale (broyat).
- Mettre cette quantité dans un récipient puis verser le méthanol aqueux avec le rapport
(50 :50).
e 250 ml méthanol.
e 250 ml H20.
- Agiter doucement.
- Placer le récipient a I’intérieur du Sonicateur (la sonde a ultrasons doit étre immergée
dans le récipient) Pendant 30 min.
- Reécupérer le filtrat dans un flacon apres filtration sous vide.

2.1.3 Extraction assistée par micro-ondes

Contrairement aux techniques classiques de chauffage par conduction ou convection,
I’utilisation des micro-ondes implique une interaction directe entre un rayonnement
électromagnétique et la matiére dont 1’énergie d’une onde électromagnétique est
convertie en chaleur au sein de ce matériel [71].

» protocole

- Peser 50g de la matiere végétale (broyat).
- Mettre la matiére végétale dans un récipient puis verser le méthanol aqueux avec le
rapport (50 :50).
e 250 ml méthanol.
e 250 ml H20.
- Agiter doucement.
- Placer a la micro-onde pendant 30s (répétée 3 fois).
- Filtrer sous vide I’extrait et récupérer le filtrat dans un flacon.

2.2 Extraction avec le chloroforme (extraction solide liquide)

> Protocole

- Peser 50g de la matiere végétale (broyat).
- Ajouter 500 ml du chloroforme et agiter doucement.
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- Fermer le flacon et laisser macérer pendant 72hr.

- Filtrer la solution par filtration sous vide.

- Reécupérer le filtrat dans un flacon.

«+ Les quatre solutions obtenues ont été concentrées a pression réduite en utilisant un
évaporateur rotatif, de marque BUCHI.

[ Matiére végétale ]

L

[ 1
1509 du matiére végétale

50g du matiére végétale (Broyat)

(Broyat)
Extraction Extraction
Hydro_alcoolique Chloroformique
J? Macération a froid
| | 500 ml
chloroforme
[ Méthode 1 } [ Méthode 2 } [ Méthode 3 ]
72hr
Macération classique Ultrasons Micro-ondes J?
MeOH_Eau MeOH_Eau MeOH_Eau.
(50 :50) (50 : 50) (50 : 50) Solution

72hr 30 min 90s

J? i J? chloroformique

[ Trois solutions hydro_methanoliques }

Figure 11 : Schéma récapitulatif des étapes de I’extraction.
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3. Techniques d’analyse chromatographique
3.1 Analyse CPL / SM de I’extrait

Les analyses ont été effectuées avec un Agilent série 1200 a résolution rapide (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) équipé d'une pompe binaire, d'un échantillonneur
automatique et d'un détecteur a barrette de diodes (DAD). Le débit a été fixé a 0,80 mL/min
tout au long du gradient. L'extrait a été préparé a une concentration de 20 000 mg/L et le volume
d'injection était de 10 pL. La separation a été effectuée avec une colonne Zorbax Eclipse Plus
C18 de 150 x 4,6 mm, 1,8 um (Agilent Technologies) a température ambiante. L'élution par
gradient a été réalisée en utilisant de I'eau avec 0,1 % d'acide formique comme éluant A et de
I'acétonitrile comme éluant B. Le gradient linéaire en plusieurs étapes suivant a été applique :
0 min, 5% B ; 45 min, 100 % B ; 55 min, 5% B et enfin un cycle de conditionnement de 5 min
avec les mémes conditions pour l'analyse suivante. Les composes séparés ont été suivis en
séquence d'abord avec le DAD puis avec un détecteur de spectrométrie de masse.

L'analyse MS a été réalisée a l'aide d'un analyseur de spectrométrie de masse a temps
de vol quadripolaire (QTOF, modele 6540 Agilent Ultra-High-Definition Accurate-Mass Q-
TOF) qui était équipé d’une interface d’ionisation electrospray (ESI, modeéle Agilent Dual Jet
Stream interface). Les spectres ont été acquis sur une plage de masse de m/z 70 a 1100
fonctionnant en modes d’ionisation négative. Les conditions opératoires avec les parametres
fixés comme polarité correspondante étaient les suivantes : flux d’azote de séchage a 12 L/min ;
pression du gaz de nébulisation, 50 psi ; température du gaz gaine, 370 °C ; débit de gaz gaine,
azote a 10 L/min; tension capillaire, 3500 V ; écumoire, 45 V ; tension radiofréquence
octapolaire, 750 V ; tension de focalisation, 500 V et m/z 70-1100, respectivement. Les
données d’acquisition MS/MS ont été réalisées en utilisant les valeurs d’énergie de collision
suivantes : m/z 100, 30 eV ; m/z 500, 35 eV ; m/z 1000, 40 eV ; et m/z 1500, 45 eV.
L’étalonnage a été effectué avec une perfusion continue de solution d’étalonnage contenant du
sel d’ammonium d’acide trifluoroacétique et de I’hexakis (1H,1H,3H-tétrafluoropropoxy)
phosphazine en mode d’ionisation négative. Tous les spectres ont été calibrés avant

I’identification phytochimique. La fenétre de détection a été fixée a 100 ppm. Les données MS
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et MS/MS ont été traitées a ’aide du logiciel Mass Hunter Qualitative Analysis B.06.00
(Agilent technologies), qui a fourni une liste de formules élémentaires possibles. Pour la
caractérisation, le modele isotopique sélectionné était des molécules organiques courantes avec
une tolérance d’espacement des pics de m/z 0,0025 et 7 ppm. Le seuil de précision largement
accepté pour la confirmation de la composition €lémentaire a été établi a 5 ppm pour la plupart
des composés et le score MS 1ié a la contribution a la précision de la masse, a ’abondance des
isotopes et a I’espacement des isotopes pour la formule moléculaire générée a été fixé a > 80.
Les composés proposés ont été provisoirement identifiés en comparant les temps de rétention,
Données MS a partir d’échantillons et d’étalons de référence. Les composés restants pour
lesquels aucune norme commerciale n’était disponible, ont été identifiés par I’interprétation des
informations générées par 1’analyseur QTOF (spectres MS et MS/MS) et les informations

rapportées précédemment.

4. Activités biologiques

Les mesures des absorbances pour I’évaluation des activités biologiques ont été réalisées
a I’aide d’un lecteur de microplaques a 96 puits de marque Perkin Elmer USA avec son logiciel
EnSpire au niveau du laboratoire de biochimie au centre de recherche en biotechnologie de
Constantine.

4.1 Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides
Pour réaliser les dosages de polyphénols et flavonoides on a utilisé 1 mg de chaque
extrait dissout dans 1 ml de méthanol.

4.1.1 Estimation du contenu total en polyphénols (TPC)
La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu [41] selon une méthode de dosage décrite par Muller et al., (2010) [58].

» Protocol expérimental

Un volume de 20 pl de chaque extrait a été ajouté a 100 pl de folin-Ciocalteu (FCR)
dilué (1:10) (Annexe I11) et 75 pl de carbonate de sodium (Na;COs) (7,5%) (Annexe I11). Ce
mélange a €té incubé a 1’obscurité pendant 2 heures a température ambiante. L.’absorbance a
¢té mesurée a une longueur d’onde de 765 nm.

La quantification des polyphénols totaux a été déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage (Annexe V) établie avec ’acide gallique (Annexe 1) comme control positif.
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4.1.2 Estimation du contenu total en flavonoides (TFC)
Le dosage des flavonoides dans les extraits a été réalisé selon la méthode de Topcu et

al., (2007) [59] avec quelques modifications.
> Protocol expérimental

Un volume de 50 ul de chaque extrait a été ajouté a un mélange de 130 pl de méthanol, 10
pl d’acétate de Potassium (CH3COOK) (Annexe Ill1) et 10 pl de Nitrate d’aluminium
(AL(NO3)2) (Annexe I11). L’absorbance de ce mélange réactionnel a été lue a une longueur
d’onde de 415 nm, aprées incubation de 40 minutes a température ambiante.

L’estimation du contenu total en flavonoides a été déduite a partir d’une gamme
d’¢étalonnage (Annexe V) établie avec la quercétine (Annexe 1) comme control positif.

4.2 Activités antioxydants
L’activité anti-oxydante est évaluée soit par le dosage des produits formés par des
techniques photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure de 1’efficacité du composé

a piéger des radicaux libres.

Afin de réaliser ce test une succession de dilution a été préparée a partir de 4
milligramme de chaque extrait dissout dans 1 ml du méthanol (solution mére) selon le tableau
suivant :

Tableau 6 : Succession de dilution a différentes concentration des extraits.

Les extraits

La dilution 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Solution
meére

La concentration des 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | 0.0625

solutions (mg/ml).

La concentration dans le | 200 100 50 25 12.5 6.25 3.125
milieu réactionel (ug/ml)

4.2.1 Activité anti radicalaire au DPPH
L’activité anti radicalaire au DPPH a été mesurée par spectrophotométrie selon le

protocole décrit par Blois (1958) [60].
» Protocol expérimental

Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 40 pul de différentes concentrations de
chaque extrait a été déposé dans chaque puits. Ensuite, un volume de 160 ul de la solution
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méthanolique de DPPH (Annexe I1) a été additionné. L absorbance du mélange réactionnel a
¢té mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm, aprés une incubation de
30 min a I’obscurité et a température ambiante. Le trolox (Annexe 1V) et 1’acide ascorbique
(Annexe 1V) sont utilisés comme standards antioxydants.

L’activité anti radicalaire de chaque échantillon a été exprimée en pourcentage
d’inhibition du DPPH selon 1’équation suivante :

A controle — A extrait

% d’inhibition du DPPH = A control x 100

A contrdle : Absorbance du contrdle négatif.
A extrait : Absorbance des solutions d’extrait.

4.2.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS
L’activité anti radicalaire du piégeage du cation radical ABTS<+ est déterminée selon la
méthode de Re (1999) [61] avec une légére modification.

> Protocol expérimental :

Dans chaque puit d’une microplaque, un volume de 160 pL de la solution d’ABTSe+
(Annexe 11) a été ajoutée a 40 pL de différentes concentrations de chaque extrait. Le trolox
(Annexe 1V) et I’acide ascorbique (Annexe V) ont été utilisés comme standards. Apres 10
minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante 1’absorbance a été mesurée a 734
nm.

Les différents pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

A controle — A extrait

% d’inhibition du ABTS = A control x 100

4.2.3 Activité du pouvoir réducteur FRAP
Cette activité est determinée par la méthode d’Oyzaiu (1986) [62]avec legéres
modifications.

> Protocol expérimental :

Dans une microplaque a 96 puis, 10 pl de différentes concentrations de chaque extrait
ont été ajoutées a 40 ul d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) (Annexe I11) et 50 pl
d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1% (Annexe I11). Ce mélange est
incubé pendant 20 min dans une étuve a 50 C° Apres incubation, 50 pL de 1’acide
trichloracétique (TCA) a 10% (Annexe I11), 40 puL d’eau distillée et 10 pul d’une solution
aqueuse de chlorure ferrique FeClz a 0,1%(Annexe I11) ont été déposées dans chaque puits.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel a été réalisée a 700 nm. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés.
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Le contréle positif est représenté par deux solutions des antioxydants standards ; 1’acide
ascorbique (Annexe 1V) et le Trolox (Annexe 1V).

4.2.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe2 phenanthroline
Ce test est réalisé selon la méthode décrite par Szydlowska-Czerniaka (2008) [63].

» Protocol expérimental :

Des volumes de 10 pl de différentes concentrations des extraits ont été ajoutés dans
chaque puit avec 50 pul FeCls (0.2%) (Annexe I11), 30 ul Phenanthroline (0.5%) (Annexe 11)
et 110 ul de méthanol. Le mélange est incubé dans une étuve a 30C° pendant 20 min. Apres
incubation I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Les résultats ont été calculés a titre d’Aos
(ng/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

4.3 Activités enzymatiques
4.3.1 Evaluation de P’activité antidiabétique via I’inhibition de I’alpha-amylase
L’activité inhibitrice de I’a-amylase est déterminée selon la méthode de Zengin et al.,
(2014) [64] avec quelques modifications.

Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 ul de différentes concentrations de
chaque extrait a été melangé avec 50 pl de la solution d’a-amylase (1U) (Annexe 111), puis
incubé pendant 10 minutes a 37°C. Ensuite, 50 pl d’amidon (0,1 %) (Annexe I11) sont
additionnés. Aprés une deuxiéme incubation pendant 10 minutes a 37°C, 25 pl d’acide
hydrochlorique (HCL) (Annexe I11) (1M) et 100 pl d’iodure de potassium iode (IKI) (Annexe
I11) sont ajoutés. L’absorbance a été mesurée & 630nm. L’acarbose (Annexe 1V) a été utilisée
comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de I’a-amylase a eté calculé selon I’équation suivante :

(Ac — Ae) — (As — Ab)
(Ac — Ae)

% d’inhibition de I'a — amylase =1 —
Ac = Absorbance [Amidon + IKI + HCL + VOL de solvant d’extrait + VOL tampon
enzyme]
Ae = Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCL + VOL de solvant d’extrait]
As = Absorbance [Enzyme + extrait + Amidon + IKI + HCL]

Ab = Absorbance [Extrait + IKI + 125 de tampon]

4.4 Activité microbiologique (anti bactérienne)
L’activité antibactérienne est évaluée par la méthode d’aromatogramme ou de diffusion
des disques sur milieu gélosé [65]. Elle permet de déterminer la sensibilité des différentes
espéces bactériennes vis-a-vis de 1’extrait hydro-méthanolique classique (EHMC).
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La gélose de Mueller Hinton stérile est coulée dans des boites de pétri a raison de 15
ml par boite puis laissées refroidir. L’inoculum bactérien, est frotté sur la totalité de la surface
de Mueller Hinton de haut en bas en stries serrées.

» Préparation de I’extrait

Afin de réaliser ce test, quatre solutions de différentes concentrations de 1’extrait
(EHMC) ont été préparées a 1’aide du DMSO (diméthylsulfoxyde) qui est inerte sur I’activité
antibactérienne [66] et I’eau distillée avec le rapport (10 / 90).

Tableau 7 : différentes concentrations de 1’extrait (EHMC).

Extrait hydro méthanolique classique (EHMC)

Solution A B C D

La concentration (mg/ml) | 8 6 4 2

» Procédure

Des disques de 6 mm de diameétre ont été préparés a partir du papier Wathman N°3. A
I’aide d’une pince stérile, ces disques imprégnés d’une quantité de chaque solution de 1’extrait
(EHMC), ont été déposes a la surface des boites de pétri préalablement ensemencees avec les
bactéries tests (Escherichia coli ATCC 25922, et Staphylococcus aureus ATCC 25923). Dans
chaque boite de Pétri ensemencée deux disques de la méme solution ont été appliqués.

Les boites ont été ensuite fermées et laissées a la température ambiante pendant 30 min
pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives, puis incubées a une température de
37°C pendant 24 heures. La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition
autour de chaque disque en mm.

5. Analyses statistiques
Les résultats obtenus ont été réalisé en trois répétitions pour chaque essai, ils sont
exprimés en moyenne £ SD. Les valeurs de Clso (Concentration d’inhibition a 50%) et de Aos
(la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression
linéaire a partir des deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clso et
[Absorbance= f (concentrations)] pour la Aos. Les courbes et les histogrammes sont tracés par
le Microsoft Excel 2007.
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1. Composition chimique de I’extrait méthanolique de Teucrium polium
geyrii
1.1 Résultats d’analyses CPL/SM
Une solution de 1000 ppm a été préparée dans le méthanol puis injectée dans
I’instrument LC-ESI-MS. Le chromatogramme de cette injection est représenté dans la figure
ci-apres.

x10 2 |- BPC Scan TEUCRIMB6000a.d
1,11

1 6

WUMW

O,OSfW“W

i 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 12 : Chromatogramme de 1’ionisation négative de I’extrait methanolique de Teucrium

polium geyrii.
1.2 Identification des composées contenues dans I’extrait méthanolique

L’analyse des résultats par le logiciel Qualitative Analysis B.06.00 de Agilent Mass
Hunter Workstation de I’ionisation négative en comparaison avec les données de la littérature

nous a permis d’identifier six composés.

= |dentification de produit 1 :

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 1,749 min avec m/z = 665,2152 et les
fragments majoritaires : 179,0561(59,44%) et 341,1087(22,41%) a été identifié au D-
Stachyose de formule brute C24H22021.
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Chromatogramme du produit 1.
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Figure 14 :

Identification de produit 2 :
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectre de masse du produit 1.

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 1,873 min avec m/z = 191,0563 et les
fragments majoritaires : 85,0298 (100%) et 93,0349(44,44%) a été identifié au Quinic acid de
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Figure 15 : Chromatogramme du produit 2.

x106
14

- Scan (1,873 min) TEUCRIMB6000a.d

0,95
0.9 191,05632
.
0,85
0,81
0,75
071
0,651
0,61
0,551
051
0,451
041
0,35
031
0,25
02
267,07233

0,15
01]  96.96060

0,05 129,01952

A

: Y P P Loy

377,08597
*

341,10924

453,10133

LL

L1 lw\\‘

503,16204

HO OH

K
\‘\

HO™" OH

Chii
L

533,1‘7299 701,19186

1033,98812

609,18838
805,98626
{ 933,29458
M |

| | L | o |

100 150 200 250

300

350 400 450

500

550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 16 : Spectre de masse du produit 2.
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Identification de produit 3 :

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 19,661 min avec m/z = 329,2340 et les
fragments majoritaires : 211,1342(100%) et 229,1449(40,58%), a été identifié au
Desdimethyl-octahydro-iso- conumulone de formule brute C1gHz340s.
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17 : Chromatogramme du produit 3.
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Identification de produit 4 :

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 27,347 min avec m/z = 343,1552 et les

fragments majoritaires : 299,1667(27,67%) et 301,1815(100%) a été identifié au Rosmadial
de formule brute C2oH240s.
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Figure 19 : Chromatogramme du produit 4.
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Figure 20 : Spectre de masse du produit 4.
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= |dentification de produit 5 :

Le pic qui apparait a un temps de rétention 31,376 min avec m/z = 315,1969 et le
fragment : 315,1966(100%), a été identifié au Rosmaridiphenol isomére 2 de formule brute
C20H2803.
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Figure 21 : Chromatogramme du produit 5.
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Figure 22 : Spectre de masse du produit 5.
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= |dentification de produit 6 :

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 32,119 min avec m/z = 299,2023 et le
fragment : 299,202(100%), a été identifié au Hinokione de formule brute C20H2802.

x10 2 |- EIC(299,00000) Scan TEUCRIMB6000a.d
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.
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Figure 23 : Chromatogramme du produit 6.
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Figure 24 : Spectre de masse du produit 6.
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1.3 Discussion
L’identification des composés contenus dans ’extrait analysé a été basée sur des
comparaisons de masse précise [M -H] des ions pseudo moléculaire, de leurs fragmentations,
et de leurs temps de rétention, avec ceux trouvés en accord dans la littérature.

L’analyse CPL/SM de ’EHMC de Teucrium polium geyrii a permis d’identifier six (6)
composés dont :

e unoligoside : D-Stachyose.

e un composé phénolique : Quinic acid.

e trois diterpenes : Rosmadial — Rosmaridiphenol — Hinokione.
e un composé : Desdimethyl-octahydro-iso- cohumulone

Tableau 8 : Composés de I’extrait butanolique identifiés par CPL/SM.

composé Rt Formule m/z m/z erreur Fragments Référence
_ moléculaire | expérime ] majeurs
(min) ntale calculée
D-Stachyose 1,749 CasH42021 | 665,2152 | 665,21 -0,71 | 179,0561(59,44%) [67]

341,1087(22,41%)

Quinic acid 1,873 C7H1206 191,0563 | 191,0561 | -1,09 | 85,0298 (100%) [68]
93,0349(44,44%)

Desdimethyl- 19,661 | C1sH340s 329,2340 | 329,2333 | -1,69 | 211,1342(100%) (68]

octahydro-iso- .

cohumulone 229,1449(40,58%)

Rosmadial 27,347 | C20H2405 343,1552 | 343,1551 | -1,32 | 299,1667(27,67%) [68]

301,1815(100%)

Rosmaridiphen | 31,376 | C2oH2g03 315,1969 | 315,1966 | -1,05 | 315,1966(100%) [68]
ol isomeére 1
Hinokione 32,119 | CaoH2502 299,2023 | 299,2017 | -1,92 | 299,202(100%) [68]
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2. Activités biologiques
L’activité biologique de Teucrium polium geyrii a été réalisée par I’évaluation in vitro
des activites antioxydantes, antidiabétique-et antibacterienne.

2.1 Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides
Les résultats d’estimation du contenu phénolique et la teneur en flavonoides de la plante

Teucrium polium geyrii sont présentés dans le tableau :

Tableau 9 : Le contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides des extraits de

T.polium geyrii.
Extraits Total Phenolique (ug GAE/mg) Total Flavonoides (ug QE/mg)
EHMC 197,23+7,00 122,7745,65
ECHL 38,60+5,42 45,33+7,77
EHMS 130,27+16,51 72,77+10,13
EHMM 68,60+8,34 47,22+13,19

= Teneur en composés phénoliques :

La détermination quantitative des polyphénols dans les extraits de Teucrium polium geyrii a
été réalisée par la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu. L’absorbance a été
déterminée a une longueur d’onde de 765 nm. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en
pg équivalent d’acide gallique par mg du poids de I’extrait (ug EAG / mg d’extrait), en utilisant
I’équation suivante de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par ’acide

gallique :

y = 0,0026x + 0,1824 avec R?=0,9738
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques totaux sont présentés

dans la (figure) et le (tableau).

Figure 26 : Plaque de dosage TPC des extraits de T.polium geyrii.
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Figure 27 : Evaluation des polyphénols totaux des extraits de T.polium geyrii.

Les résultats montrent que '’EHMC et EHMS sont les extraits les plus riches en
polyphénols avec une teneur de 197,23+7,00 ug EAG/mg d’extrait et de 130,27+16,51 ug
EAG/mg, suivi par les extraits EHMM et ECHL (68,60+8,34 et 38,60+5,42ug EAG/mg

d’extrait respectivement), ce dernier est le plus pauvre en polyphénols.

= Teneur en flavonoides :

Le dosage des flavonoides dans les extraits de Teucrium polium geyrii a été réalisé par
la méthode de nitrate d’aluminium AI(NO3)2. L’absorbance a été déterminée a une longueur
d’onde de 415 nm. La teneur des flavonoides a été rapportée en pg équivalent de la
quercétine par mg du poids de I’extrait (ug EQ / mg d’extrait), en utilisant 1’équation

suivante de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par la quercétine :

y = 0,003x avec R?2=0,9316
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de quercétine.

Les resultats sont illustrés dans la (figure) et le (tableau).

Figure 29 : Plaque de dosage TFC des extraits de T.polium geyrii.
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Figure 30 : Evaluation des flavonoides totaux des extraits de T.polium geyrii.

D’apreés les résultats, ’EHMC est le plus riche en flavonoides avec 122,77+5,65, ensuite
I’extrait EHMS avec une teneur de 72,77+£10,13 ng EQ/mg d’extrait, suivi par les extraits
EHMM et ECHL qui ont montré les teneurs les plus faibles avec 47,22+13,19 et
45,33+7,77ng EQ/mg d’extrait, respectivement.

2.2 Activités antioxydants

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de la plante teucrium polium geyrii

a éte reéalisée par I’utilisation de quatre méthodes différentes.

2.2.1 Activité antiradicalaire au DPPH
Dans ce test, I’activité antiradicalaire des différents extraits de teucrium polium geyrii
a été évaluée par la mesure des concentrations inhibitrices a 50 % (Clsp) ; en se basant sur la
réduction du radical DPPH qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la
couleur jaune, par rapport a deux antioxydants standards (Trolox, Acide ascorbique).

Les résultats sont présentés ci-dessous :
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Figure 31 : dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH) des extraits de T.polium geyrii.

Tableau 10 : Inhibition du radical DPPH par les extraits de T.polium geyrii.

12.5 ug 25 Ug 50 ug 100 pg 200 ug 400g 800ug I1Cso (W/mI)
EHMC 13,21+1,42 | 26,14+0,48 | 52,95+0,87 | 80,65+0,24 | 85,07+0,81 | 86,49+1,69 Sat 46,27+1,21
ECHL NA 1,59+2,92 | 6,01+0,88 | 8,63+2,57 | 18,68+1,61 | 28,45+3,56 Sat >800
EHMS 10,79+1,73 | 18,31+1,66 | 37,60+0,87 | 66,72+0,27 | 85,91+1,64 Sat Sat 72,65+1,05
EHMM 9,95+0,83 | 15,26+0,51 | 30,82+1,05 | 51,90+1,67 | 85,33+2,65 | 85,81+0,69 Sat 94,61+2,78
0.78125 pug | 1.5625 ug 3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 1Cso (W/ml)
Trolox 6.42+0.91 | 13.33+2.14 | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 | 87.16+0.28 | 88.46+0.11 | 87.72+0.47 | 5,12+0.21
Acide 0.31+1.02 | 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.78+0.49 | 86.36+0.21 | 4,39+0.01
ascorbique
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Figure 32 : Les valeurs des Clso du test DPPH pour les standards et les extraits de T.polium
geyrii.

L’EHMC a présenté la meilleure activité antiradicalaire par rapport aux autres extraits
(Clso : 46,27+1,21ug/ml), cette activité est neuf fois plus faible que le Trolox (Clso :
5.12+0.21pg/ml) et dis fois plus faible que 1’acide ascorbique (Clsp : 4.39+0.01pg/ml), suivi
directement par les extraits EHMS et EHMM avec des valeurs de Clsg égales aux (Clsg :
72,65+1,05et Clso : 94,61+2,78 respectivement), tandis que 1’extrait ECHL a présenté la plus
faible activité avec une Clso (>800 pg/ml).

Ces résultats sont en total accord avec la richesse d’extrait EHMC, en : TPC (197,23+7,00),
TFC (122,7745,65) respectivement.

2.2.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS™
Dans ce test, I’addition d’un antioxydant a une solution de radical cation ABTSe+ de
couleur bleu/vert entraine sa réduction et la décoloration de la solution. Cette activité est
évaluée en mesurant I’absorbance a 734 nm et en déterminant la concentration inhibitrice a 50
% (Clso) de différents extraits en comparaison avec les standards (Trolox, Acide ascorbique).

Les résultats sont les suivantes :
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Figure 33 : Activité du piégeage du radical cation ABTS+ des extraits de T.polium geyrii.

Tableau 11 : Inhibition du cation radical ABTS "par les extraits de T.polium geyrii.

12.5 25 50 100 200 400 800 ICs (Hg/ml)
EHMC 26,08+0,62 | 43,54+1,08 | 66,08+1,24 | 77,35+1,53 | 84,25+0,94 | 86,37+1,23 | 90,74+0,62 | 33,75+0,62
ECHL 7,08+2,55 | 8,97+£1,33 | 19,00+2,51 | 30,62+0,94 | 46,02+1,08 | 61,59+1,59 | 72,68+1,51 | 273,11+9,06
EHMS 18,88+0,80 | 38,11+1,51 | 63,66+3,32 | 89,79+0,80 | 92,21+0,18 Sat Sat 37,41+3,04
EHMM 15,52+0,84 | 31,98+0,10 | 54,45+1,99 | 86,67+0,62 | 90,50+0,45 | 91,09+0,84 | 92,15+0,45 | 47,59+0,92
0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 I1Cso (pHg/ml)
Trolox 14.74+0.37 | 26.15+£0.65 | 51.70+1.51 | 89.72+0.67 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1.19 | 3,21+0.06
Acide 13.43+0.82 | 28.76+£0.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.11 | 93.08+0.19 | 92.40+0.88 | 92.96+0.11 | 3,04+0.05
ascorbique
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Figure 34 : Les valeurs des Clso du test ABTS pour les standards et les extraits de T.polium
geyrii.

Les résultats de ce test ont montré que les valeurs d’ICsp varient d’un extrait a un
autre. Dont L’extrait EHMC (Clso : 33,75+0,62) représente la meilleure capacité de piégeage
des radicaux libres ABTS+. Cette activité est suivie par I’extrait EHMS (Clso : 37,41+3,04).
L’activité représentée par I’extrait EHMM (Clso :47,59+0,92) est modérée en comparaison
avec les deux standards utilises (Clso : 3.21+0.06 et Clso : 3.04+0.05 respectivement). Tandis
que L’extrait ECHL (Clso : 273,11+9,06) représente une activité d’environ sept fois plus
faible par rapport aux autres extraits de la méme plante et 17 fois plus faible par rapport aux
standards.

Ce bon résultat est en total accord avec le test précédent et la richesse des deux extraits
EHMC et EHMS en : TPC (197,23+7,00 et 130,27+16,51) et en TFC (122,77+5,65 et
72,77+10,13).

2.2.4 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)
Le pouvoir antioxydant dans ce test est déterminé par la capacité des extraits a réduire
le fer ferrique (Fe™®) de couleur initiale jaune en fer ferreux (Fe*?) de couleur bleu verte qui a
un maximum d’absorbance a 700 nm. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures et
le tableau ci-dessous :
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Figure 35 : pouvoir réducteur (FRAP) des extraits de T.polium geyrii.

Tableau 12 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits de T.polium geyrii.

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Aos (Hg/ml)
EHMC | 0,12+0,03 | 0,18+0,01 | 0,26+0,03 | 0,39+0,02 | 0,48+0,00 | 0,55+0,03 | 0,78+0,17 | 77,37%3,32
ECHL 0,09+0,01 | 0,10+0,01 | 0,10+0,01 | 0,11+0,02 | 0,15+0,00 | 0,25+0,02 | 0,34+0,02 >200
EHMS | 0,12+0,00 | 0,15+0,01 | 0,21+0,01 | 0,33+0,04 | 0,42+0,08 | 0,42+0,07 | 0,92+0,07 | 116,71+10,39
EHMM | 0,13+0,01 | 0,14+0,04 | 0,22+0,00 | 0,34+0,01 | 0,45+0,03 | 0,79+0,02 | 1,34+0,25 | 59,42+1,73

0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos (ng/ml)
Trolox | 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 | 0.13+0.00 | 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5,25+0.20
Acide 0.07+0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+0.01 | 0.25+0.02 | 0.47+0.03 | 0.79+0.09 | 3,62+0.29
ascorbique
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Figure 36 : Les valeurs des Aos0 du test pouvoir réducteur pour les standards et les extraits de
T.polium geyrii.

Les résultats de ce test ont montré que I’extrait EHMM (Ao s0: 59,42+1,73) représente
I’effet antioxydant le plus important par rapport a ’ensemble des extraits de la méme plante,
suivie par I’extrait EHMC (Aoso: 77,37+3,32) qui représente un faible Effet. L’activité
représentée par I’extrait EHMS (Aos0: 116,714+10,39) est loin d’étre comparée avec les
standards le Trolox et I’acide ascorbique (Aoso: 5.25+0.20 et Agso: 3.62+0.29
respectivement), tandis que 1’extrait ECHL représente la plus faible activité (Aogso: >200).

2.2.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?>-phénantroline
La réduction du Fe** en Fe?* par un composé antioxydant conduit a la formation d’un
complexe stable Fe*2- phénantroline de couleur rouge-orangé. La capacité de réduction est
déterminée par la mesure des valeurs de Ao so des extraits et celles des standards (Trolox,
Acide ascorbique).

Les résultats sont les suivantes :
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Figure 37 : Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2- phénantroline par les
extraits de T.polium geyrii.

Tableau 13 : Absorbance du complexe Fe*?- phénantroline des extraits de T.polium geyrii.

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Aos
(Hg/ml)
EHMC | 0,17+0,00 | 0,17+0,01 | 0,18+0,01 | 0,19+0,01 | 0,22+0,01 | 0,26+0,01 | 0,35+0,00 >200
ECHL |0,18+0,01 | 0,18+0,01 | 0,18+0,01 | 0,18+0,01 | 0,19+0,00 | 0,21+0,00 | 0,25+0,00 >200
EHMS NA NA NA 0,18+0,00 | 0,19+0,00 | 0,21+0,01 | 0,24+0,00 >200
EHMM NA NA NA 0,18+0,01 | 0,19+0,01 | 0,21+0,01 | 0,24+0,03 >200
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos
(Hg/ml)
Trolox | 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.26+0.00 | 0.32+0.01 | 0.38+0.01 | 0.56+0.02 | 5,21+0.27
Acide | 0.26+0.01 | 0.29+0.00 | 0.29+0.02 | 0.31+0.01 | 0.37£0.01 | 0.50+0.00 | 0.80+0.00 | 3,08+0.02
ascorbique
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Figure 38 : Les valeurs des Aoso du test Fe2*-phénantroline pour les standards et les extraits
de T.polium geyrii.

Ce test a révéler que tous les extraits testés présentent une trés faible activité donc un
trés faible pouvoir réducteur du fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe?* en comparaison avec les
standards Trolox et I’acide ascorbique (Aoso: 5.21+0.27 et Aoso: 3.08+£0.02 respectivement).

Les capacités antioxydantes des extraits végétaux dépendent non seulement de la
composition de 1’extrait mais aussi des conditions du test utilisé. Donc les résultats de ce test
pourraient étre justifiés par I’absence des composés donneurs d’électrons, puisque la méthode
du pouvoir réducteur est basée sur le transfert d’électrons (ET) qui mesure la capacité d’un
antioxydant a réduire un oxydant, qui change de couleur lorsqu’il est réduit.
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2.3 Activité enzymatique

2.3.1 Activité antidiabétique via I’inhibition de I’alpha-amylase

Figure 39 : Activité inhibitrice d’alpha-amylase des extraits de T.polium geyrii.
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Tableau 14 : Inhibition de I’a-amylase par les extraits de T.polium geyrii.

% d’inhibition

Extraits 6.25 125 25 50 100 200 400 1Cs0 (ug/ml)
EHMC NA 2,4740,15 | 3,21+0,13 | 3,69+0,08 | 6,34+0,53 | 8,16+0,99 | 16,79+2,25 >400
ECHL NA NA NA NA NA 7,45+1,56 | 11,94+2,78 >400
EHMS NA NA NA NA 2,2840,80 | 2,77+0,21 | 4,87+0,24 >400
EHMM NA NA NA 3,57+0,60 | 4,00+1,03 | 5,59+0,35 | 7,69+1,81 >400

62,5 125 250 500 1000 2000 4000 1Cs0 (ug/ml)

Acarbose 7,76+0,17 8,08+0,30 | 9,46+0,11 | 10,70+0,96 | 31,81+2,89 | 37,21+3,54 | 53,05+1,59 | 3650,93+10,70
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Figure 40 : Les valeurs des Clso du test d’inhibition de 1’a-amylase pour le standard et les
extraits de T.polium geyrii.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, on constate que tous les extraits de
teucrium polium geyrii ont manifesté une activité inhibitrice d’alpha amylase tres faible (Clso

>400 pg/ml) comparé a celui du standard 1’acarbose (Clso = 3650,93£10,70ug/ml).

2.4 Activité antibactérienne
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait EHMC sur les souches
bactériennes Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922) a été
réalisée par la technique d’aromatogramme. Les volumes des extraits déposés sur les disques
furent de 1a 10 pl, Le témoin négatif utilisé fut I’eau distillée stérile et le DMSO avec la
portion 10 :90. Ainsi que I’antibiotique utilisé est Cefotaxime.

Les figures suivantes regroupent les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’extrait
EHMC :
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Figure 42 : Effet inhibiteur de I’extrait EHMC sur la souche bactérienne Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Figure 43 : Effet inhibiteur de I’antibiotique et le témoin négatif utilisé sur les deux souches
bactériennes.
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D’apres les résultats obtenus, les souches bactériennes Staphylococcus aureus, et
Escherichia coli n’ont montré aucune sensibilité vis-a-vis de toutes les solutions de différentes
concentrations de I’extrait testé et le témoin négatif et aucune zone d’inhibition n’a été
détectée. Seul I’antibiotique Cefotaxime a pu avoir un effet remarquable sur S.aureus et
E.coli représenté par une zone d’inhibition (25 mm et 19 mm respectivement).
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a étudier une plante endémique a
I’ Algérie « Teucrium polium gerri » trés rarement étudiée ce qui donne a notre travail de la
nouveauté et de 1’originalité.

Afin de Confirmer I'utilisation de cette plante en médecine traditionnelle dans
certaines régions algériennes, une estimation qualitative des métabolites secondaires
(polyphénols et flavonoides) et Des tests biologiques in vitro pour 1’évaluation de I’activité
antioxydante, enzymatique, et antimicrobienne ont éte réalises.

L’analyse CPL/SM de I’extrait hydro-méthanolique de Teucrium polium gerri nous a
permis d’identifier six composés :

e un oligoside : D-Stachyose.

e un composé phénolique : Quinic acid.

e trois diterpénes : Rosmadial — Rosmaridiphenol — Hinokione.
e uncomposé : Desdimethyl-octahydro-iso- cohumulone

L’utilisation de plusieurs méthodes d’extraction a montré clairement des teneurs
différentes en molécules bioactives. Dont I’extrait EHMC représente une richesse en
polyphénols et flavonoides.

En paralléle, 1’activité antioxydantes a été testée par quatre méthodes : Activité anti
radicalaire au DPPH, Activité du piégeage du cation radical ABTS, Activité du pouvoir
réducteur FRAP, et activité de réduction par la formation du complexe Fe2 phenanthroline.

Les résultats obtenus démontrent que I’activité antiradicalaire de 1’extrait EHMC est la
plus intéressante en comparaison avec les autres extraits.

L’activité enzymatique, des extraits de la méme plante représente un tres faible Effet
inhibiteur de I’enzyme alpha amylase.

Concernant I’activité antibactérienne de 1’extrait EHMC sur les deux souches bactériennes
Escherichia coli et staphylococcus aureus, aucune zone d’inhibition n’a été observée. Ce qui
montre une absence d’activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis des deux souches
bactériennes testées.

Comme perspectives, nous envisageons d’utiliser ces résultats comme un point de départ
de recherche de nouvelles molécules biologiquement actives. Il serait intéressent de mener :

» I’identification par la CPL/SM aux modes d’ionisation négative et positive de tous les
pics de I’extrait hydro-méthanolique.

» la quantification et la caractérisation des métabolites secondaires de la plante.

I’identification des substances responsables des activités biologiques étudiées.

» laréalisation d’autres activités biologiques.

Y
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Annexe | : matériels et instruments utilisés

1) Matériel du laboratoire :

- Micropipettes de volumes différents. - Flacons.
- Microplaques a 96 puits. - Eppendorf.
- Ballons. - Spatules.
- Bechers. - Verres de montres.
- Erlenmeyers. - Portoirs.
- Eprouvettes.
2) Instruments :
- Balance de précision (KERN).
- Rotavap (BUCHI).
- Etuve (Memmert).
- Broyeur électrique.
- Sonicateur.
- Appareil de filtration sous vide avec pompe.
- Micro-onde.
- Ph métre (METTLER TOLEDO).
- Lecteur de microplaque (PerkinElmer).
Annexe 11 : Reactifs des activites antioxydantes
Réactif Composition Quantité
DPPH DPPH 4 mg
Méthanol 100 ml
ABTS+ ABTS 19.2 mg
H20 5mi
K2S208 (2.45mM) 3.3mg
H20 5ml
phenanthroline (0.5%) 1-10 phenanthroline 0.05¢
Méthanol 10 ml
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Annexe 11 : Solutions chimiques et enzymatiques
Solution Composition Quantite
Reactif de folin ciocalteu FCR concentré (2M) 1mi
(FCR) H.O 9ml
carbonate de sodium Na2COs3 7549
(Naz2COs) H.0 100 ml
Acétate de potassium (1M) | CH3COOK 9,80 ¢
100 ml

H20

Nitrate d’aluminium AI(NO3)3, 9H20 10g
100mi

H20
Ferrycianide de potassium | KsFe(CN)s 1g
(1%0)

H.O 100 ml
tampon phosphate 0,2 M NaH2PO4 62,5 ml
(PH 6,6) Na;HPO, 37,5 ml
Acide trichloracétique TCA 10g
(10%0)

H.O 100 ml
Chlorure de fer 111 FeCl3 01g
anhydre (0.1%)

H20 100 ml
Chlorure de fer 111 FeCI3 0.02¢g
anhydre (0.2%)

H20 10 ml
Tampon phosphate (0,2 NaH2PO4 51 ml
mM) (PH 6,9) Na;HPO,
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49 ml
Acide hydrochlorique 1M | HCI 4.17 ml
H20 45.83 mi
lodure de potassium iode Kl 39
H.O 100 ml
lodine (5mM) 127 mg
Enzyme a-amylase (1U) Enzyme a-amylase 1mg
tampon phosphate (PH 6,9) | 9 ml
Amidon (0,1 %) Amidon 0,1g
H20 100 ml
Annexe IV : Standards
Standard Composition Quantité
Acide gallique Acide gallique
Méthanol
Quercétine Quercétine
Méthanol

Acide ascorbique

Acide ascorbique

Méthanol
Trolox Trolox

Méthanol
Acarbose Acarbose

Méthanol

60




Annexe V : gammes d’étalonnage

1) Gamme d’étalonnage d’acide gallique :
25 pg/ml =—— 25 pl de SM +175 pl de méthanol.
50 pg/ml == 50 pl de SM +150 pul de méthanol.

75 pg/ml =—— 75ul de SM +125 pl de méthanol.

100 pg/M| == 100l de SM + 100 pl de méthanol.

125 pg/Ml s 125pl de SM + 75 pl méthanol.

150 pg/ml == 150pl de SM + 50 ul de méthanol.

175pg/ml —, 175 pl de SM + 25 pl de méthanol.

200 pg/MI e 200 pl de la SM.

2) Gamme d’étalonnage de la quercétine :

Quercetin (25) 25 pul SM + 175 pl MeOH
Quercetin (50) 50 pl SM + 150ul MeOH
Quercetin (75) 75 pul SM + 1254 MeOH
Quercetin (100) 100 pul SM + 100l MeOH
Quercetin (125) 125 pul SM + 75ul MeOH
Quercetin (150) 150 pul SM + 50ul MeOH
Quercetine (175) 175ul SM + 25ul MeOH

Quercetin (200) 200ul SM

Annexes

61



Résumes



Ce travail est consacré a 1I’é¢tude phytochimique et biologique de la plante Teucrium

polium geyrii de la famille des lamiacées.

L’analyse CPL/SM de I’extrait hydro-méthanolique de Teucrium polium gerri a permis
I’identification de six composés dont un composé phénolique (Quinic acid), un oligoside (D-
Stachyose), trois diterpénes (Rosmadial, Rosmaridiphenol et Hinokione) et un dernier composé

(Desdimethyl-octahydro-iso- cohumulone).

Le potentiel antioxydant de la plante a été évalué in vitro en utilisant quatre méthodes.
L’EHMC et ’EHMS ont montré les meilleures valeurs de la Clso pour I’activité anti radicalaire
au DPPH et ’activité du piégeage du cation radical ABTS, cela est justifié par leurs richesses

en composés phénoliques et en flavonoides.
EHMC : (Clso : 46,27+1,21pg/ml ; Clso : 33,75£0,62 pg /ml respectivement).
EHMS : (Clsp : 72,65+1,05 pg/ml ; Clsg : 37,41£3,04 g /ml respectivement).

L’extrait EHMM représente le pouvoir réducteur (FRAP) le plus important (Ao,so :
59,42+1,73).

Tous les extraits de Teucrium polium geyrii ont manifesté une activité inhibitrice

d’alpha amylase trés faible (Clsp >400 pg/ml).

L’extrait EHMC a montré une absence d’activité antibactérienne vis-a-vis les deux

souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Mots clés : Teucrium polium geyrii, CPL/SM, flavonoides, diterpénes, antioxydante,

antibactérienne.
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Abstract

The present study aimed the phytochemical and biological study of the Teucrium polium

geyrii plant of the Lamiaceae family.

The LC/MS analysis of the hydro-methanolic extract of Teucrium polium geyrii
permitted the identification of six compounds compounds including a phenolic compound
(Quinic acid), an oligoside (D-Stachyose), three diterpenes (Rosmadial, Rosmaridiphenol and
Hinokione ) and a last compound (Desdimethyl-octahydro-isocohumulone).

The antioxidant potential of the plant was evaluated in vitro using four methods.
EHMC and EHMS showed the best 1Csq values for DPPH anti-radical activity and ABTS
radical cation scavenging activity; this is justified by their richness in phenolic compounds
and flavonoids.

EHMC : (Clso : 46,27+1,21pg/ml ; Clso : 33,75£0,62 pg /ml respectively).
EHMS : (Clso : 72,65+1,05 pg/ml ; Clsg : 37,41+3,04 pg /ml respectively).

The EHMM extract represents the most important reducing power (FRAP) (Aoso :
59,42+1,73).

All Teucrium polium geyrii extracts showed very weak alpha amylase inhibitory activity
(ICs0 >400 pg/ml).

The EHMC extract showed an absence of antibacterial activity against the two bacterial

strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

Keywords : Teucrium polium geyrii, CPL/MS, flavonoids, diterpenes, antioxidant,

antibacterial.
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Résumé
Ce travail est consacré a 1I’é¢tude phytochimique et biologique de la plante Teucrium polium geyrii de la

famille des lamiacées.

L’analyse CPL/SM de I’extrait hydro-méthanolique de Teucrium polium geyrii a permis ’identification

de six composés dont un composé phénolique (Quinic acid), un oligoside (D-Stachyose), trois diterpenes

(Rosmadial, Rosmaridiphenol isomere et Hinokione) et un dernier composé (Desdimethyl-octahydro-iso-

cohumulone).

Le potentiel antioxydant de la plante a été évalue in vitro en utilisant quatre méthodes. L’EHMC et
I’EHMS ont montré les meilleures valeurs de la Clsg pour ’activité anti radicalaire au DPPH et 1’activité du

piégeage du cation radical ABTS, cela est justifié par leurs richesses en composés phénoliques et en flavonoides.
EHMC : (Clso : 46,27+1,21ug/ml ; Clso : 33,75+0,62 pg /ml respectivement).
EHMS : (Clso : 72,65%1,05 pg/ml ; Clso : 37,41+3,04 pg /ml respectivement).
L’extrait EHMM représente le pouvoir réducteur (FRAP) le plus important (Aoso: 59,42+1,73).

Tous les extraits de Teucrium polium geyrii ont manifesté une activité inhibitrice d’alpha amylase trés
faible (Cls50>400 pg/ml).

L’extrait EHMC a montré une absence d’activité antibactérienne vis-a-vis les deux souches bactériennes

Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Mots clés : Teucrium polium geyrii, CPL/SM, flavonoides, diterpénes, antioxydante, antibactérienne.
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