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Résumé

Le but de cette étude est déterminé et évaluer 1’activité antimicrobienne et antifongique des
extraits proviennent de plantes médicinales, 1’écorce d’oronge de 1’espéce Citrus sinensis et
Thymus vulgaris et Santolina chamaecyparissus. L’extraction se fait par deux méthodes
hydrodistillation et macération. Les extraits ont été préparés, par deux solvants ; acétone et
éthanol et I’extrait aqueux. Le pouvoir antimicrobien des extraits de Citrus et thym et santoline
et leurs associations a été évalug, in vitro, vis-a-vis de 10 souches microbiennes, par la méthode
de diffusion des disques et des cylindres sur milieu solide. Ensuite dans note étude on fait
I’analyse physicochimique CGMS au niveau de la police scientifique chateau neuve Cheraga
Alger. L’étude et porté sur un screening de ces plant pour leur activité antioxydant évaluée in
vitro par le test : action antiradicalaire contre le radical DPPH. Ainsi que [’activité anti-
inflammatoires et la toxicité de notre extrait et produit fini fait au niveau de SAIDAL Médea
(laboratoire physicochimie et pharmacotoxico). Enfin a partir de notre extraits aqueux nous
avons formulé un gel buvable considéré comme un complément alimentaire d’origine
végeétative a plusieurs fin thérapeutique : antivirale, antimicrobienne, anti-infection pulmonaire,
anti bronchite. Sachant que on a testé notre gel sur les lapins dans le but de renforcement

immunitaire et suivi de parametre immunologique et hématologique in vivo.

Les résultats indiquent que, le meilleur rendement est obtenu par ’extrait Ethanolique 70%
Citrus sinensis avec une valeur de 38.15 % Ainsi, les extraits de Citrus et de thym et de santoline
ont montré une activité antimicrobienne contre quelque microorganismes testés, la meilleure
activité inhibitrice était contre Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 avec des zones
d’inhibition significatives entre 20 et 41 mm lors I’utilisation de I’extrait éthanolique de thym.
L’analyse par CPG-SM a indiqué plusieurs composants dans les trois extraits. Les valeurs de
ICs0 obtenues par le test de DPPH, sont 2.073 mg/ml pour I’extrait d’écorce d’orange « Citrus
sinensis »,1.986 mg/ml pour ’extriat de Santolina chamaecyparissus et 0.25 mg/ml pour
I’extrait de Thymus vulgaris, en comparé avec I’IC 50 de 1’acide ascorbique qui donne 0.06

mg/ml. L’activité anti-inflammatoires et la toxicité monté un trés bon résultat.

Enfin, apres la production de notre gel buvable qui testé aux lapins nous avons obtenu des
merveilleux résultats montés que notre gel doté d’un pouvoir hépato correcteur et hépato

protectrice primordial en plus un régulateur d’immunité.

Mots clés : Thymus vulgaris, Santolina chamaecyparissus, antimicrobien, Citrus sinensis,
CGMS, DPPH, anti-inflammatoire, gel buvable.



Abstract

The aim of this study is to determine and evaluate the antimicrobial and antifungal activity of
extracts from medicinal plants, the bark of oronge of the species Citrus sinensis and Thymus
vulgaris and Santolina chamaecyparissus. The extraction is done by two methods:
hydrodistillation and maceration. The extracts were prepared by two solvents; acetone and
ethanol and the aqueous extract. The antimicrobial power of the extracts of Citrus and thyme
and santolin and their combinations was evaluated, in vitro, against 10 microbial strains, by the
method of diffusion of discs and cylinders on solid medium. Then in note study one made the
physicochemical analysis CGMS at the level of the forensic police new castle Cheraga Algiers.
The study and concerned a screening of these plants for their antioxydant activity evaluated in
vitro by the test: antiradical action against the radical DPPH. As well as the anti-inflammatory
activity and the toxicity of our extract and finished product made at the level of SAIDAL Médéa
(laboratory physicochemistry and pharmacotoxico). Finally, from our aqueous extracts we
have formulated a drinkable gel considered as a food supplement of vegetative origin with
several therapeutic purposes: antiviral, antimicrobial, anti-pulmonary infection, anti-bronchitis.
Our gelhas been tested on rabbits for the purpose of immune enhancement and monitoring of
immunological and haematological parameters in vivo.

The results indicate that, the best performance is obtained by the Ethanolic extract 70% Citrus
sinensis with a value of 38.15 % Thus, the extracts of Citrus and thyme and santolin showed
antimicrobial activity against some tested microorganisms, the best inhibitory activity was
against Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 with significant inhibition zones between 20
and 41 mm when using the Ethanolic extract of thyme. GC-MS analysis indicated several
components in all three extracts. The 1C50 values obtained by DPPH test, are 2.073 mg/ml for
the orange peel extract "Citrus sinensis"”, 1.986 mg/ml for the Santolina chamaecyparissus
extract and 0.25 mg/ml for the Thymus vulgaris extract, in comparison with the IC50 of
ascorbic acid which gives 0.06 mg/ml The anti-inflammatory activity and toxicity showed a
very good result.

Finally, after the production of our drinkable gel, which was tested on rabbits, we obtained
wonderful results showing that our gel has an important hepato-corrective and hepato-
protective power and is also an immunity regulator.

Key words: Thymus vulgaris, Santolina chamaecyparissus, antimicrobial, Citrus sinensis,
CGMS, DPPH, anti-inflammatory, drinkable gel.
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Introduction

Pendant des milliers d'années, les civilisations du monde entier ont utilisé des plantes
médicinales pour traiter une variété de maladies. La plus ancienne preuve écrite de l'utilisation
de plantes médicinales a été trouvée sur une plaque d'argile sumérienne, d'environ 5000 ans
(Petrovska, 2012).

De nos jours, les plantes médicinales traditionnelles continuent d'étre la principale source de
soins de santé dans de nombreux pays en développement et régions rurales. Les études
ethnobotaniques se sont révélées tres utiles pour identifier les plantes bioactives, et de plusieurs
recherches ont été Menées sur les activités et la composition chimique des plantes
ethnomédicinales (Reverter et al., 2017).

Les plantes médicinales et les médicaments dérivés des plantes sont largement utilisés dans les
cultures traditionnelles du monde entier et ils deviennent de plus en plus populaires dans la
société moderne comme alternatives naturelles ou compléments aux produits chimiques de
synthese.

Les produits naturels et leurs dérivés (y compris les antibiotiques) représentent plus de 50% de
tous les médicaments a usage clinique dans le monde. Les plantes supérieures contribuent a pas
moins de 25% au total (Van Wyk et Wink, 2018).

Le lien entre les plantes médicinales, ’homme et les medicaments dérivés des plantes
médicinales, décrit le passé de I’humanaité. Les plantes médicinales constituent la base
génereuse des médicaments naturels (Omar et al., 2019).

De nos jours, dans de nombreux pays du monde, les plantes aromatiques et médicinales ont
recu une attention croissante (Al-Tawaha et al., 2014). En Algérie, de nombreux chercheurs
ont étudier et explorer les constituants bioactifs de leur métabolisme secondaire, pour autoriser
leur utilisation prolongée en médecine populaire (Bouzouina et al., 2016).Avec plus de 3139
espéces (Quézel et Santa, 1963), la flore algérienne est I'une des plus riches d'Afrique du Nord.
Parallélement a sa richesse en biodiversité, I'Algérie a une riche tradition médicale a base de
plantes (Miara et al., 2018).

Parmi cette végétation, on trouve un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y
pousse spontanément qui constituent une source de substances ayant des vertus thérapeutiques
diverses, utilisées depuis I’ Antiquité dans la pharmacopée traditionnelle et pour I’aromatisation
des aliments.

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur déclenchant

ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress oxydant
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apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes augmente la
multiplication mitochondriale de radicaux (GIRODON et al., 2010). Parmi les activités
biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est portée sur l'activité
antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des maladies chroniques telles
que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la maladie d’Alzheimer en
combattant le stress oxydant (MEDDOUR et al., 2013).

Aussi la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probléme de santé important a I’échelle mondiale (BENBRINIS, 2012).

Les végétaux furent de plus en plus utilisés pour I'extraction des substances physiologiquement
actives ou pouvant étre transformées en médicament. Mais avec l'introduction de la
chimiothérapie, l'usage des plantes médicinales a connu un certain recul. Cependant I'emploi
abusif et souvent incontr6lé de cette chimiothérapie en particulier lI'antibiothérapie a fait
apparaitre un phénomene de réesistance chez la plupart des agents bactériens. Face a ce probléme
de résistance, l'utilisation de la phytothérapie est de plus en plus d'actualité. La recherche de
nouvelles molécules possedant un pouvoir antibactérien est également tres active, notamment
au niveau des plantes de la pharmacopée africaine (ATEFBEIBU, 2002).

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne demeure
une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins
fréguente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une nouvelle
source de composés actifs (TEIXEIRA DA SILVA, 2004).

Différentes plantes aromatiques sont caracterisées par la biosynthese des molécules odorantes
et volatiles qui consistent a ce qu’on appelle les huiles essentielles (B. Reguig 2017) ces huiles
sont utilisées comme une source de molécules bioactifs d’origine naturels jouissantes
d’activités biologiques notamment 1’activité antimicrobienne, anti oxydantes, antiseptiques et
anti-inflammatoires (G.m.bilal 2015)

L’objectif de notre travail vise en particulier a étudier I’effet antibactérien, ainsi que d’évaluer
les activités antioxydante et antibactérienne des composes bioactifs de ces plantes écorce
d’orange « Citrus sinensis », thym « thymus vulgaris » et santoilne « santoilna
chaemaparecessus » extraits par usage des solvants a différents polarités (ethanol, ethanol et
’eau, acétone)

Plusieurs méthodes microbiologiques et approches techniques ont éte utilisées lors de cette
étude :
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Procéder a des extractions a I’Ethanol, ethanol et ’ecau, acétone des principaux
composés bioactifs des plantes.

Suivre les effets antibactériens des extraits decitrus sinensis et thymus vulgaris et
santoilna chaemaparecessus cultivés in vitro par la méthode de contact direct sur milieu
solide.

Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits de la plante effectuée en comparaison a
un ATB.

Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).
Les propriétés physico-chimiques et biologiques comme DPPH et CGMS.
Formulation d’un gel buvable a a activité antivirale et antimicrobienne.

La toxicité et I’activité anti-inflammatoire du 1’extrait et du gel.



Chapitre 1
Geénéralité sur les plantes

médicinales



1.1 La phytothérapie

Etymologiquement, le terme phytothérapie vient de deux racines grecques anciennes
"phyton" (plante) et "therapeuein" (cure, soigné). Elle pourrait donc étre traduite par I’art de
soigner a 1’aide des plantes, ou encore la thérapie par le végétal (Jorite, 2015). Au sens large
la phytothérapie est sans doute la plus vieille médecine du monde (Iserin, 2001). Est une
thérapeutique populaire disponible a tous, qui exploite exclusivement et sous diverses formes
des plantes reconnues comme faiblement ou pas toxique, grace a une sélection rigoureuse et
attentive opérée a travers I’histoire, dans le traitement des maladies chroniques et les
perturbations de tout genre en général, a I’exception des cas tres aigus (Rwangabo, 1993).

L’efficacité d’un traitement de phytothérapie repose avant tout sur le choix des plantes
qui le composent. C’est essentiellement la qualité des plantes (WHO, 2000). La qualité
botanique de plante ; qui se caractérisée par 1’identification de 1’espéce et de la partie active qui
posséde des propriétés thérapeutiques. Ensuite, la qualité chimique qui est déterminée par la
pureté de la plante, la teneur en composants actifs et méme la présence des résidus de produit
phytosanitaire et les métaux lourds. Enfin, la qualit¢ microbiologique des plantes afin de
garantir leur innocuité (Kudjued-Bunneton et Sauvain, 1989).

Il existe différents types de la phytothérapie, a savoir :

Aromathérapie : Cette forme de soins se pratique avec des « huiles essentielles », produits de
la distillation a la vapeur d'eau de plantes aromatiques. Il s'agit d'extraire de la plante cette
essence a l'odeur particulierement intense pour s'en servir ensuite en diffusion, en usage externe
ou beaucoup plus rarement, en usage interne (Garreta, 1998). Exemple : L'administration orale
de I’huile essentiel de cumin peut controler les complications glycémiques et inflammatoires
chez des patients atteints de diabéte de type 1. De méme, I’huile essentielle de cannelle (qui est
trés forte car dermocaustique) a un effet connu hypoglycémiant et permet de baisser le taux de
glucose sanguin.

Gemmothérapie : Provenant du latin "gemmae" qui veut dire "bourgeon™ ; est une méthode
de traitement fond sur I’utilisation d’extrait alcoolique de tissu embryonnaires et/ou jeunes des
végétaux tel que les bourgeons et les radicelles (Viriot, 2015). Exemple : le bourgeon
d’aubépine, une plante fréquemment utilisée en gemmothérapie, posséderait a la fois les
propriétés du fruit (action sur le muscle cardiaque) et de la fleur (action sur le rythme cardiaque).
Herboristerie : ce terme décrit un gueérisseur traditionnel spécialisé dans l'utilisation des
plantes medicinales pour traiter diverses maladies. En attend de lui une grande connaissance de



I'efficacité, de la toxicité, du dosage et de la préparation des plantes médicinales. (Sofowora,
2010).

Phytothérapie pharmaceutique : correspond & I’extraction des substances d’origines
végétales et par la suite sont dilués dans un solvant tel que 1’alcool éthylique. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présents sous
forme de sirop, des goutes, des gélules et des lyophilisats (Sebih, 2019).

Homéopathie : I’origine de I’homéopathie remonte a la fin du 18e siécle par Samuel
Hahnemann, il vient des mots grecs « homoios » semblable et « pathos » douleur ou maladie.
Les traitements homéopathiques étaient destinés a « équilibrer les humeurs de 1’organisme par
des effets opposés », Hahnemann est développer sa (loi de similitude) une notion suivant
laquelle les symptomes de la maladie peuvent étre guéris par des doses extrémement petites de
substances produisant des symptoémes semblables chez les personnes en bonne santé si on les
administre en grande quantité. Les préparations homéopathiques sont formulées suivant le
principe d’infinitésimalité en prenant un échantillon d’une substance végétale (minéraux de
plantes) et en le diluant de maniere répétée avec I’eau, mélange eau/alcool ou du lactose.

(Barrett, 2016).

1.2 Les plantes médicinales

Selon la définition formulée par le groupe consultatif de I’OMS, les plantes médicinales sont
définies comme suit « ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutique ou qui sont des précurseurs dans la synthese des drogues
utiles » (Sofowora, 2010). Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages
alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Chabrier, 2010).

D’apreés le docteur Al-Snafi, prés de 80% de la population mondiale utilise les plantes pour se
soigner (Al-Snafi, 2016). En effet le recours aux pratiques de soins traditionnels est trés ancré
dans les habitudes, pour deux raisons. Le premier est d’ordre curatif : les plantes contiennent
des principes actifs qui exercent une action biologique directe sur I'organisme. Le second est
d’ordre économique et infrastructurelle : principalement le colit €levé des prestations et des

médicaments importés (Adiko et al., 2014).



1.3 L écorce d’orange Citrus sinensis

1.3.1 Généralité sur les agrumes

Les agrumes possedent de nombreuses vertus, leur teneur élevée en vitamines, leur
faible apport calorique et leur potentiel antioxydant font de ces fruits un aliment trés demandé
au niveau mondial (ALIOUANE Fatiha 2015).

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, dont la taille peut varier de 2 a 10 métres
de haut suivant les espéces. Leur frondaison est généralement dense et leurs feuilles sont
persistantes, a 1’exception des Poncirus. Leurs fruits et toutes les parties de 1’arbre (écorce,
feuilles, branches, et fleurs) contiennent des glandes a essence (Tigrine 2016).

La peau du fruit est une écorce (péricarpe) composée de deux couches concentriques.
La couche superficielle, rugueuse et résistante, de couleur vive souvent jaune orange sous
I’action des flavonoides, est nommée épicarpe ou flavedo ou encore zeste en terme culinaire.
La couche interne, blanche et spongieuse, est le mésocarpe ou albédo (Tigrine 2016).

La pulpe est composée de quartiers juteux contenant les pépins. Elle est riche en
vitamine C. Ce sont des fruits non-climactériques qui doivent étre récoltés a maturité. Ils sont
résistants au transport et a la conservation. Si les fruits sont assez aisés a différencier sur le plan
culinaire, la distinction des especes botaniques est en revanche complexes, car les différentes
especes s’hybrident trés facilement et sont difficiles a fixer. Le genre Citrus ne contiendrait
finalement pas plus de onze especes (Bénédicte et Michel, 2011).

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées, qui comprend de nombreuses
espéces (environs 16000), pour la plupart ligneuses, lI'une des caractéristiques de cette famille
est la présence dans les fruits de glandes oléiféres contenant des essences fortement aromatiques
(Colombo, 2004).

Les citrus comprennent six especes orange, mandarines, limettes, pamplemousses,
citrons, et kumquats et chaque espéce comporte de nombreuses variétés. De plus, par
croisement sont nés de nombreux hybrides, tels que les clémentines, ou les limes (citrons doux)
(Espiard, 2002).

1.3.2 Origine et histoire les agrumes

« Citrus », plus communément appelés agrumes, sont originaires d'Asie. lls ont été
introduits dans le bassin méditerranéen par Alexandre le Grand. C'est pour cela qu'on les
désigne également sous le nom d'Hespéridé qui provient du grec Esperos « le jardin ou se

trouvaient les fruits succulents ». Plus tard, les agrumes ont été introduits sur la cote et dans



I'Afrique par des échanges commerciaux qu'assuraient les califes arabo-musulmans. Leur
entrée, en Amérique, s'est faite par les européens (Ferhat et al 2010).

1.3.3 L’ORANGE

L’orange est I’un des agrumes le plus répandu au monde et le plus connu. C’est le
quatrieme fruit le plus cultivé au monde (Escartin, 2008).

C’est un fruit juteux, sucré, excitant et tres riche en vitamine C ; le plus Comestible, on
I’utilise pour les salades de fruits, les confitures, ou pour consommer son jus (Bousbia, 2011).
Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune orange pour les lavonoides et les

caroténoides, jaune pour les xanthophylles, rouge ou rou violace pour les anthocyanes

Figure 1 : L’orange (Citrus sinensis)

Les caractéristiques générales de 1’espéce citrus sinensis sont récapitulées dans le tableau 1

Tableau 1 : Les caractéristiques générales de 1’espéce citrus sinensis

Espece Variété Caractéristiques générales
Citrus Sinensis Washington JAspect général : arbre au port harmonieux et
Thomson Navel croissance rapide, il peut atteindre de grande

taillée pleine terre (7 a 8m)

Fleurs : blanches et immaculées, tres
parfumées.

.Feuilles : vert profond, légerement ailées.
.Fruits : de forme et de coloration variable en
.fonction des différents groupes auxquelles ils
.appartiennent. La pulpe juteuse différe en
couleur

et en acidité selon les variétés.




1.3.4 Description botanique

Les especes des agrumes sont de 3 genres principaux du groupe citrinae dans la famille

des Rutacées : Citrus (agrumes), Forunella et Poncirus (Baches, 2002).

(A) (B)

Figure 02 : A- feuilles et branches d’orange / B - les fleurs des oranges

1.3.5 Classification

Une classification botanique de Citrus sinensis a été récapitulée (figure 2) (Kimball et
Guignard 1999)

[ Division : Embryophyta

e 3

i
{ [ Classe : Dicotyledoneae

-‘ o Geraniales J

Figure 3 : Classification systématique des agrumes (Kimball et Guignard 1999)
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1.3.6 La production de I’orange dans le monde et en I’Algérie

La production mondiale d'oranges et d'agrumes tendres devrait légerement augmenter
dans le monde en 2021, tandis que les citrons devraient connaitre une baisse, selon un rapport
de I'USDA. Au Marac, le rapport parle d'une augmentation de 30% de la production d'agrumes
tendres pour atteindre 1,2 million de tonnes. (FAO, 2021).

La production Algérienne d’oranges pour 1’année 2018 est estimée de 558573.13 tonnes.
Elle occupe la 14eme place dans le monde, la 2éme place dans la région nord-africaine et la
4eme place dans le continent.
Elle occupe la 7eme place dans le bassin méditerranéen selon des études préliminaires entre
1994 et 2018 (Tableau 2) (FAO, 2020).

Tableau 2 : La production de I’orange dans le bassin méditerranéen entre 1994 et 2018.

Pays Production en milles de tonnes (MT)
Espagne 2950082.6
Egypte 2203243.4
Italie 1902199.4
Turquie 1411453.4
Grece 909555.84
Maroc 854095.56
Algérie 558573.16

1.3.7 Composition chimique et valeur nutritive d’orange

L’orange contient de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C, vitamines P, BI,
B9, E, provitamine A. Riche en calcium, riche en pectines, elle a un r6le de régulateur du transit
intestinal. Elle contient une flore mésophile (levures et lactobacilles) indispensable pour une
bonne digestion (Bousbia, 2011) Les principaux composé€s de 1’orange sont résumes dans le

Tableau 3.
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Tableau 3 : Principaux composés de 1’orange (Anonyme, 2007)

Constituants

Teneurs

Glucides

8.5 a 12 % dans le fruit a maturité, représente par le saccharose (40 %).

Fructose et glucose

Acides organiques

1.2 %, surtout de I’acide citrique et de I’acide malique

Autres composés
Energétiques

Lipides concentres dans les pépins peu de protéines

Vitamines

Teneur élevée en vitamine C (40 & 80 mg pour 100g). Vitamines
hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe B (B1 et B9, en
particulier), vitamine A (0.05 & 0.2 mg pour 100g), vitamine E (0.24mg
pour

100g).

Minéraux

Calcium, Magnésium, Potassium et Phosphore

Oligoéléments

Fer, Cuivre, Zinc, Manganese, Nickel, lode, trace de Bore et de Sélénium
Fibres

Fibres

Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont I’originalité d’étre riches en

pectine (environ 50 %)

Flore mésophile

Levures et lactobacilles indispensables a sa bonne digestion

Substances

aromatiques

Ce sont des composés complexes caractéristiques de ce fruit (aldéhydes,

esters), des essences odorantes

Pigments

Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune orange pour
les flavonoides et les caroténoides, jaune pour les xanthophylles, rouge ou

violace pour les anthocyanes

1.3.8 L’écorces d’oronge

La peau du fruit est une écorce (péricarpe) composée de deux couches concentriques.

La couche superficielle, rugueuse et résistante, de couleur vive souvent jaune orange sous

I’action des flavonoides, est nommeée épicarpe ou flavedo ou encore zeste en cuisine. La couche

interne, blanchet spongieuse, est le mésocarpe ou albédo. La pulpe est composée de quartiers

juteux contenant les pépins. Elle est riche en vitamine (C). Ce sont des fruits non-climactériques

qui doivent étre récoltes a maturité. lls sont résistants au transport et a la conservation. Si les

fruits sont assez aises a différencier sur le plan culinaire, la distinction des espéces botaniques

est en revanche complexes, car les differentes espéeces shybrident trés facilement et sont
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difficiles a fixer. Le genre Citrus ne contiendrait finalement pas plus de onze espéces
(Bénédicte et Michel, 2011).

épicarpe (zeste ou flavedo)
Ok mésocarpe (albedo)

T : endocarpe

axe

ﬂa' . 1
@ - loge carpellaire BN

(A) (B)
Figure 4 : (A) Schéma détaillant la structure du péricarpe de 1’orange /(B) écorces d’oronge
(Bénédicte et Michel, 2011).

1.3.9 Composition chimique des écorces d’oronge

La composition chimique des écorces d’agrumes est sujette a des variations sous
I’influence de divers facteurs et notamment la variété. De plus, dans une méme variété, la teneur
en divers composés dépend des facteurs climatiques et environnementaux) (Hamidi et Limam
2018).

Les écorces d’orange présentent des teneurs élevées en eau (variant de 2,97-3,79 g/g
bs), soit 60% a 75% en base humide) et en sucres solubles (6,52-47,81 g/100g bs). De ce fait,
c’est un coproduit hautement périssable qui fermente et présente un développement des
moisissures (Ferhat et al., 2011 ; Kammoun et al., 2011). De plus, ce coproduit est riche en
protéines (1,799,06 g/100g bs) et en minéraux (2,52-10,03 g/100 bs) alors que les lipides sont
tres peu abondants (de 0,48 jusqu’a 4 g/100g bs) (Hamidi et Limam 2018).

Les écorces sont particulierement riches en composés digestibles et offrent de nombreuses
possibilités d’utilisation pour 1’alimentation fonctionnelle humaine et animale ainsi qu’en tant
que complément alimentaire (Bampidis & Robinson, 2006). L’utilisation des écorces fraiches

en alimentation pour bétail est limitée a cause des maladies que peut provoquer la
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consommation de ce produit (mycotoxicose, para kératose du rumen) (Duoss-Jennings et al.,
2013).

Les écorces d’agrumes sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles essentielles
de 0,6 & 1% (Oreopoulou et al., 2007 ; Yeoh et al., 2008 ; Hosni et al., 2010 ; Farhat et al.,
2011). Les écorces contiennent aussi des pigments, essentiellement des caroténoides (0,01-0,20
9/100g bs) mais aussi des anthocyanes (dans le cas des oranges Sanguines) (Hamidi et Limam
2018).

D’autre part, plusieurs études montrent que les écorces d’agrumes contiennent aussi des
composés biologiquement actifs comme la vitamine C (0,109-1,150 g/100g bs) (Goulas et al.,
2012 ; Barros et al., 2012) et les fibres alimentaires (6,30-82,69 ¢/100g bs) (Ghasemi et
al.,2009 ; Magda et al., 2008). Les écorces d’agrumes sont aussi riches en composes
phénoliques (0,67-22,32 g/100g bs) (Hamidi et Limam 2018).

1.3.9.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des metabolites secondaires synthétises par les
végeétaux, non essentiels a la survie de la plante. Au niveau véegétal, les composés phénoliques
sont un moyen de défense contre le rayonnement U.V, les agressions par les pathogénes et ils
contribuent a la pigmentation des plantes (Manach et al., 2004 ; Ignat et al., 2011). Ils sont
caractérises par la présence d’un cycle aromatique et d’un ou plusieurs groupements
phénoliques dans leur structure (Figure 5) et se différencient par le nombre et 1’enchainement
des noyaux aromatiques, le nombre et la position des groupes hydroxyles ainsi que la présence
de divers substituant (groupes alkyles, glygosyles, acides organiques...) (Macheix et al., 2006
; Hollman et al., 2010).

A 1
B ot e o]

Figure 5 : Structure du phénol (Macheix et al., 2006)
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Les oranges sont une trés bonne source de composés phénoliques (Balasundram et al.
2006). Ces derniers se trouvent en grande proportion dans 1’écorce (plus de 15% que la pulpe)

(Gorinsteinet al, 2001 ; Goulaset Manganaris, 2012).

On retrouve principalement deux classes de composés phénoliques dans les écorces d’oronge :

les flavonoides et les acides phénoliques.

» A/ Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire possédant
un squelette carboné en C6-C3-C6. lls sont constitués d'un squelette a 15 atomes de carbone
(Figure 6) formant 2 noyaux aromatiques (A et B) et un hétérocycle (C) a oxygéne dont la

nature définit I appartenance du flavonoide a un groupe déterminé (Erdman et al., 2007 ;
Ignatet al., 2011). Les principaux groupes de flavonoides présents dans les écorcesd” agrumes

sont les flavanones, les flavones et les flavonols. Chaque groupe comprend lui-méme de

nombreux composes qui différent selon le degré d’hydroxylation et de glycosylation.

Les flavonoides individuels majoritaires des écorces de I’orange Maltaise sont : la

Néo hespéridine et I’hespéridine qui représente a eux seuls 87,69% des flavonoides totaux.

Figure 6 : Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007).

Les flavanones sont rarement présents dans les fruits exceptés dans les agrumes ou on
les retrouve en grande quantité, concentrées dans les écorces (Tomas Barberan et Clifford,

2000). Les flavanones les plus abondantes dans les écorces sont la naringine, / I'hespeéridine.
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Naringenine (R1= OH) Hesperidine (R1= OH)
Naringine (R1 = néohespéridoside) Hespéridine (R1 = rutinoside)

Figure 7 : Structure de base de la Naringenine et I’hesperidine (Tomas Barberan et
Clifford, 2000)

» B/ Les acides phénoliques

Un acide phénolique est un composé organique qui possede au moins une fonction
Carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont divisés en deux Classes

- les acides hydrox benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques (Richter, 1993).

R2 R1 R

O

R3 R, 5
OH \

Figure 8 : Structures chimiques des acides phénoliques (Manach et al., 2004)

1.4 Thymus vulgaris L.

1.4.1 Généralité

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).
Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.
L’espece la plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L. localement connu "zaatar". En
francais et anglais par exemple, on emploie frequemment le nom du genre (“thym" et "thyme"

respectivement) pour désigner 1I’espéce Thymus vulgaris (Amiot, 2005).
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Le nom (Thymus) dérive du mot grec « thymos » qui signifie "parfumer™ a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). L’espéce Thymus vulgaris est un
élément caractéristique de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités

aromatiques, elle a aussi de tres nombreuses propriétés médicinales (Iserin, 2001).

Il existe une variation de la production des composés secondaires chez certaines especes
végétales que 1I’on appelle polymorphisme chimique. Cette variation peut étre quantitative ou
qualitative. Un grand nombre d’espéces possedent des individus dont les composés secondaires
varient quantitativement d’un individu a un autre. Par contre, les exemples de variation
qualitative, c'est-a-dire 1’existence de chémotypes au sens strict dont les individus peuvent
porter des molécules de nature chimique différentes les uns des autres, sont moins fréquents.
C’est notamment le cas de Thymus vulgaris qui exprime six formes de chémotypes différents,
chaque chémotype est nommé suivant le composant principal de son huile essentielle (exemples
: thymol (T), carvacrol (C), ...). (Amiot, 2005).

Le genre Thymus est connu comme épice et conservateur alimentaire, ainsi qu'un
remede protecteur et curatif pour de nombreux produits alimentaires (Hamdani et al., 2014),
il présente de nombreuses activités biologiques, celles-ci peuvent étre répertoriées comme suit
. antibactérien, antifongique, analgésique, carminatif, antioxydant, spasmolytique et anti
mutagéne (Messaoudi et al., 2019).
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1.4.2 Classification

D’apres (Goetz et Ghédira 2012), le thymus est une espece qui appartient a :

e Reégne Plantae
e Sous-regne Tracheobionta
e Embranchement Magnoliophyta

e Sous-embranchement Magnoliophytina

e Classe Magnoliopsida

e Sous-classe Asteridae

e Ordre Lamiales

e Famille Lamiaceae

e Genre Thymus

e Espéce Thymus vulgaris L.

Figure 9 : La plante et la Classification de Thymus vulgaris

1.4.3 Description botanique

Le thymus est une plante aromatique qui a une tige dressée, pouvant atteindre 40 cm de hauteur
(Hosseinzadeh et al. 2015). Cette plante posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de
couleur vert foncé, et qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les
trichomes contiennent 1’huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes. Ses
petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au
violet en passant par le rose. Thymus vulgaris est d’ailleurs caractérisé par un polymorphisme
floral qui a été au moins aussi étudié que son polymorphisme chimique (Bruneton, 1999 ;
Morales, 2002) (Fig.2).
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Plante entiére

Fleur

Feuille

Fruit

Figure 10 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L

1.4.4 Distribution mondiale de thymus

Le thymus a une distribution mondiale se trouve dans toutes les zones tempérées d’hémisphere
nord, il est cultivé dans la plupart des pays européens, tels que la France, I'Espagne, I'ltalie, la
Bulgarie, il est également bien cultivé dans plusieurs pays africains (Hosseinzadeh et al. 2015)
en Egypte, au Maroc, Algérie, Tunisie, Libye (Stahl-Biskup et Saez, 2002), Cameroun
(Nkouaya Mbanijo et al. 2007), au Nigeéria et en Afrique du Sud (Schmitz, 2015), et certaines
parties de I'Asie. (Mebarki 2010).
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(A) (B)
Figure 11 : (A) thymus vulgaris Frais / (B) thymus vulgaris séches (Kuete V.2013).

En Algérie, il existe plusieurs especes de thymus, environ 215 especes y a compris le thymus
vulgaris a michelet tizi ouzou, Thymus algériensis qui est endémique dans les régions
montagneuses et dans le tell d’Algérie, Thymus fontanesii se trouve en Est Algérie-Tunisie,
Thymus pallidus a constantine et dans le sous-secteur de L’ Atlas Saharien et beaucoup d’autre
especes (Mebarki 2010).

1.4.5 Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de T. vulgaris sont trés riches en
plusieurs constituants dont la teneur varis selon la variabilité des conditions géographique,
climatique, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et détection).
L’hybridation facile de I’espéce méne a une grande variabilité intraspécifique, qui affecte
I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produit chimique (Balladin et
headley, 1999 ; Amiot, 2005).

Les constituants phytochimiques du thym comprennent les phénols, les terpénoides, et surtout
thymol, et les saponines (Elmir et al. 2014). L'huile essentielle de thym a montré une haute
teneur en monoterpénes oxygénée (56,53%) et faible teneur en hydrocarbures monoterpenes
(28,69%), les hydrocarbures sesquiterpene (5,04%) et les sesquiterpénes oxygénés (1,84%)
(Reddy et al. 2014).

Le thymol a généralement été identifié comme étant le principal constituant de Thymus
vulgaris, accompagné de carvacrol et de linalol (Palmieri et al. 2020).

Le composé prédominant parmi les composants de extraits de thymus a été identifiés comme

thymol (composé 9 ; 51,34%) tandis que la quantité de tous les autres composants était inférieur
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a 19%, par exemple terpinene (6,9 - 18,0 %), carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %)
(Reddy et al. 2014). Les structures chimiques des principaux terpénoides de thymus sont

présentées dans la figure 12 (Reddy et al. 2014).

Le thymol a généralement été identifié comme étant le principal constituant de Thymus
vulgaris, accompagné de carvacrol et de linalol (Palmieri et al. 2020). La présence du carvacrol
est confirmée par de nombreuses expériences de laboratoire et des recherches effectuées dans
plusieurs universités aux Etats-Unis. L'autre ingrédient actif est le thymol. Ces deux substances
chimiques agissent ensemble comme de puissants agents antibactériens, antifongiques,

antiviraux et antiparasitaires (Stahl-Biskup and Venskutonis, 2012).

Thymol Carvacrol
HsC CHs
-'"“H-, / ch CH3
CH
OH
OH
CH; CH;

Figure 12 : Les ingrédients actifs de I’extrait de thym, Structures chimiques du thymol et du
carvacrol (Schwammle et al., 2001).

D’apres (Kivilompoloet Hyotylainen, 2007 ; Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012), une partie
des principaux constituants d’extraits provient de thym contient également des phénols, tels que
l'acide rosmarinique qui contribuent a I'utilisation commerciale de I'herbe d’acide caféique),
Environ 25 différents flavonoides (Wang et al. 1998; Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012;
Vila, 2002) tels que apigénine), lutéoline qui a un effet antimycobactérienne le contenu
phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans 1’infusion aqueuses préparée du
thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes spectrophotométriques (Kulisic et al., 2006).

Le tableau 4, ci-dessous résume les résultats.
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Tableau 4 : Teneur en polyphénols (en pg EAG/mg d’extrait) dans I’infusion aqueuse du

Thymus vulgaris (Kulisic et al., 2006)

Anthocyanines

Plante Phénols totaux | Flavonoides | Non- flavonoides | Catéchines
Thymus 33.3 25.0 8.3
vulgaris

1.2

6.7

Les méthodes courantes pour étudier les dérivés de flavonoides dans les plantes comprennent

I'extraction continue avec plus d'un solvant, plusieurs étapes de distillation fractionnée et

différentes techniques chromatographiques pour extraire, séparer, séparer, purifier et identifier

les composés cibles. Le tableau 5 répertorie les flavonoides trouvés dans les feuilles de thym

par plusieurs auteurs utilisant la méthode ci-dessus.

Tableau 5 : Les flavonoides trouvés par plusieurs auteurs dans les feuilles de Thymus

vulgaris L.

Flavonoides

Références

Cirsilineol  (5,4-dihydroxy-6,7,3 -trimethoxyflavone)

Adzet et al., 1988
Morimitsu et al., 1995

Thymonine (5,6,4 - trihydroxy-7,8,3"-trimethoxyflavone)

Morimitsu et al., 1995

Eriodictyol (5,7,3',4’-tetrahydroxyflavone)

Adzet et al., 1988
Morimitsu et al., 1995

Adzet et al., 1988
Guillén et Manzanos, 1998

Sideritoflavone (5,3, 4'-trinydroxy- 6,7,8-
trimethoxyflavone)

5-Desmethylnobiletine (5-hydroxy-6,7,8,3 4"
pentamethoxyflavone)

Adzet et al., 1988
Guillén et Manzanos, 1998

Apigénine (5,7,4-trihydroxyflavone)

Adzet et al., 1988
Kulisic et al., 2006

Lutéoline (5,7,3',4 -tetrahydroxyflavone)

Adzet et al., 1988
Kulisic et al., 2006

Xanthomicrol ~ (5,4"-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone)

Guillén et Manzanos, 1998

tetramethoxyflavone)

5-Desmethylsinensetine (5-hydroxy-6,7,3' 4'-

Guillén et Manzanos, 1998

Quercetine (3,5,7,3 ,4’-pentahydrxyflavone)

Morimitsu et al., 1995
Kulisic et al., 2006

1.4.6 Utilisation de Thymus vulgaris

La Thymus vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le

monde entier. Ces applications sont trés vastes et touchent particulierement le domaine

alimentaire et celui de la médecine traditionnelle (Adwan et al., 2006). Son huile essentielle
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est exploitée en aromathérapie et dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et
cosmeétiques (Tisserand, 2014).

Le thym est consommé en tisane, condiment ou épice (Stahl-Biskup et Saez, 2002). En
raison de ses nombreuses propriétés ethnomédicinales, il est utilisé comme stimulant,
antiseptique, sédatif, stomachique, antitussive, antispasmodique, antimicrobien, antioxydant,
anti-inflammatoire, antiviral, carminatif, expectorant, athelminthique, diaphorétique et
diurétique (Johnson, 1998 ; Razzaghi-Abyaneh et Rai, 2013).

En usage interne, les parties aériennes sont utilisées en décoction ou en infusion dans le
traitement de la dyspepsie et autres troubles gastro-intestinaux, de la toux, des irritations de
I’appareil respiratoire et des thumes mais aussi, des infections des voies urinaires (Hashim et
Gamil, 1988 ; Polese, 2006). En usage externe, elles traitent les affections liées a
I’inflammation telles que les rhumatismes, les gonflements musculaires, les piqires d’insectes
et les douleurs (Namsa et al., 2009). Elles peuvent s” employer en gargarismes, inhalations,
bains de bouche et comme additif de bain pour stimuler la circulation sanguine soulageant de
ce fait, la dépression nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004; Polese, 2006).

L’huile essentielle de Thymus vulgaris entre dans les formulations de divers produits
pharmaceutiques comme les pommades antiseptiques et cicatrisantes, les émulsions, les
cataplasmes et les liniments, ainsi que, les gouttes, les sirops, les élixirs ou les gélules pour le
traitement des affections des voies respiratoires ainsi que des préparations pour inhalation
(Zarzuelo et Crespo, 2002 ; Tiwari et Tandon, 2004).

Le thym a été utilisé dans les industries alimentaires et aromatiques comme un exhausteur
de saveur dans une grande variété d'aliments, de boissons et de produits de confiserie, ainsi que
d'un agent de conservation des aliments, en raison de ses propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes. Outre ces effets, le thym présente une variété d'activités biologiques. (Zhou et al.
2014).
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I.5 Santolina chamaecyparissus L

1.5.1 Généralités

Santolina chamaecyparissus L. appelée communément la santoline, est une plante
vivace appartenant a la famille des Astéracées (composées). En Algérie, elle est connue sous le
nom de « Jaada ». Il s’agit d’un sous-arbrisseau qui présente un goQt amer et une odeur trés
forte. Trés florifére, la santoline a un parfum proche de la lavande d'ou son nom de "Lavande-
Coton", et ressemble a un mini cypreés d'ou son noms de "Petit Cypres". Les anciens l'utilisaient
pour ses pouvoirs antimites ce qui lui a valu aussi le nom de "Garde-robe™. Appelée encore
"Aurone femelle” ou "camomille de Mahon", elle faisait partie au Moyen-age des plantes
officinales et a été longtemps cultivée dans les jardins dits de curé. La santoline est originaire
de la Méditerranée du sud (le Sud d’Europe et le Nord d’Afrique) (Kisiel, 2003). Plus
précisément, elle provient des coteaux arides de la région méditerranéenne, des Alpes-
Maritimes aux Pyrénées-Orientales, Corse, Espagne, Italie, Dalmatie et 1’Afrique
septentrionale. Assez rustique, la santoline supporte les embruns, le vent, la sécheresse et ne

craint aucune maladie ayant comme seul ennemi 1’humidité stagnante.

1.5.2 Caracteres diagnostiques

Les santolines sont des plantes méditerranéennes appartenant au genre Santolina et a la famille
des astéracées (composees), dans laquelle, ce qu'on appelle couramment fleur est en realité une
inflorescence, capitule de fleurons reposant sur un involucre de bractées, ce genre comprend
quelques espéces, la plus répandue étant de loin Santolina chamaecyparissus L, appelée aussi

santoline ou petit-cypres.
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1.5.3 Classification de la plante Santolina chamaecyparissus

Selon Barrero en 1999 la classification de ka plante est :
e Reégne Plantae

e Embranchement Angiospermes

e Classe Dicotylédones

e Sous classe Asteridae Gamopetales

e Ordre Astérales

e Division Magnoliophyta

e Famille Asteraceae

e Genre Santolina

e Espéce Santolina chamaecyparissus L.

Figure 13 : La plante et la Classification de Santolina chamaecyparissus L (originale 2021).
1.5.4 Description botanique

La santoline est un sous-arbrisseau tres décoratif et tres aromatique de 20 a 60 cm de hauteur,
possede de tres nombreuses tiges ligneuses tres ramifiées qui se développent en touffes denses.
Les rameaux minces dresses et pubescents sont couverts de petits poils et munis de feuilles
blanchatres, velues, pubescentes, pennatifides, sessiles, découpées en lobes trés courts ne
dépassant pas 2 mm sur 2 rangs de part et d'autre de I'axe, subcylindriques ou obovales. Les
capitules bombés d'un jaune vif, dépourvus de ligules, larges de 8 a 10mm, sont solitaires au
sommet des rameaux Les corolles en tube dilaté a la base et coiffant I'ovaire, sur un réceptacle
muni d’écailles étroites et obtuses, sont entourées d'un involucre glabre a bractées portant une
nervure saillante sur le dos. Les fruits a 4 angles sont dépourvus d'aigrettes (Giner Pons et Rios

canavate, 2000).
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Figure 14 : Aspect morphologigue de la plante Santolina chamaecyparissus (originale 2021).

1.5.5 Propriétés biologiques

La plante S. chamaecyparissus est tres prisée en phytothérapie notamment grace a son
importante teneur en composées bioactives qui lui donnent des propriétés médicinales non
négligeables (Da Silva, 2004). Les extraits de cette plante ont produit une réduction
significative de ’activité spontanée chez les souris et ont montré un effet analgésique (Giner
1988). Ils ont inhibé les contractions induites par différents agonistes incluant 1’histamine et la
sérotonine chez le muscle lisse isolé, comme ils ont induit des effets anti-inflammatoires dans
les essais de I’oedéme de la patte induit par la carrageenane (Giner et al., 1989). Par ailleurs, la
plante s’est révélé une bonne source de composés inhibiteurs de I’activité de la phospholipase
A2 aussi bien in vitro qu’in vivo (Sala 2000). La santoline est aussi utilisée en phytothérapie
pour traiter les différents types de dermatites (Da Silva, 2004). Par ailleurs, son huile essentielle

a des propriétés antifongiques (Suresh 1997) et est utilisée en parfumerie et en cosmétique.

1.5.6 Phytochimie

Plusieurs études phytochimiques réalisées sur le genre Santolina ont permis d’identifier certains
composants bioactifs auxquels est attribuée I'activité pharmacologique de cette plante, comme
les composeés acétyléniques (Christensen, 1992), les huiles essentielles (Djeddi et al., 2012 ;
Seo et al., 2014), les coumarines (Ferrari et al., 2005) et les flavonoides (Giner Pons et Rios
Canavate, 2000). D’autres composés trés répandus dans différentes espéces de ce genre sont

les sesquiterpenes de type eudesmane, germacrane et farnesane (Barrero et al., 1999), les tri-terpénes
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de type dammarane (Giner Pons et Rios Canavate, 2000), les hétérocycles acétylénes (Ferrari et al.,
2005) et les acétylenes de type éther spiroketalenol (Barrero et al., 1999 ; Ferrari et al., 2005). Les
monotérpénes irréguliers fréguemment rencontrés dans les huiles de Santolina sont : artemisia cétone
qui présente plus de 60% de la composition chimique de ’huile, artemisia alcool, artemisia triéne,
santolina triéne, santolina alcool, yomogi alcool, chrysanthémyle alcool et parfois lavandulol (Cherchi
et al., 2001 ; Pala-Paul et al., 2012 ; Seo et al., 2014). Des flavones comme I’apigenine, la lutéoline
ainsi que leurs glucosides (glucoronides et ramnoglucosides), des flavanes methoxylés comme le
pectolinaringinine, hispiduline, nepetine et jaceosidine et des flavonols methoxylés en position 7

glucosyl ont été aussi isolés a partir de S. chamaecyparissus (Giner Pons et Rios Canavate, 2000).
1.5.7 Composition chimique

Le genre Santolina est représenté par plus de 10 especes largement distribuées dans la région
Méditerranéenne (Derbesy 1989). Plusieurs espéces ont été investiguées phytochimiquement
et un nombre de composés acétyléniques (Christensen, 1992), d’huiles essentielles (Sala
2000), de coumarines (Ferrari et al., 2005) et de flavonoides (Giner Pons et Rios Canavate,
2000) ont été identifies. 1l parait que les composés phytochimiques les plus répandus dans
différentes especes de ce genre ayant des activités pharmacologiques sont des sesquiterpenes
de type eudesmane, de type germacrane et de type farnesane (Sanz 1991 ; Barrero 1999), des
tri-terpenes de type dammarane (Giner Pons et Rios Canavate, 2000), des hétérocycles
acetylénes (Ferrari 2005) et des acétylenes de type éther spiroketalenol (Barrero 1999 ;
Ferrari, 2005). Les monotérpénes irreguliers fréquemment rencontrés dans les huiles de
Santolina sont : artemisia cétone qui présente plus de 60% de la composition chimique de
I’huile, artemisia alcool, artemisia triéne, santolina triéne, santolina alcool, yomogi alcool,
chrysanthémyle alcool et parfois lavandulol (Pala- Paul 1999 ; Cherchi 2001). Des flavones
comme |’apigenine, la lutéoline ainsi que leurs glucosides (glucoronides et ramnoglucosides),
des flavanes methoxylés comme le pectolinaringinine, hispiduline, nepetine et jaceosidine et
des flavonoles methoxylés en position 7 glucosyl ont été aussi isolés a partir de S.

chamaecyparissus (Giner Pons et Rios Canavate, 2000).

1.5.8 Usage traditionnel

Elle est largement utilisée en médecine folklorique grace a ses propriétés antispasmodiques,
analgesiques, désinfectantes, anti-inflammatoires, bactéricides et fongicides (Da Silva, 2004).
En infusion, les fleurs et les feuilles sont utilisées comme vermifuges pour les enfants et pour
traiter la mauvaise digestion ainsi que les problemes menstruels (Gross. 2009). L’infusion de

la santoline a aussi une action insectifuge sur les pucerons, les acariens et les chenilles. La
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poudre de la santoline est utilisée localement pour soulager les douleurs liées aux piqures des
insectes. Quand elle est appliquée sur les plaies, elle accélére la cicatrisation (Ahuja 2005 ;
Lopez 2008). La santoline est largement utilisée dans les cas de maux de téte, maux de ventre,

comme dépurative, tranquillisante et digestive pour les moutons (Akerreta 2007)

Afrique du Nord, elle est utilisée de maniére traditionnelle comme remeéde anthelminthique et
comme antispasmodique. En Navarre, dans la péninsule ibérique, les inflorescences sont
utilisées sous forme d’infusion pour plusieurs applications : le traitement des troubles digestifs,
en ophtalmologie pour le nettoyage oculaire, et pour traiter les céphalées et les catarrhes. Selon
les dires de la médecine populaire, cette infusion serait un « remeéde a tout » (Cavero R.Y.,
Akerreta 2011).
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Chapitre 11

Pharmacologie et

Toxicologie



I1.1 Pharmacologie et toxicologie des écorces d’orange

Les Citrus contiennent des quantités élevées de composes qui ont des effets benéfiques
pour la sante, y compris les polyphénols, 1’acide ascorbique, les caroténoides et les tocophérols
(Ercan et al., 2011). lls ont une valeur trés importante dans la médecine traditionnelle et pour
la fabrication des produits comestibles (Choi et al., 2007). Comme ils présentent plusieurs
activités biologiques, telles que 1’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante,

anticancéreuse (Del-rio étal., 2004).

11.1.1 Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle, des extraits bruts et des composés purs
de C. sinensis a été démontrée dans plusieurs études. Des nanoparticules d'argent synthétisées
a25°Cet60°C alaide d’extrait aqueux de peau de C. sinensis, ont montré diverses zones
d'inhibition en utilisant la méthode de diffusion en puits d'agar contre Escherichia coli (25 ° C
12,5 mm, 60 ° C 16,0 mm), Pseudomonas aeruginosa (25 °© C 11,7 mm, 60 ° C 13,4 mm)
et Staphylococcus aureus (25 ° C 7,8 mm, 60 ° C 9,2) (Kaviya S et al 2011).

Peler I'extrait d'hexane de C. sinensis a montré une activité antimycobactérienne contre
les variants sensibles aux médicaments (CMI 200 pg / mL), résistants a l'isoniazide (CMI 25
Hg / mL) et résistants a I'éthambutol (CMI 50 pg / mL) de Mycobacterium tuberculosisH37Rv
(Kaviya S et al 2011).

Dans cette étude, les médicaments standards ont montré une meilleure activité que les
extraits testés. Cependant, a partir de I'extrait le plus actif, il est possible d'obtenir des composés
avec une meilleure activité que les médicaments standards (Camacho-Corona et al.,
2008) Des extraits d'acétone et d'’hexane de feuille de C. sinensis ont montré des zones
d'inhibition de 27 mm vers Helicobacter pylori. De la clarithromycine (0,05 pg / mL) a été
ajoutée comme controle positif, et cet antibiotique a montré une meilleure activité que les
extraits testés. Il est important de souligner que les extraits actifs pourraient contenir des

composés ayant une meilleure activité (Guzeldag G et al., 2014)

Plusieurs études expérimentales ont montre que les flavonoides des agrumes ont une
activité antibactérienne comme : Hesperetine, I’aglycone d’hespéridine, possede une activité
antimicrobienne modérée contre salmonella typhi et salmonella typhimurium (Tripoli et al.
2007).
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11.1.2 Activité antivirale

Parmi les flavonoides, I'nespéridine a récemment attiré lI'attention des chercheurs, car elle se lie
aux protéines clés du coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2).
Plusieurs méthodes de calcul, appliquées indépendamment par différents chercheurs, ont
montré que I'hespéridine a une faible énergie de liaison, a la fois avec la protéine du « pic » du
coronavirus et avec la principale protéase qui transforme les premiéres protéines du virus (ppla
et ppalb) en le complexe responsable pour la réplication virale. L'énergie de liaison de
I'nespéridine a ces composants importants est inférieure a celle du lopinavir, du ritonavir et de
I'indinavir, ce qui suggere qu'elle pourrait exercer une action antivirale efficace. Par ailleurs,
I'nespéridine et l'acide ascorbique neutralisent les effets néfastes des radicaux libres d'oxygene
sur les cellules déclenchés par l'infection virale et I'inflammation. 1l existe une discussion sur
I'efficacité préventive de la vitamine C, a la dose réalisable par l'alimentation, mais des revues
récentes suggerent que cette substance peut étre utile en cas de forte charge du systéeme

immunitaire causée par une maladie virale (Bellavite & Donzelli, 2020).
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Figure 15 : Schéma représentant le pouvoir inhibiteur de I’hespéridines contre le coronavirus

(SARS-CoV-2) covid-19 (Bellavite & Donzelli, 2020).

11.1.3 Activité antifongique

Une activité antifongique d'extraits bruts de plantes, d'huiles et de métabolites
secondaires de C sinensis a été signalée. Le composé 3- [4-hydroxy, 3- (3-méthyl-2-butényl) -
phényle] -2- ( E ) -pro pénal isolé a partir d'extrait d'hexane de peau lésée de C. sinensis L.
Osbeck cv . Valence ou C. paradisa MacFaden cv. Marsh a montré une activité
contre Penicillium digitatum et contre Cladosporium cucumerinum sur des plaques Si gel tlc en

utilisant 7 ug de composé Des extraits aqueux, a I'éthanol et a I'éther de pétrole de C. sinensis L.
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(Osbeck) ont montré une activité contre Candida albicans (Van-Hung P., Chi PT, Phi NT
2013).

Les huiles essentielles hydrodistillées de six variétés différentes de C. sinensis ont montré une
efficacité  antifongique  contre P.  digitatum (ED 50 2389,9-1004,6  ppm) et P.
italicum (ED 50 5407,5-3142,2 ppm). L'huile essentielle de pelures obtenues par pressage a
froid a montré une activité contre Mucor hiemalis , P. expansum et F. proliferatum ayant une
inhibition de 36,5%, 34,9% et 59,5% en utilisant la technique de dilution de gélose (Van-Hung
P., Chi PT, Phi NT 2013).

11.1.4 Activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode du DPPH. Les résultats montrent
que la capacité antioxydante de ces huiles essentielles varie significativement (*p < 0,05) en
fonction du cultivar. Les valeurs varient de 50,94 % a 74,47 %.(Lagha-Benamrouche et al.,
2017).

L’activité antioxydante des huiles essentielles des €corces est exprimée en CES0. Cette valeur
est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante. Ces CE50 sont déterminées
graphiquement dont 1’abscisse représente la concentration de 1’extrait et I’ordonné 1’activité
antioxydante en pourcentage. Une faible CE50 correspond a un fort pouvoir scavenger. La
capacité antioxydante d'un composé est dautant plus élevée que sa CE50 est petite [19, 36]

(Lagha-Benamrouche et al., 2017).

11.1.5 Activité antiparasitaire

Les maladies parasitaires sont de graves problémes de santé publique dans le monde,
et C. sinensis est une alternative dans le traitement et le controle de ces maladies. L'hexane
(IC 50 42,13 ug/ mL), le chloroforme (IC 50 88,03 pug/ mL), I'acétate d'éthyle (IC 50 26,67 g
/ mL), l'acétone (IC 50 > 100 pg / mL) et le méthanol (IC 50 > 100 pg / mL) d'extraits
de peau de C. sinensis, ont montré une activite antipaludique modérée contre la souche sensible
a la chloroquine (CQ) (3D7) de Plasmodium falciparum. Dans cette étude, divers médicaments
standards ont été utilisés : artémisinine (souche 3D7 IC 50 0,0045 pg / mL), chloroquine
(souche 3D7 IC 500,021 pg / mL), diphosphate CQ (souche D6 IC 50 0,00311 pg / mL),
méfloquine (souche D6 IC 50 0,01608 ug / mL) et quinine (souche 3D7 IC 50 0,02 pg / mL)
(Bagavan A., 2011).
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- Bien que les extraits aient montré une faible activite antiparasitaire, il est nécessaire de séparer,
de purifier et d'élucider structurel des composes purs a partir d'extraits et d'huile essentielle de
C. sinensis afin de trouver des médicaments antiparasitaires potentiels (Bagavan A., 2011).

Ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiesterases essentiels pour 1’activation
et la transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur ’activation de
certains nombres de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris les
lymphocytes T et B (Manthey et al. 2001).

11.1.6 Activité antiallergique

Les citrus sont également des propriétés antiallergiques qui sont dues a sa richesse en
quercitrine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de I’histamine, un neurotransmetteur

implique dans les réactions allergiques et I’inflammation (Gonzalez-Molina et al., 2010)

11.1.7 Activité dans le systeme cardiovasculaire

Les variétés de Citrus sont une riche source de flavonoides alimentaires qui réduisent le
risque d'événements cardiovasculaires indésirables. La consommation d’alcool de
commerce C. du jus (CJS) diminution de la pression artérielle diastolique et systolique a 5,13%
(p =0,03) et -5,91% (p = 0,003) respectivement chez des volontaires en bonne santé en utilisant
500 ml / jour de jus d'orange deux fois par jour pendant quatre semaines. Cependant,
I'administration de CSJ naturel pendant quatre semaines n'a pas eu d'effets significatifs sur la
pression artérielle diastolique ou systolique (Asgary S., Keshvari M. 2013). Les extraits de
feuilles eau-éthanol et acétone de C. sinensis ont montré une dépression inotrope sur les
oreillettes des cobayes des deux sexes (300-500 g) avec des valeurs de CE 50de 300 pg/ ml et
140 ug/ ml, respectivement. Les médicaments témoins naloxone (10 uM), propranolol (1,5 uM
de sulfate d'atropine), sulfate d'atropine (1 pM de propranolol) n'ont pas modifié¢ l'effet de
I'extrait brut (Oliveira ED, 2005). En fait, les médicaments cardiovasculaires sont indiqués et
/ ou utilisés pour traiter de nombreux troubles, affections et maladies affectant le systeme
cardiovasculaire, mais peuvent dans certains cas produire des effets intensifiés, des niveaux
toxiques, des effets secondaires et / ou des effets indésirables. Les résultats de ces recherches
montrent que les oranges peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques pour traiter cette

maladie et pourraient étre sans danger (Asgary S., Keshvari M. 2013).
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11.1.8 Activité anti-cancer

La littérature scientifique a été sélectionnée pour cette revue dans le but de collecter les
preuves expérimentales pertinentes pour les effets anticancéreux de Citrus fruits et leurs
flavonoides. Les résultats discutés dans cette revue soutiennent fortement leur potentiel en tant
qu'agents anticancéreux et peuvent représenter une base scientifique pour développer des
nutraceutiques, des compléments alimentaires ou des médicaments complémentaires et
alternatifs dans le cadre d'une stratégie pharmacologique multi-cibles en oncologie (Cirmi et
al., 2016).

I1.2 Pharmacologie et toxicologie de Thymus Vulgaris

Les huiles essentielles (HE) extraites de plantes aromatiques et médicinales ont suscité
une attention particuliére pour leurs propriétés bénéfiques (de Sousa Barros et al., 2015). 1l a
été rapporté que les HE présentent des activités antiseptiques, antibactériennes, antivirales,
antioxydantes, antiparasitaires, antifongiques et insecticides importantes (Chouhan et al.,
2017 ; Ma et Yao, 2020), Le thym est considéré comme une source importante d'huiles
essentielles (Sobeh et al., 2020).

La majorité des especes de thym sont largement utilisées comme herbes médicinales
(Bukvicki et al., 2018) en raison de leurs propriétés pharmacologiques et biologiques. En
médecine indigene, les parties florales et les feuilles des espéces de Thymus ont été largement
utilisées comme tisane tonique, carminative, antitussive et antiseptique, ainsi pour traiter le
rhume (Labiad et al., 2017).

Parmi les diverses propriétés biologiques signalées pour le thym, certaines sont trés bien
établies, comme les activités antioxydantes, insecticides, antibactériennes, antifongiques,
antivirales, anti-inflammatoires (Sidali et al., 2017) et anthelminthiques. Le thym a été
également recommandé comme un agent de prévention du cancer (Ghasemi Pirbalouti et al.,
2015). Toutes ces activités sont liées a la teneur élevée en monoterpénes, en composes
phénoliques, en particulier en thymol et le carvacrol et dautres composés plus ou moins
biologiquement actifs dont I'eugénol, le p-cyméne, y-terpinéne, linalool, germiniol et broneol
(Sidali et al., 2017).

Les proprietés pharmacologiques de la plante Thymus vulgaris et de ses différents
extraits, en particulier 1’huile essentielle et I’extrait aqueux, ont était bien étudi¢. En plus de

leurs nombreuses utilisations traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouvé de nombreuses
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applications industrielles (principalement comme additifs alimentaires) et médicinales (Hudaib
et al, 2002).

11.2.1 Activité antibactérienne

L huile essentiel de Thymus vulgaris & des concentrations de 16 a 256 pg / mL a présenté une forte
activité inhibitrice sur tous les isolats cliniques produisant des zones d'inhibition de 7,5 a 42
mm, mesurées par la méthode de diffusion sur disque d'agar. Streptococcus
pyogenes et Streptococcus mutants étaient les isolats les plus sensibles avec des concentrations
inhibitrices minimales de 1,9 et 3,6 ug / mL, respectivement (Mohammad Mehdi Fani,
et Jamshid Kohanteb, 2017).

Plusieurs scientifiques attribuent l'activité antimicrobienne d'especes du genre Thymus a la
forte concentration de carvacrol dans son huile essentielle. Il a des propriétés biocides qui
entrainent des perturbations de la membrane bactérienne. De plus, il peut traverser les
membranes cellulaires, atteindre I'intérieur de la cellule et interagir avec les sites intracellulaires

vitaux pour les activités antibactériennes (Hussein et al., 2018).

Le thymol a également une activité antimicrobienne en raison de sa structure phénolique, et a
montré une activité antibactérienne contre certaines souches bactériennes dont Aeromoans
hydrophila et Staphylococcus aureus. Cette activité antibactérienne est causée par l'inhibition
de la croissance, la production de lactate et par la diminution de l'absorption cellulaire du

glucose (Youssif et Hussein, 2014).

Une autre étude a montré que I'huile essentielle de thym sauvage a des effets bactéricides, mais
pas bactériostatiques sur les espéces bactériennes Escherichia coli, Salmonella Typhi, Shigella
ferarie, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, Micrococcus luteus,
Staphylococcus albus, Staphylococcus et Vibrio cholera. Cela confirme les résultats antérieurs

selon lesquels le thymol est un bon agent antimicrobien (Hussein et al., 2018).

Une forte activité antibactérienne de Thymus vulgaris est enregistrée contre 120 souches de

Staphylococcus, Enterococcus, Genres Escherichia et Pseudomonas. (Sienkiewicz et al., 2011)

L'activité antibactérienne de Thymus vulgaris est enregistrée contre 14 isolats cliniques de S.
aureus résistant a la méthicilline (SARM) et d’autre souche bactérienne standard (B. cereus
ATCC 9634, E. coli ATCC 3428, K. pneumoniae ATCC 13883, S. aureus ATCC 25922 et S.
aureus ATCC 33592) (Tohidpour et al., 2010).
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Les huiles essentielles montrent une plus forte activité par rapport aux extraits chloroformiques
(Abu-Darwish et al., 2012).

11.2.2 Activité antifongique

La plupart des espéces de thym possédent une grande quantité de monoterpénes phénoliques ce
qui révele leurs effets fongicides en raison de la présence des composés phénoliques tels que le
thymol comme composant principal qui pourraient perturber la membrane cellulaire fongique.
Une autre classe de composant qui semble montrer une activité antimicrobienne est les
hydrocarbures terpéniques (y-terpinene). Les huiles essentielles ont la capacité pour pénétrer et
perturber la paroi cellulaire fongique et les membranes cytoplasmiques, les permeabiliser et
finalement endommager les membranes mitochondriales (Leal et al., 2017).

Plusieurs recherches ont révélé que le thym possede un effet contre les champignons. En 2012
De Lira Mota et ses collaborateurs, ont montré que I'huile essentielle de Thymus vulgaris est
considérée comme un antifongique efficace et pourrait étre utilisé pour le traitement du mucor
mycose en raison de son interférence avec l'ergostérol provoquant une perturbation de la
membrane des champignons et la perte de contenu intracellulaire. Aussi, il inhibe la
germination des sporangiospores et le développement de mycélium. L’huile essentielle de
thym, riche en thymol et autres substances antifongiques, utilisées pour désinfecter les murs

moisis dans les habitations a faible concentration (Segvi¢ Klari¢ et al, 2007).

Rasooli et Owlia en 2005, ont découvert que les principales cibles des huiles de thym est la
paroi cellulaire et la membrane d'Aspergillus parasiticus, et ils conduit a ralentir la croissance
d'Aspergillus parasiticus et sa production d'aflatoxines, en provoquant des dommages
irréversibles de la paroi cellulaire, de la membrane et des organites cellulaires du champignon
ce qui inactive ensuite les enzymes critiques, provoquant une réaction avec les protéines de la
membrane cellulaire ou interrompant fonctionnellement les substances génétiques (Khafaji,
2018).

Selon Leal et al en 2017 La thymus vulgaris a un effet sur les micro-organismes fongiques
suivants : Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Penicillium

chrysogenum.

11.2.3 Activité antivirale

Un virus est une petite particule infectieuse (20-300 nm), capable d’infecter des cellules

d’un autre organisme vivant et se reproduire. Les virus ne peuvent pas se reproduire seuls car
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ils ne sont composes que de genes et d'une enveloppe protéique, et sont parfois entouré d'une
enveloppe lipidique. Les infections virales provoquent une réponse immunitaire qui élimine

généralement le virus infectant (Bbhme et al., 2014).

En 2006, Silke Nolkemper et ses collaborateurs, ont mené une expérience avec des
extraits aqueux d’espéces de la famille des Lamiacées examinés pour leur activité antivirale
contre le virus Herpes simplex (HSV). L’extrait du thym (Thymus vulgaris) a montré une
activité inhibitrice contre I'nerpes virus simplex type 1 (HSV-1), type 2 (HSV-2) (Prasanth
Reddy et al., 2014).

L'activité antivirale des huiles essentielles est mal connue. Il existe des rapports sur
I'activité de certaines huiles sur les virus. Cependant, ses mécanismes n‘ont pas éte entierement
décrits. En 2011, Saderi et Abbasi ont observé que I'huile de thym est potentiellement efficace

contre les adénovirus (Adaszynska-Skwirzynska et Szczerbinska, 2017).

Les huiles essentielles (HE) ont suscité une attention particuliére pour leurs propriétés
antivirales intégrant et, dans certains cas, remplacant les médicaments conventionnels. Thymus
vulgaris HE (THE) s'est deja révélé efficace contre plusieurs virus & ARN, y compris les
CoV. Dans la présente étude, l'efficacité antivirale du THE contre le FIPV a été évaluée in
vitro (Catella et al., 2021).

11.2.4 Activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui inhibe l'oxydation de différentes molécules.
L’oxydation est un processus chimique qui transfére des ¢électrons ou de lI'hydrogeéne d'une
substance a un agent oxydant. Les réactions d'oxydation produiront des radicaux libres
(Prasanth Reddy et al., 2014).

Ces derniers sont des structures atomiques ou moléculaires avec des électrons non
appariés. lls ont un réle important dans les processus alimentaires, pharmacologiques et
biologiques, ainsi que dans diverses conditions physiopathologiques (Kdksal et al., 2017). Ils
peuvent réagir avec les macromolécules comme les acides nucléiques, les protéines et les lipides
résultant des altérations de la structure et de l'activité des molécules biologiquement actives ce

qui cause des dommages cellulaires (Ezzat Abd El-Hack et al., 2016).

Ces radicaux libres sont impliqués dans la progression d'une variété de troubles chez

I'homme, y compris les lésions tissulaires, la mort cellulaire, le cancer, les lésions du systeme
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nerveux central, le vieillissement, 1’arthrite, 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, les
cardiopathies ischémiques, 1’obésité, les troubles neuraux, 1’inflammation, la gastrite et les
lésions de reperfusion de nombreux tissus (Koksal et al., 2017). Inversement, les composés
antioxydants peuvent retarder ou inhiber l'oxydation de diverses molécules en inhibant
I'initiation ou la propagation d'une réaction oxydative en chaine et agit comme agents
réducteurs, piégeurs de radicaux libres, complexants potentiels de métaux prooxydants, et

extincteurs d'oxygene singulet (Baiano et Del Nobile, 2016).

Les composes antioxydants peuvent étre endogénes ou exogeénes. Les antioxydants
exogenes doivent étre pris par des moyens alimentaires pour compléter les endogénes. De
nombreuses plantes, comme les légumes, les fruits et les herbes, sont les principales sources
d'antioxydants naturels (Kdksal et al., 2017). Les antioxydants naturels sont étudiés de maniére
approfondie pour leur capacité a protéger les organismes et les cellules des dommages induits
par le stress oxydatif, ce dernier est considéré comme une cause de vieillissement et de maladies

dégénératives (Elmastas et al., 2006).

Le thym est une source d'une variété de matieres bioactives naturelles, il contient de
nombreux flavonoides, comme la lutéine, l'apigénine, la naringénine, la lutéoline et la
thymonin, en plus du thymol et du carvacrol dans la partie volatile (I’huile essentielle) de la
plante. Ces deux composés phénoliques ont été considérés comme des fortes antioxydants (El-
Guendouz et al., 2019). Plusieurs chercheurs ont évalué l'activité antioxydante par le test de
DPPH des différentes especes de Thymus. Ces études ont montré que la structure chimique des
composés phénoliques des huiles essentielles de thym leur permet de donner de I'hydrogene

aux radicaux libres ce qui explique leur activité antioxydante (Nieto, 2017).

L’activité antioxydante des extraits éthanoliques et aqueux du thym est due aux
composants phénoliques non volatils, les plus puissants étant lI'acide rosmarinique et le
3'-0O- (8 " -Zcaffeoyl) -acide rosmarinique. En outre, les composés biphényles sont responsables
du pouvoir antioxydant du thym, a savoir le p-cyméne 2,3-diol et le p-cyméne 2,3-diol 6,6'-
dimére, en raison de leurs propriétés donneuses d'électron. A cet égard, les aglycones,
1I’ériodictyol (flavanone) et la 7-O-méthyl lutéoline et deux glycosides de flavone, a savoir le
lutéolin-O-glucoside et I'ériodictyol rutinoside, se sont révélés d’étre les flavonoides les plus

efficaces (Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012).
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11.2.5 Activité anti-tumorale

De nombreuses études ont montré qu'un grand nombre de terpénoides et de composés
aromatiques contenus dans les huiles essentielles ont des activités anti-cancéreuses importantes,
a la fois sur les lignées cellulaires et sur les tumeurs chez les animaux. L'activité de ces
constituants est liée a l'activation de la mort cellulaire (apoptose) induite par les protéines
caspases dans les cellules cancéreuses, avec des modifications mineures des cellules saines. De
nombreux phénomenes semblent se produire, parmi lesquels : la surexpression et la régulation
des enzymes de détoxification du foie, les modifications du potentiel membranaire des cellules
canceéreuses et des mitochondries, la production de radicaux libres dans les cellules cancéreuses,
I'inhibition de I'angiogenese et la modification des génes inducteurs de tumeurs. Ces
constituants actifs des huiles essentielles semblent agir en synergie avec la chimiothérapie et la

radiothérapie conventionnelles (Lesgards et al., 2014).

Plusieurs chercheurs ont montré que le carvacrol de thym est le produit cytotoxique le
plus important, testé contre la lignée cellulaire P815 mastocytoma. En effet, les huiles
essentielles avec une quantité élevée de carvacrol ont une activité cytotoxique plus importante
(Jaafari et al., 2007).

En 2007, Ait M’barek et ses collaborateurs ont conclu que l'huile essentielle de thym a
des effets cytotoxiques in vitro contre les cellules humaines de lI'adénocarcinome ovarien qui
sont résistantes aux agents chimiothérapeutiques ainsi qu’un effet antitumoral significatif chez
la souris, en raison des composants biologiques actifs du thym comme le carvacrol et le thymol.
Ce multicomposant de produits naturels est efficace pour prévenir le développement de la
tumeur chez la souris et donc retarder la mortalité animale. Le mécanisme des actions
cytotoxiques du thym peut étre dd a sa nature lipophile, provoquant I'accumulation de composés
volatils de plante dans la membrane cellulaire conduisant une augmentation de sa perméabiliteé,

provoquant par la suite une fuite de métabolites et des enzymes (Khafaji, 2018).

L'analyse des mécanismes d'action anticancéreuse a inclus des marqueurs diagnostiques
et pronostiques bien décrits et validés qui sont utilisés a la fois dans I'approche clinique et la
recherche préclinique. A cet égard, les analyses des cellules de carcinome de rat traitées ont
montré une diminution de I'expression de CD44 et dALDH1Al et une augmentation de
I'expression de Bax. (Kubatka et al., 2019)
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Les taux de Malo dialdéhyde (MDA\) et I'expression du VEGFR-2 ont été diminués dans
les carcinomes de rat chez les T. vulgaris groupes traités. En ce qui concerne les évaluations des
changements épigénétiques dans les tumeurs de rat, nous avons trouvé une diminution du statut
de méthylation de la lysine de H3K4me3 dans les deux groupes traités (H3K9m3, H4K20m3 et
H4K16ac n'ont pas été modifiés); réglementation a la hausse des expressions miR22, miR34a
et miR210 (uniquement a des doses plus élevées); et des réductions significatives du statut de
méthylation de quatre promoteurs de géne - ATM sérine / thréonine kinase, également connue
sous le nom de gene NPAT (ATM); Famille de domaines d'association Ras 1, isoforme A
(RASSF1); homologue de phosphatase et tensine (PTEN); et l'inhibiteur tissulaire de la
métalloprotéinase-3 (TIMP3) (le promoteur du facteur de transcription homéodomaine de type
apparié (PITX2) n'a pas été modifié). T. vulgaris L. a démontré des activités chimiopréventives
et thérapeutiques significatives contre le carcinome mammaire expérimental. (Kubatka et al.,
2019)

Pour terminer, Il a été observé que l'huile essentielle de T. vulgaris inhibe
considérablement la croissance du carcinome épidermoide de la cavité buccale humaine. Cet
effet s'accompagne de la régulation de la biosynthese des N-glycanes et de la signalisation
extracellulaire de la kinase 5 régulée par le signal (ERKS5) et de l'interféron (Kubatka et al.,
2019)

11.2.6 Activité d'irritation anti-gastrique

Le thym est fréquemment utilise dans les médecines traditionnelles comme agent qui
est efficace pour soulager le patient de I'estomac les irritations. (Shaily Rastogi et al 2020) ont
fait des recherches sur I'activité du thym huiles essentielles contre la vidange gastrique retardée
et constipation chronique chez les rats animaux de laboratoire. Le chercheur a trouvé des
activités pharmacologiques positives contre divers troubles gastriques et constipation comme
action pharmacologique importante dans les huiles essentielles présentent dans la plante
Thymus vulgaris. (Rtibi, Kais. 2019).

11.3 Pharmacologie de santolina chamaecyparissus

11.3.1 Activité antibactérienne

Cependant I’huile essentielle posséde une forte activité antibactérienne. Par contre

I’extrait éthanolique a montré une faible activité antimicrobienne. (Chirane Manel et all)
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L'huile essentielle de capitule a démontré de puissantes propriétés antibactériennes
contre Pseudomonas aeruginosa ATCC et Enterococcus faecalisATCC, avec une CMI de 0,625
pug/ml. Ces résultats démontrent que les huiles essentielles de capitules de S.
chamaecyparissus ont d'excellentes propriétés antibactériennes et pour cette raison, elles
pourraient contribuer a diminuer le probleme de résistance microbienne aux antibiotiques (Bel
Hadj Salah-Fatnassi et al., 2017).

Les actions antibactériennes et antifongiques des huiles essentielles de capitule et de
racine de S. chamaecyparissus ont été rapportées pour la premiére fois. Cependant, peu
d'études sur les activités antimicrobiennes de S. chamaecyparissus ont été précédemment
décrites. Une huile essentielle obtenue a partir de I'herbe de S. chamaecyparissus L. est efficace
pour contrdler la candidose a la fois in vivo (Suresh et al., 1995) et in vitro (Djeddi et al.,
2012 , Nouasri et al., 2015) ; tandis que les extraits au dichlorométhane de S.
chamaecyparissus L. subsp. squarrosa a montré une inhibition intéressante contre Rhizopus

stolonifer (Lopez et al., 2008).

11.3.2 Activité anti inflammatoire

A la recherche d’alternatifs curatifs avec moins d’effets indésirables, ’homme a
s’orienté vers I’utilisation de plantes médicinales. Afin de valoriser 1’utilisation de ces plantes
médicinales, plusieurs études in vivo et in vitro ont été consacrées a la recherche des propriétés
physicochimiques, biologiques et pharmacologiques de ces plantes. En général, les résultats
obtenus ont montré que ces propriétés sont dues a la richesse de ces plantes en métabolites
secondaires doués de diverses activités y compris ’activité anti-inflammatoire comme les

saponines, les alcaloides, les terpenes et principalement les polyphénols (Yu et al., 2016).

11.3.3 Activité antitumorale

L'activité cytotoxique de l'extrait d'huile brute de Santolina chamaecyparissus a été
évaluée in vitro contre A549, HCT116, HepG2 et MCF7. Les pourcentages d'inhibition par
rapport au médicament de référence (doxorubicine). L'extrait d'huile a la concentration de 100
et 50 pug/ml a montré une cytotoxicité élevée (97 % a 100 ppm) contre HepG2, et une faible
activité (11,8) a la concentration de 100 pg/ml contre A549, tandis que l'extrait n'a montré
aucune inhibition contreMCF7et HCT116 a toutes les concentrations, par rapport au
médicament de reférence (doxorubicine). Les résultats montrent que I'extrait d'huile de
Santolina chamaecyparissus a une cytotoxicité élevée contre le carcinome hépatocellulaire

humain.Les résultats montrent que I'extrait d'huile de Santolina chamaecyparissus a une
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cytotoxicite elevée contre la lignée cellulaire de carcinome hepatocellulaire humain, et que
I'activité augmente avec la concentration.les constituants chimiques de I'huile qui contiennent
un rapport élevé de bisbolol et d'oxyde de Caryophlléne, il y a beaucoup d'études qui montrent
gue ces composés ont un effet anticancéreux.revue a montré que ces composés ont une activité

anticancéreuse.( Eman Ramadan Elsharkawy 2014)

11.3.4 Activités antidiabétiques et anticancéreuse

L'analyse GC-MS de I'EAE de S. chamaecyparissus a donné 44 composés. Le
tétrapentacontane (27,15 %), l'acétate d'eicosyle (8,40 %), le 2-méthylhexacosane (6,87 %) et
le n-pentadécanol (5,44 %) sont les principaux constituants chimiques. L'EAE de santolina
chamaecyparissus a montré une inhibition de I'enzyme a-glucosidase dépendante de la
concentration et la valeur 1C50 (IC50 110 + 4,25 ug/mL) était comparable a celle de I'acarbose
standard (IC50 105 + 3,74 pg/mL). Les résultats de la gRT-PCR en temps reel ont montré que
la protéine EGFR (bcl-2) dans la lignée cellulaire du cancer du sein humain (MCF7) était
exprimée négativement avec une valeur de -0,69297105 apres traitement par EAE (100 pg/mL).
Les résultats de I'étude suggérent l'utilisation possible de S. chamaecyparissus dans la gestion

du diabete et du cancer du sein humain. (Abuzer Ali et all 2021).

11.3.5 Activité hépatoprotectrice

L'analyse phytochimique a révélé la présence d'acides phénoliques et de flavonoides dans les
extraits aqueux et éthanoliques des feuilles de Santolina chamaecyparissus. Les deux extraits
contiennent de l'acide chlorogénique comme constituant significatif (1958,21, 2726,57 mg/kg
d'extrait, respectivement), tandis que l'apigénine-7-glycoside a été détectée comme le
flavonoide significatif (42,44, 66,63 mg/kg d'extrait, respectivement). L'administration intra-
péritonéale de CCI4 a des rats a induit une hépatotoxicité remarquable en augmentant les
dommages hépatiques. Cependant, I'administration orale des deux extraits a 30, 150 et 300
mg/kg pendant 7 jours a empéché de maniere significative les lésions hépatiques en diminuant
les activités de l'aspartate aminotransférase, de l'alanine aminotransférase, de la phosphatase
alcaline et du lactate déshydrogénase. La bilirubine totale, le cholestérol, les triglycérides et le
malondialdéhyde ont également diminué, tandis que l'activité du superoxyde dismutase a été
restaurée. D'autre part, les extraits aqueux et éthanoliques ont protégé le tissu hepatique contre
la stéatose et la nécrose hépatocytaire. L'effet hépatoprotecteur des deux extraits était similaire

a celui de 100 mg/kg de silymarine, utilisée comme référence (Dalila Messaoudi et all 2018).
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Matériel et Méthode



Le présent travail consiste en une étude comparative du pouvoir antimicrobien d’écorce
d’orange (Citrus sinensis), thym (thymus vulgaris) et santolina chamaecyparissus et
I’application a la formulation d'un gel buvable a partie du ces extraits des plantes.

Ce travail est réalisé conjointement au :
» Laboratoire de la faculté des sciences au niveau de pole 'université de Yahia Farés

Médéa.

» Hall de technologie au niveau de Ain Dhab I’université de Yahia Farés Médea.

» Laboratoire de Microbiologie, physico-chimique, pharmacotoxicologie a complexe
antibio-tical -SAIDAL- Médéa.

» Laboratoire d’analyses médicales el Chifa-lab Dr S. Chaibeddra Médéa.

Le stage s’est déroulé du mois de Février jusqu’au mois du Juin 2021.

I11.1 Matériel

111.1.1 Matériel du laboratoire

Cette recherche a été menée dans plusieurs laboratoires et plusieurs outils doivent étre utilisés.

Pour cela, nous avons utilisé :

» Spectrophotometre UV/visible type lambda 25 Perkin Elmer.

> Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation
des milieux de culture.

> Autoclave pour la stérilisation des solutions et les milieux de cultures.

» Rotavapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de 1’extrait.

» Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préeparation
des milieux de culture.

> Filtres stériles (whatmanfilterpapers) a porosité de diameétre de 150mm utilisé pour
la filtration de homogénat/filtrat et la solution.

> Disque imbibé Schleicher &Schuelld 9 mm pour I’antibiogramme.

» Toutes les pesées sont effectuées a 1’aide d’un Balance a précision de type Denver
avec I’incertitude de d=0,1 mg.

» Bain marie pour chauffer un récipient dans un bain d'eauen fonction de la
température souhaitée

» Pour I’utilisation microbiologique on a utilisé Vortex de type VELP.

» Etuve utilisé pour I’incubation des microorganismes.

» Fisher-Lilly (Antibiotic Zone Reader) utilisé pour mesurer les zones d’inhibitions
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» Verreries : ballons, fioles, entonnoirs, béchers, tube a essai, Pipettes, erlenmeyer,
ampoule a décanter,

» Homogénéisateur de type (IKA T 25 ULTRA-TURRAX) pour homogénéiser les
compositions dans la formulation du gel buvable.

» Viscosimeétre de type BROOK FIELD pour mesurer la viscosité du gel.

111.1.2 Produit

Ethanol e Soja Agar e carragénine e Benzoate Sodium e Glycérol

96%

Acétone e Eau e Sulfate de e Para e Gomme
physiologique magnésium Hydroxybenzoate xanthane
0.9% (MgS04) de Methyl

Eau distillée o NAOH e Saccharose e Acideascorbique e DPPH

(vitC)
Mueller e carragénéne e Arome e Huile végétalede e Twin 80
Hinton d’orange menthe poivreé

I11.2 Matériel végétal

111.2.1 Récolte

Les plantes choisies pour cette étude : écorce d’orange (Citrus sinensis), thym (Thymus
vulgaris), santoline (santolina chamaecyparissus)
Echantillon 1 : L’espéce Citrus sinensis, 1’écorce d’orange de la région de Mitidjaa été procuré
du marché local de Médéa, Algérie durant le mois de Février 2021.
Echantillon 2 : L’espéce Thymus vulgaris L. a été récoltée durant le mois de Février 2021, de
la région de Ben chicao, Médéa, Algérie. La partie prise en considération pour réaliser cette
étude est la partie aérienne (les tiges feuillées).
Echantillon 3 : L’espéce santolina chamaecyparissus, a été récoltée durant le mois de Mars
2021, de la région de pole, Médéa, Algérie

111.2.2 Séchage

La partie aérienne de la plante est séchée directement aprés la récolte sur papier absorbant, sec

et propre a I’air libre & I’abri de la lumiére pendant une période étalant sur deux semaines.
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1) ) (©)
Figure 16 : Présente les plantes utiliser : (1) Citrus sinensis (2) Thymus vulgaris

(3) santolina chamaecyparissus

111.2.3 Broyage et conservation

La partie aérienne séchée est réduite en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique.
Cette opération permet de rompre les membranes cellulaires et la matrice extracellulaire et de
libérer les organites et les molécules contenues dans la cellule ce qui permet d’augmenter leur
surface de contacté avec les différents solvants utilisés et par conséquence améliorer le
rendement d’extraction.
La poudre résultante est conservée a 1’abri de 1’air, de I’humidité et de la lumiére dans des

flacons en verre hermétiquement fermes

Figure 17: Broyage d’écorce d’orange Citrus sinensis seche (originale 2021)
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111.3 Animaux

Nous avons utilisé des souris de laboratoire (Figure 18) issues de 1’élevage animalerie

antibiotical de SAIDAL de Médéa (Algérie), ayant les caracteres suivants, selon (la

pharmacopée européenne 2008) :

Dont les conditions d’hébergement sont :

M Ny

Espece : souris Albinos
Sexe : méle

Nombre : 80

Poids : 17 & 24g

Nourriture : ONAB granulée

Boisson : eau de ville

Température : 24°C
Humidite : 50%
Eclairage : 10/24heures

Figure 18 : Souris Albinos, la race NMRI (Original, 2021)

On a utilisé un lot contient 3 lapins

sélectionné pour les laboratoires
d’analyses. De telle sorte qu’on les

traite séparement dans des cages.

Espéce : lapin de la race géant
des Flandres

Sexe : méle

Taille : 80 cm

Durée de vie : 10 2 15 ans
Poids d’adulte : 6 kg a 11 kg
La consommation d’eau pour

lapin adulte : 80-100 ml / kg de
poids corporel

Figure 19 : Lapin de la race géant des Flandres (Original, 2021)
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111.4 Procédés d’extraction

111.4.1 Méthode d’extraction par maceration
111.4.1.1 Extraction aqueuse

L’extraction a été faite par une macération de 50 g de plante dans 500 ml d’cau distillé pendant
24h dans un récipient fermé et a tempeérature ambiante. Aprés 24 h, la solution est filtrée par un
filtre de 150mm diameétre. Enfin le filtrat est conservé a 4 °C dans obscurité pour les analyses

ultérieures.

(1) () (3) (4)
Figure 20 : Les étapes de I’extraction (1) prise de poids, (2) macération, (3) filtration, (4) le
filtrat (extrait)

111.4.1.2 Extraction par solvant

L’extraction a été faite par une macération de 50 g de plante dans 500 ml de solvant
(70% ethanol ou acétone + 30% eau distillé) pendant 24h dans un récipient fermé et a
température ambiante sous agitation.

Apreés 24 h, la solution est filtrée par un filtre de 150mm diametre. Ensuite la séparation
du solvant de I’extrait est faite a I’aide d’un appareil appelé Rotavapor « évaporateur rotatif ».
Dans cet appareil, 1’évaporation sous vide est réalisée en utilisant une pompe a vide avec une
vanne de contrdle. Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain
liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon de récupération de
condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande permettant donc
d’effectuer une évaporation rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant

a température réduite a 55°C et ’extrait est récupéré en évitant ainsi la dégradation thermique
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éventuelle des composeés extraits. Enfin 1’extrait est conservé a 4 °C dans obscurité pour les

analyses ultérieures.

(2) (2) (3) (4)

(2) (2) (3) (4)

(1) (2) (3) (4)
Figure 21 : Les étapes de ’extraction (1) prise de poids, (2) macération, (3) filtration, (4) le
filtrat
La séparation du solvant de I’extrait est faite a 1’aide d’un appareil appelé Rotavapor a
température de 78°.
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Figure 22 : Rotavaporation par « évaporateur rotatif »

Afin d’épuiser la plante et le filtrat est séché a 40°C puis le pesé pour calculer le rendement de

l'extraction R selon la formule détaillée ci- dessous :

(PO — P1)

R (%) = m X100

R : Rendement
PO : Poids initial.

P1 : Poids apres extraction et séchage.

111.4.2 Méthode extraction des huiles essentielles
111.4.2.1 Extraction par Hydrodistillation

C’est la méthode la plus utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a 1’état pur
mais aussi de fournir de meilleur rendement. Elle consiste a porter a ébullition un mélange
d’une partie de la plante et de I’eau dans un ballon. Sous 1’action de la chaleur, les cellules
éclatent et libérent des composés organiques odorants et volatils. Les vapeurs hétérogénes vont
se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparé par différence de densité
(Bruneton, 1993).
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Figure 23 : Un montage d'hydrodistillation

Aprés sechage de la plante, une quantité de la matiére végétale est introduite dans le
ballon, elle est ensuite immergée d'eau distillée. Le ballon est mis sur un chauffe ballon et est
raccorde avec le reste de 1’appareil d’extraction, le mélange eau matériel végétale sera chauffera
une température voisine de 100°C, on met 25¢g de matiére végétale dans un 250ml d’eau distillé.

Le mélange est tenu en ébullition de 2 a 3 heures. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter dans une ampoule de

décantation ensuite, I’huile se separe de I’eau par différence de densité.
111.4.2.2 Isolation des huiles essentielles

La phase organique (huile essentielle) qui est séparée de I'eau par simple décantation et
a laquelle on ajoute du sulfate de magnésium (MgSO4) pour eliminer les traces d'eau.
L'efficacité de cette opération peut étre accrue par une étape préalable de relargage (adjonction
du chlorure de sodium) qui permet une bonne séparation entre les 2 phases non miscibles en
diminuant la solubilitédes HE dans I'eau. La quantité d'essence obtenue est alors pesée pour le
calcul du rendement. Aucun solvant organique n'est utilisé au cours de ce protocole. La

décantation est bien expliquée dans I’annexe.
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Figure 24 : Décantation par ampoule a décanter

111.4.2.3 Calcul du rendement en huile essentielle

On definit le rendement en huiles essentielles comme étant le rapport entre la masse de
I'nuile récupérée (MHE) a la masse de la matiere végétale séché (MS) ou humide (MH).
Exprime dans les mémes unités de masse. Le rendement (R) en huile essentielle,

exprime en pourcentage est donne par la relation suivante :
MHE
R % = ——x 100
MS

R : rendement de HE en % MHE : poids dev I’HE extraite (g)
MS : poids de materiel vegétale traité ()

Enfin les HE est conservé a 4 °C dans le réfrigérateur jusqu’a nouvelle utilisation.

I11.5 Etude physicochimique des extraits

111.5.1 Méthode chromatographique et spectroscopique de séparation et d’identification
111.5.1.1 Analyse de CG MS

L’analyse et I’identification de la composition chimique des huiles essentielles des trois
especes étudiées ont éte effectuées par des techniques chromatographiques. La
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) nous a
permis quant a elle, a I’aide des banques de données spectrales, de déterminer les composés.

Cette analyse est un contr6le de qualité visant a déterminer les composes les plus

pharmacologiquement actifs. Afin d'extraire les trois especes : 1’écorce d’orange (Citrus
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sinensis), thym (Thymus vulgaris), santoline (santolina chamaecyparissus) séché, I'éthanol a
été utilisé comme solvant d'extraction. L'analyse a été réalisée au laboratoire de la police
scientifique d'Alger. Appareil : GC MS model CLARUS 500 brand Perkin-Elmer.

111.5.1.2 Méthode CG-MS

Les conditions expérimentales du systeme GC-MS étaient les suivantes : colonne non polaire
standard capillaire TR 5-MS, dimension : 30 Mts, ID : 0,25 mm, épaisseur du film: 0,25 pum.

Le débit de la phase mobile (gaz porteur : He) a été ajusté a 1 ml min-1.

Dans la partie chromatographie en phase gazeuse, le programme de température
(température du four) a été augmenté de 40 ° C a 220 ° C a4 ° C min-1 et le volume d'injection
était de 1 pl. Les échantillons ont été entiérement analysés a une plage de 20 et 550 m / z et les
résultats ont été compares en utilisant le programme de recherche de la bibliothéque spectrale
de Wiley et Nist.

I11.6 Etude microbiologique

111.6.1 Activité antimicrobienne des extraits

Les Souches utilisé

- Dans notre étude, nous avons testé la sensibilité de neuf (9) souches bactériennes de référence
(I'American Type Culture Collection « ATCC ») provenant laboratoire microbiologie au niveau
de groupement Saidal a Médéa vis-a-vis des agents antimicrobiens standards (antibiotiques et

antifongiques) et biologiques (huiles essentielles et extrait).
Il s’agit de sept (7) souches bactériennes (Sinc (5) Gram négatives et deux (2) Gram positive) :

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Bacillus subtilis ATCC 6631, Bacillus Spizizenii ATTCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8739, et de deux (2) souches
fongiques connues pour étre responsables d’infections nosocomiales Candida albicans ATCC
10231, Saccharomyces cerevisiae ATCC19763.

- Ainsi qu’une (1) souche isoler est :
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La souche bactérienne isolée de prélevements humain et identifiée au niveau du laboratoire de
bactériologie d’établissement public de santé de proximité Médéa, DSP : staphylococcus

aureus.

Figure 25 : Les souches bactériennes de référence (I'American Type Culture Collection
« ATCC ») laboratoire microbiologie, Saidal a Médéa (Original 2021).

Tous ces micro-organismes sont pathogenes, ont des potentiels différents selon le type
d'infection qu'ils provoquent, sont a l'origine d'infections hospitalieres, et sont résistants aux
antibiotiques, ce qui les motive a faire des choix.

Les milieux de culture des souches, leurs grammes, leur température d'incubation et les

codes qu'elles utilisent sont répertoriés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Les souches microbiennes utilisées

Num Microorganismes Gram | Milieuxde | Températures | Code
culture d'incubation

1 | Staphylococcus aureus + Chapman 37°C Sa
ATCC 6538

2 | Staphylococcus aureus + Chapman 37°C Sai
isolé

3 | Staphylococcus + Chapman 37°C Se
epidermidis ATCC 12228
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4 | Salmonella typhimurium + Hektoen 37°C St
ATCC 14028

5 | Bacillus subtilis + Gélose 37°C Bl
ATCC6631 Nutritif

6 | Bacillus SpizizeniiATTCC + Gélose 37°C B2
6633 Nutritif

7 Pseudomonas - MacConkey 37°C Pseudo
aeruginosaATCC 9027

6 | Escherichiacoli ATCC - Hektoen 37°C E.coli
8739

9 | Candida albicansATCC Sabouraud 30°C Ca
10231 Agar

10 | Saccharomyces cerevisiae Sabouraud 25°C SS
ATCC19763 Agar

111.6.1.1 Méthodes de diffusion sur milieu solide

Aromatogramme
Meéthode de diffusion sur disque

L’aromatogramme permet 1’estimation qualitative de I’effet de I’huile essentielle. Elle
consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé convenable, déja solidifié et
inoculé de la souche microbienne testée. Des disques en papier filtre, papier buvard ou
Wattman, préalablement imprégnés de quantités connues d’HE, sont alors placés en surface de
la gélose (Wilkinson, 2006 ; Traore, 2006 ; kechkar, 2008), apres incubation les bactéries se
développent sur toute la surface de gélose sauf ou elles rencontrent une concentration d’HE
suffisante pour inhiber leur croissante. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire
indemne de colonies appelée une zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible a I’HE. Plus elle est petit, plus la bactérie résistance a I’HE (Faucher
et avril 2002).
Meéthode de diffusion utilisant des cylindres

Pour évaluer lactivité antimicrobienne des extraits végétaux, nous avons adopté la
méthode de diffusion sur milieu gélosé (solide) en utilisant des cylindres en inox. Le principe
de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide dans une boite
de Pétri déja ensemencée par une culture bactérienne. L’effet antimicrobien du produit sur la
cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre d’inhibition,

la souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante.
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Mode opératoire
- Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé (soja agar) et (Muller Hinton) (Annexe I1)
en surfusion dans des boites de Petri a raison de 10 a 15mL par boite. On laisse le milieu

refroidir et solidifier sur la paillasse (sous la hotte).

- Une suspension bactérienne correspond aux normes de 0.5 Mc Ferland a été préparée a partir
d’une culture pure et jeune (agée de 18 heures). Ces normes équivalentes a une densité optique
de 0,08-0,1 a 625 nm, cet inoculum sert a ensemencer les géloses de MH ou SA coulées dans
des boites de Pétri par un écouvillon imbibé dans la suspension par des stries serrées.

- A I’aide d’une pince stérile, poser des cylindres en inox stériles de 6mm de diamétre ou des
disques Schleicher & Schuell @ 9 mm de diametre stériles selon le besoin sur la surface de la
boite de Pétri contenant des géloses ensemencées puis imprégnés de 15 pl de chaque HE ou
bien extrait et de chaque concentration. Les boites ensemencées contenant les disques d’huiles
essentielles ou bien extrait ont été mises a 4°C pendant 2 heures pour faciliter la diffusion d’"HE
et d’extrait.

- Les boites de Pétri ont été fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1H.
Elles ont été par la suite portées a incubation a 37°C pendant 24H pour les bactéries et a 25°C
pendant 48H pour les levures et 7 jours pour les champignons.

- La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition par Fisher-Lilly
(Antibiotic Zone Reader), qui est représentée par une auréole formeée autour de chaque disque

ou aucune croissance n’est observée.

- Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisée par
des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et al., 2003).

e D>30mm : Trés fortement inhibitrice.

e 2Imm<D<29mm : Fortement inhibitrice.

e 16mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.
e 1Imm<D<l6mm : Légérement inhibitrice.

e D<10mm : Non inhibitrice.
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Figure 26 : Fisher-Lilly «Antibiotic Zone Reader » (Original 2021).

PS : Les différents antibiotiques et antifongique testés contre les microorganismes sont listés
dans I’annexe

Boite de Pétri
Pas d'inhibition
n O

développemeni ¥ Développement

- la bactérie bactériensurla
estresistante a gélose nutritive

cetantibiotique

Pastilles
d'antibiotiques

Réaction
intermédiaire a
I'antibiotique

Bactérie
sensible a
I'antibiotique

Un antibiogramme © Georges Dolisi

Figure 27 : Schéma représentatif de I’aromatogramme (Wikipédia).
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V.7 Détermination du potentiel antioxydant

IV.7.1 Détermination de I'activité antioxydante par le test au DPPH

Principe du test de DPPH

L'activité antiradicalaire des extraits a été testée par l'utilisation du radical DPPH (Méthode de
Blois (1958) avec quelques modifications). Le DPPH, 2.2'- Diphényl-1 picrylhydrazyl (Sigma,
C18H12N506: PM-394.33), est un radical libre stable soluble dans le méthanol (ou I'éthanol).
D'une couleur violette intense, il présente un maximum absorbance a 517 nm. Lorsqu’une
molécule antioxydante réduit le radical DPPH. la couleur violette disparait rapidement pour
donner une couleur jaune pale), selon la réaction suivante (Pokorny et al., 2001; Roginsky et
Lissi, 2005):

NO, NO,
ERRRHe——S—S—S—S—————=PPllll—
2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl diphenyl-picrylhydrazine
Couleur Violette couleur jaune

Figure 28 : Schéma de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant

Mode opératoire :

Cette étude a été effectuée en quatre étapes :

e Préparation de la solution oxydante du DPPH
La préparation de la solution DPPH est de 0,004% (m/v), obtenue par dissolution de 0,004g de
DPPH dans un 100ml d’éthanol, ou bien 0,002g de DPPH dans un 50 ml d’éthanol selon le
besoin (Toudhert Faiza ; Abbani Soumia 2017).
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‘j '
Figure 29 : Solution éthanolique du DPPH (originale 2021).

e Préparation des échantillons

Nous avons calculé la concentration de notre extrait :

109 100ml
10000 mg ------------ 100ml
100 Mg--------=------- 1Ml e—— C:- 100 mg/ml

Puit, dans une fiole de 20 ml prend : 1ml d'extrait + 19 ml d'eau distillé.

Pour cela : 100 mg /20 ml = 5mg/ml (solution mére) c’est la concentration initiale de notre

activité

1 1.25 15 175 2 225 2

—» 0.25 =0.5 ml (extrait) + 9.5 ml (solvant)

025 05 0.5 5

275 3

0,1ml a différentes concentrations de notre extrait sont ajoutés a 3 .9ml de la solution

éthanolique du DPPH
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0.25 05 0.75 1 1.25 15 1.75 2 2.25 Solution contrdle :

3.9ml DPPH + 0.1ml SOLVANT

L » 0.1 ml (extrait) + 3.9 ml (DPPH) =4 ml
Apres I'Incubation de 30min la lecture se fait par UV visible a 517 nm, le blanc : éthanol.
Pour un travail plus propre et plus parfait nous avons calculé I’absorbance du blanc a 517 nm.

Abs du Blanc :

0.75 1 1.25 15 175 2

— 0.1 ml (extrait) + 3.9 ml (Ethanol)
0.2

025 0.5 2.25 25 275 3 35

La lecture se fait par UV visible a 517 nm, le blanc : éthanol

111.7.2 Préparation des échantillons d’acide ascorbique

Dans le but de comparer I’éventuel effet antioxydant de nos extraits, nous avons
étudié I’effet antioxydant de 1’acide ascorbique (vitamine C) connue par son effet anti
radicalaire trés fort (Knekt et al., 2004). Différentes dilutions d’acide ascorbique a faible
concentrations exprimée en mg /ml (0,004 ;0,006 ; 0,008 ;0,01 ;0,015 ;0,02 ; 0,04 ; 0,05 ; 0,06 ;

0,08) préparées selon le protocole expérimental disponible au complexe antibiotique SAIDAL.

Mode opératoire de 1’activité anti radicalaire de la vitamine C
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0,1ml de chaque solution aqueuse d’acide ascorbique (standard) a différentes concentrations

sont ajoutés a 3 .9ml de la solution éthanoique du DPPH (0,024mg /ml)

En parallele, un contréle négatif est préparé en mélangeant 0,1 ml d’eau distillée avec 3,9 ml

de la solution éthanolique du DPPH.

La lecture de I’absorbance pour chaque concentration contre un blanc déja préparé est faite a

517nm aprés 30 minutes d’incubation & une température ambiante.
Expression et résultats

L’évaluation de I’activité anti-oxydant en utilisant la méthode DPPH estexprimée en

pourcentage selon la relation suivante :

( Abs Controle — (Abs Extrait — Abs blanc) X

AA Y% =
0 Abs Contole

100

Abs Controle : est I’absorbance du tube contrdle.
Abs Extrait : est I’absorbance de la concentration en test.
Abs Blanc : est ’absorbance d’échantillon sans DPPH.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de ces extraits et
de I’acide ascorbique, permet également de calculer le parametre IC50 qui représente la «
Concentration Efficace ». Cette derniére est définie comme étant la concentration de 1’huile
essentielle ou d’extrait (ou bien aussi de I’acide ascorbique) nécessaire pour réduire 50% de
I’activit¢ de DPPH® (Molyneux, 2004 ; Samarth R.M; Panwar M; Soni A; Kumar M; et
Kumar A. 2008)

111.8 Etude de P’effet anti-inflammatoire
111.8.1 Test de I’eedéme plantaire induit par carragénine
L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits :

e D’¢corce d’oronge (Citrus sinensis) par I’eau 100%
e Thym (thymus vulgaris) par 70% éthanol + 30 % eau

e Santoline (santolina chamaecyparissus) par eau 100 %
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A été réalisée selon la méthode décrite par Winter et al. (1962). Pour ce faire, les souris
des deux sexes sont été¢ soumises a un jeune de 18 H avant I’expérimentation avec un acces
libre a I’eau. Elles ont été réparties en 4 lots de 6 animaux chacun. Le lot I contient I’extrait
pure 1ml de chaque extrait (1 ml+1mli+1ml), le lot Il administrant le médicament de référence
le Diclofénac® (témoin positif), tandis que le lot 11l contient 0.5 ml de chaque extrait nous
avons complété par I’eau distillé jusqu’a 5ml dans le but de dilution (extrait diluée), le derniére

lot VI administrant de la solution physiologique au lieu du produit & contréler (témoin négatif).

Cette étude permet de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire apres administration
des doses du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester.

Quinze minutes apres le traitement par injection de 0.2 ml de carragénine (1% p/v) au
niveau de la voute plantaire de la patte postérieure droite I’cedéme a été induit.

(A) (B)
Figure 30 : (A) Injection sub-plantaire de la carragénine, (B) Principe de gavage des souris.
(Original 2021).

L’épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a 1’aide d’un pied a coulisse digital avant

injection (\V0) et pendent et toutes les 30 min pendant 3H aprés induction de I’inflammation.
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Figure 31 : Mesure de 1’épaisseur de la patte a 1’aide d’un pied a coulisse digital (Original).

111.9 Application a la formulation

Afin de notre travail nous avons formulé un gel buvable a bas des extraits qui ont fait
au debut de cette étude

111.9.1 Formulation d’un Gel buvable a base des extraits aqueux

» Matériel utilisé pour la préparation
o Verreries courantes de laboratoire (Bécherde250ml, éprouvette100m).
e Plaque d’agitation
e Balance a precision de type Denver avec I’incertitude de d=0,1 mg.
e Homogeénéisation.
e Flacon pour mettre le produit fini.

» Les produits utilisés

Pour essai 1 : on propose le nom Orthymosan comme nom de notre gel qui contient 10%
d’extrait citrus sinensis, 10 % d’extrait de Thymus vulgaris et 10% d’extrait santolina
chamaecyparissus.

Les produits utilisés sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau :7 Les produits utilisés dans la formulation d’orthymosan

Produits de Formulation 1 « Orthymosan »

Extrait citrus sinensis 10%

Extrait thymus vulgaris 10

Extrait santolina

% chamaecyparissus 10%
Para Hydroxybenzoate de Benzoate Sodium Glycérol
Methyl
Gomme xanthane Acide ascorbique (vit C) Saccharose

Huile végétale de menthe

poivré

NAOH

L’eau déminéralisée

Pour essais 2 on propose le nom Tamssonat plus comme nom de notre gel qui contient 10%

d’extrait citrus sinensis,

Tableau 8 : Les produits utilisés dans la formulation de Tamsonat plus

Produits de Formulation 2 « Tamssonat plus »

Extrait citrus sinensis 10%

Acide ascorbique (vit C)

Arome d’orange

Para Hydroxybenzoate de Benzoate Sodium Glycérol
Methyl
Gomme xanthane L’eau déminéralisée Saccharose

NAOH

111.9.1.1 Formulation

Le but de cette partie est d’optimiser la formulation d’un complément alimentaire un gel
buvable antivirale, anti-infection pulmonaire, anti bronchite et antimicrobienne. Pour ce faire
on utilise des techniques des plans d’expériences qui permettent de planifier les essais de

formulation, de rationaliser le nombre et d’assurer la qualité des résultats.
Méthode de préparation du gel buvable
Le mode opératoire se résume comme suivant :

> Préparation de la phase aqueuse

C’est la phase qui a été extraite dans la premiere partie de notre travail.
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CHAPITRE Ill : MATERIEL ET METHODE

» Préparation du gel buvable
Dans un bécher de 250 ml, tous les excipients sont mis sous agitation mécanique a température
environ de 15°C pendant dix minutes puis homogénéisé a I’aide d’un homogénéisateur de type
(IKAT 25 ULTRA-TURRAX) afin d’assurer une bonne stabilité de gel formulé.

Figure 32 : homogénéisateur de type IKA T 25 ULTRA-TURRAX (Original 2021)

111.9.1.2 Caractérisation du gel buvable
» Caractérisation physico-chimique

Controdle du pH : la mesure du pH est un parametre important étant donné quele produit est
congu afin qu’il soit consommé directement par 1’étre humain.

Figure 33 : pH-metre pour mesurer le pH du gel (Original2021).
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> Mesure de la viscosité

Les coefficients de viscosité sont des grandeurs physiques qui jouent un role essentiel
en rhéologie. Leur connaissance suffit parfois a caractériser de facon précise le comportement
rhéologique du matériau. On définit différents coefficients de viscosité : Viscosité dynamique

ou apparente (Pa.s), Viscosité cinématique (cm2/s), Viscosité relative, spécifique, intrinseque.

Figure 34 : Viscosimetre de type BROOK FIELD (Original 2021).
> Evaluation de la stabilité et vieillissement accéléré
Les principaux phénoménes d’instabilité des gels buvables sont appréciés dans une éprouvette

graduée par l'observation a intervalles de temps reguliers et sous des conditions physiques

rigoureuses.

En raison de la fin de stage au niveau du groupement Saidal et de la rareté des capacités
du laboratoire universitaire, il nous suffisait de mesurer pH (I'acidité), la viscosité et d'observer

a I'eeil en cas de changement de couleur.

[11.10 Etude de la toxicité aigue

Principe

- Ce test, est réalisé sur des souris disponible au niveau de laboratoire de pharmacotoxicologie
(Saidal, Médéa). La race utilisée est sélectionnée pour laboratoire d’analyse, ayant le
qualificatif d’une race albinos de 19 a 23 g de poids, de type NMRI (Naval Médical research
institute).
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- Selon le protocole du laboratoire de pharmacotoxicologie de SAIDAL, un essai limite peut
étre effectué, sur des rongeurs (souris) en administrant, par vois intra-gastrique, une dose unique

du produit a tester. Nous observons pendant 15 jours les cas de mortalité.
Mode opératoire :

Nous avons utilisé nos deux gels buvables Orthymosane et Tamssonate plus qui ont une dose

de 30 % du principe actif

» Orthymosane : 10 % thymus, 10% citrus, 10% santolina.

» Tamssonate plus : 30% citrus sinensis

- 3 ml est le volume du chaque gel & préparer pour chaque lot de souris. Nous avons utilisé 2
lots, 6 souris de chaque lot.

- Mettre les souris a jeun de nourriture la veille du test.

- Al’aide d’une sonde, pratiquer le gavage. Chaque souris recoit 0.5ml d’une dose donnée.

- Priver ensuite les souris de nourriture pendant 2 a 3h apres 1I’administration. Procéder a leurs

observations afin de noter toute anomalie ou mortalité.

I11.11 Evaluation du gel buvable par le suivi de paramétre immunologique

et hématologique chez les lapins du laboratoire

Dans le but du renforcement d’immunité, nous avons traité des lapins de la race géante
des Flandres par notre gel buvable « Orthymosan » et on a mesuré quelque parameétre

hématologique, biochimique et immunologique (sérologie).

Le lapin géant des Flandres est I’'une des plus grandes races de lapin qui existent au
monde. Ce lapin domestique, longtemps élevé pour sa chair trés appréciée, est aujourd’hui un
excellent animal de compagnie, au caractére tendre, affectueux, joueur et tres attaché a son
maitre. Il aime la compagnie de ’homme. Le lapin géant des Flandres est néanmoins en voie

de disparition, cette race originaire de la Belgique (Jardiner avec Binette et Jardin 2020).

e Analyse médicale sur les lapins avant le gavage
Pour ce fait, on fait le prélévement du sang d’apres la veine marginale de 1’oreille du
lapin (figure.35), ensuite on met le sang dans des tubes a EDTA, Héparine et SEC pour 1’analyse

du: FNS (formule numération sanguine), urée, créatinine, sérologies HBS-HIV-HCV, bilan
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hépatique (ASAT/ALAT, PAL, GGT, BILI) et le test rapide antigénique du covid 19 (SARS-
COV 2) au niveau de laboratoire d’analyse médicale el Chifa-lab Dr S. Chaibeddra Médea.

Figure 35 : Technique de prélevement du sang, d’apreés la veine marginale de 1’oreille du
lapin.
Selon Derelanko et Rusch, 2008 les caractéristiques biochimiques, et physiologiques des
lapins sont compilées dans les tableaux suivants :
Tableau 9 : Parameétres physiologiques des lapins (Derelanko & Rusch, 2008).

Paramétre Mesures
Durée de vie 10-15 ans
Poids d’un méle adulte 6 kgallkg
Poids d’une femelle adulte 6 kgallkg
Poids de naissance 90-110¢
Nourriture d’un adulte 75-100g
La consommation d’eau pour 80-100 ml / kg de poids
lapin adulte. corporel
Particularités diététique Régime granulé
Elevage des males age / poids 6—7 mo/3.5-4.0 kg
Elevage des femelles age / poids 5-6 mo/4.0-4.5 kg
Gestation 30-32 jours
Pertg maximum du sang sans 6.5-7.5 ml/kg
causé un danger
Globules rouges 4.5-7.0 108 /mm3
Globules blancs 5-12  10%/mm?3
Hémoglobine 11-14 g/l
Hématocrite 32-48 %
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Plaquettes 250-750 103/mm?
Fréquence cardiaque 250-300 battement /min
Taux respiratoire 35-55 haleine/min
Température rectale 39.5°C

pH des urines 8.2

Volume des urines 50-130 ml/kg
Nombre de chromosome 2n=44

Tableau 10 : Intervalle des mesures typiques du sérum chez des lapins (Derelanko & Rusch,

2008).
Ages
Parametres 15-20 Sem. 25-40 Sem. 1-2 An
Cholestérol, total (mg/dl) 20-60 20-60 20-60
Créatinine (g/dl) 1.0-1.6 0.8-1.6 0.8-1.7
Glucose (mg/dl) 100-160 100-175 80-140
Protéine, total (g/dl) 5.4-6.6 5.5-7.0 5.5-7.5
Urée nitrogéne (mg/dl) 10-20 12-22 12-25

Tableau 11 : Pourcentage leucocytaire général des lapins (Harcourt B, Frances, 2002).

Leucocytes Pourcentage %
PNN 30-50
EOS 0-5

BASO 0-8
LYM 30-60
MONO 2-10

Test antigénique (Ag) pour la détection de covid 19 chez les lapins

Pour détecter le virus SARS-CoV-2 responsable de la maladie covid 19. Dans de nombreux
pays, ’accés a ce type de test est limité. Des efforts sont donc déployés pour mettre au point
des tests de diagnostic fiables, plus rapides et moins colteux reposant sur la détection des
antigenes spécifiques du SARSCoV-2. Ces tests diagnostiques antigéniques, congus pour
détecter directement les protéines du SARS-CoV-2 produites par la réplication du virus dans
les sécrétions respiratoires, sont destinés a étre utilisés soit en laboratoire, soit a proximité
immeédiate des patients sous forme de tests de diagnostic rapide (TDR) OMS (2020).

Mode opératoire
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La plupart des TDR-Ag destinés au diagnostic de la COVID19 reposent sur une méthode
d’immun détection de type « sandwich » et se présentent sous forme de dispositifs a flux latéral
simples d’utilisation, comme ceux qui sont couramment employés pour le dépistage du VIH,
du paludisme et de la grippe. Les TDR-Ag sont généralement constitués d’une cassette en
plastique avec des puits pour 1’échantillon et le tampon, une membrane de nitrocellulose, une
ligne de test a laquelle sont fixés des anticorps spécifiques pour la détection des complexes
anticorps-antigénes cibles conjugués et une ligne témoin a laquelle sont fixés des anticorps
spécifiques pour la détection des anticorps conjugués. Dans le cas du SARS-CoV-2, I’analyte
le plus souvent ciblé par les TDR est la nucléocapside du virus, cette protéine étant privilégiée
en raison de son abondance relative. En régle générale, tout 1’équipement nécessaire a la

réalisation du test, y compris le matériel de préléevement des échantillons, est fourni dans le kit

commercial, a I’exception d’un minuteur.

Figure 36 : Les étapes de test antigénique sur les lapins (originale 2021).

Aprées avoir prélevé 1’échantillon respiratoire et I’avoir appliqué sur la membrane, I’opérateur
lit les résultats dans un délai de 10 & 30 minutes, avec ou sans 1’aide d’un instrument de lecture.
L’utilisation d’un instrument de lecture permet une interprétation standardisée des résultats,

réduisant la variabilité dans I’interprétation des tests par les différents opérateurs.
Le gavage

5 ml de notre Gel est administré par gavage a chaque animal une fois par jour pendant une
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semaine a I’aide d’une sonde gastrique.

Figure 37 : Principe de gavage des lapins.

e Analyse médicale sur les lapins apreés le gavage
Pour avoir les résultats du notre Gel on fait le deuxieéme prélevement du sang apres une semaine
de traitement des lapins par le Gel buvable (Orthymosan), le préléevement fait au niveau de la
veine marginale de I’oreille du lapin ensuite on met le sang dans des tubes a EDTA et Héparine
pour I’analyse du : FNS (formule numération sanguine), Urée, Créatinine et bilan hépatique
(ASAT/ALAT, PAL, GGT, BILI) au niveau de laboratoire d’analyse médicale el Chifa-lab Dr
S. Chaibeddra Medéa.
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Chapitre IV

Résultat et Discussion



V.1 Analyse physicochimique des extraits

IV.1.1 Rendements des extraits

Les rendements moyens des extraits préparés ont été calculés en fonction de la matiére végétale

séche de la plante. Le tableau suivant illustre ces résultats.

Tableau 12 : Présente les rendements obtenus

Plante Solvant Poids Poids Rendement
initiale finale

Citrus sinensis Eau distillé 10¢g 6.990 30.10 %

Ethanol+eau (70%+30%) 509 30.924 38.15 %

Santolina Eau distillé 159 12.936 13.76 %
chamaecyparissus

Ethanol+eau (70%+30%) 3049 26.123 12.92 %

Acétone +eau (70%+30%) 309 26.365 1211 %

Thymus vulgaris | Ethanol+eau (70%+30%) 509 44.218 g 11.56 %

L’échantillon de Thymus vulgaris a fourni un taux de rendement de 11.56% lors de 1’utilisation

d’éthanol + eau (70%+30%) comme solvant.

Ainsi que, Les échantillons de santolina chamaecyparissusont fourni un taux de rendement de
12.11%, 12.92% et 13.67 % lors de I’utilisation d’acétone +eau (70%+30%), d’éthanol+eau

(70%+30%) et d’eau distillé comme solvant successivement,

Par contre, les échantillons d’écorce d’orange (Citrus sinensis), ont montré un taux plus élevé
par rapport les échantillons des deux plantes mentionnées précédemment. Les rendements
obtenus lors de I’utilisation d’éthanol + eau (70%+30%), eau distillée sont respectivement

38.15% et 30.10%.
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Figure 38 : Histogramme du rendement d’extraits aqueux
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Figure 39 : Histogramme du rendement d’extraits éthanol/eau 70%+30%

Les espéces ont été soumis a des extractions par maceration (pendant 24 h) en utilisant plusieurs
solvants de polarite différente éthanol/eau 70%+30%, acétone/eau70%+30% Cette différence
de polarité permet d’extraire une large gamme de métabolites secondaires de la plante (Green,
2004).

Le taux de notre plante thym (11.56%) est beaucoup plus important comparé a celui obtenu par
Yakhlef (2010) pour le thym originaire de Batna, a I’est de 1’ Algérie (9.40%).
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De plus, Wisam H et al (2017) ont démontré que les teneurs phénoliques déterminés dans

I'extrait éthanolique sont beaucoup plus élevées que dans I'extrait aqueux.

Les variations rencontrées dans la teneur en eau de nos échantillons comparé aux travaux
précités, peuvent étre dues a des facteurs environnementaux tels que les conditions climatiques

et la répartition géographique (Besombes, 2008).

Extraction des huiles essentielles

L’huile essentielle des trois plantes obtenues par hydrodistillation est un liquide visqueux,
limpide, d’une coloration jaunatre et odeur forte. Le rendement des extraits des trois plantes
(Thymus, Citrus, santolina) est exprimé en pourcentage massique (g/100g) par rapport a la

matiére séche

Quantité de la matiére Quantité d’eau
Plante
Végétale (g) distillée (ml) Rendement
Thymus 40 500 1.49 %
Citrus 40 500 0.70 %
Santolina 40 500 1.65 %

Les différents rendements des trois extraits sont présentés sur la figure suivante on note que le

rendement du santolina (1,46%) est supérieur a celui de thymus (1.49%) et de citrus (0.70%)
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rendement
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Figure 40 : Histogramme du rendement d’Extraction des huiles essentielles

Le rendement de I’extraction de I’huile essentielle obtenu par hydrodistillation a partir
des écorces d’orange est de 0.70 %. Ce rendement est obtenu au bout d’une durée de 2 h30 min.
L’huile essentielle recupéré est incolore et présente une odeur caractéristique de 1’orange. Cette
valeur du rendement est tres inférieure a celle obtenue par Atti-Santos et al. (2000) dans le cas
de I’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles des limes. Ces auteurs ont obtenu un
rendement de 2.5 % pour une durée de 2 h30 min. Cette différence avec nos résultats peut étre
expliquée par la nature de ’espece d’agrume utilisée (Rega et al., 2003) et par le choix de la

période de récolte (Kelen et Tepe, 2008).

IV.1.2 Analyse de la composition chimique

L’analyse chimique des extraits éthanolique d’écorce d’orange (Citrus sinensis), thym (Thymus
vulgaris), santoline (santolina chamaecyparissus) réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG - SM) ont permis d’obtenir les résultats

résumés ci-dessous

Les spectres de masse de chromatographie en phase gazeuse GC-MS révele que notre extrait
contient des molécules différentes, avec un temps de rétention et un poids moléculaire

caracteristique de chaque molécule.
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e L’écorce d’orange de (Citrus sinensis)

Chromatogramme de I'extrait éthanolique d’écorce d’orange par macération. Voir la Figure
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Figure 41 : Chromatogramme de I'extrait éthanolique d’écorce d’orange (Citrus sinensis) par

macération.

Spectres de masses

a) D-Limonéne : Temps de rétention t =8.40mn
, 13-Jun-2021 + 16:48:05
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Figure 42 : Spectre masse de D-Limonéne dont le temps de rétention 8.40 min.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que le ’extrait d’écorce de Citrus sinensis

contient de D-Limonéne dans le temps de rétention 8.40 min.
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b) 4H-Pyran-4-one, 3-hydroxy2-methyl : Temps de rétention t =10.33mn

, 13-Jun-2021 + 16:48:05
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Figure 43 : Spectre masse de de 4H-Pyran-4-one, 3-hydroxy2-methyl dont le temps de
rétention 10.33mn

D’apreés les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait d’écorce du Citrus sinensis
contient de 4H-Pyran-4-one, 3-hydroxy2-methyl dans le temps de rétention 10.33mn.

c) 4H —pyran-4-one, 2,3-dihydro- 3,5-dihydroxy-6-methyl :
Temps de rétention t = 12.20 mn

, 13-Jun-2021 + 16:48:05
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Figure 44 : Spectre masse de 4H —pyran-4-one, 2,3-dihydro- 3,5-dihydroxy-6-methyl dont le
temps de rétention 12.20mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait d’écorce de Citrus sinensis

contient de 4H —pyran-4-one, 2,3-dihydro- 3,5-dihydroxy-6-methyl dans le temps de rétention
12.20mn.
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d) 5-Hydroxymethyl Furfural : Temps de rétention t =15.35 mn

Figure 45 : Spectre masse de 5-Hydroxymethyl Furfural dont le temps de rétention 15.35 mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que I’extrait d’écorce de Citrus sinensis

contient de 5-Hydroxymethyl Furfural dans le temps de rétention 15.35 mn.

e) 5-Azido-2.3-epoxycyclopentan-1-ol : Temps de rétention t =23.75 mn
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Figure 46 : Spectre masse de 5-Azido-2.3-epoxycyclopentan-1-ol dont le temps de rétention
23.75 mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que I’extrait d’écorce de Citrus sinensis

contient de 5-Azido-2.3-epoxycyclopentan-1-ol dans le temps de rétention 23.75 mn.
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f) N-HEXADECANOIC ACID : Temps de rétention t =36.28mn
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Figure 47 : Spectre masse de N-HEXADECANOIC ACID dont le temps de rétention
36.28mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que I’extrait d’écorce de Citrus sinensis
contient de N-HEXADECANOIC ACID dans le temps de rétention 36.28 mn.

0) 9, 12-OCTADECADIENOIC ACID (Z, Z) : Temps de rétention t =40.30mn
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Figure 48 : Spectre masse de 9, 12-OCTADECADIENOIC ACID (Z, Z) dont le temps de

rétention 40.36mn.

D’apreés les recherches bibliographiques, on note que I’extrait d’écorce de Citrus
sinensis contient de 9, 12-OCTADECADIENOIC ACID (Z, Z) dans le temps de rétention 40.30

mn.
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Enfin de notre analyse CG-MS pour I’extrait d’écorce de Citrus sinensis on peut detecter 9

spectres, et grace a ces derniers et la recherche dans librairies spectrales (NIST, WILEY) on

peut identifier 7 molécules.

Tableau 13 : Les molécules composant I’extrait d’écorce d’orange de (Citrus sinensis)

obtenu par analyse CG-MS

(Z,2)

Molecule Retention time/min | Molecular weight/g mol™!
D-Limonene 8.40 136
4H-Pyran-4-one,3-hydroxy2 methyl 10.33 126

4H —pyran-4-one, 2,3-dihydro- 3,5- 12.20 144
dihydroxy-6-methyl

5-Hydroxymethyl Furfural 15.35 126
5-Azido-2.3-epoxycyclopentan-1-ol 23.75 141
N-HEXADECANOIC ACID 36.28 256

9, 12-OCTADECADIENOIC ACID 40.30 280
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e Thymus vulgaris

Chromatogramme de I'extrait éthanolique de thymus vulgaris par macération. Voir la Figure

49 :
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Figure 49 : Chromatogramme de I'extrait éthanolique de thymus vulgaris par macération

a) THYMOL : Temps de rétention t =17.57mn
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Figure 50 : Spectre masse de THYMOL dont le temps de rétention 17.57mn.
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D’apres les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de Thymus vulgaris contient
de THYMOL dans le temps de rétention 17.57 mn.
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b) Carvacrol : Temps de rétention t =17.57mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
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Figure 51 : Spectre masse de Carvacrol dont le temps de rétention 17.57mn.
D’apres les recherches bibliographiques, on note que I’extrait de Thymus vulgaris contient

de Carvacrol dans le temps de rétention 17.57 mn.

c) P-TERT -BUTYL CATECHOL : Temps de rétention t = 22.09mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
Ech thymus vulgaris_13_06_2021 3198 (22.095) Scan El+
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Figure 52 : Spectre masse de P-TERT -BUTYL CATECHOL dont le temps de rétention
22.09mn.
D’aprés les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de Thymus vulgaris contient
de P-TERT -BUTYL CATECHOL dans le temps de rétention 22.09 mn.
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d) N-HEXADECANOIC ACID : Temps de rétention t =36.38mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
Ech thymus vulgaris_13_06_2021 6054 (36.381) Scan El+
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Figure 53 : Spectre masse de N-HEXADECANOIC ACID dont le temps de rétention
36.38mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de Thymus vulgaris contient
de N-HEXADECANOIC ACID dans le temps de rétention 36.38mn.

e) 9, 12-OCT ADECADIENOIC ACID (Z, Z) : Temps de rétention t =40.47mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
Ech thymus vulgaris_13_06_2021 6873 (40.477) Scan El+
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Figure 54 : Spectre masse de 9, 12-OCT ADECADIENOIC ACID (Z, Z) dont le temps de

rétention 40.47mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de Thymus vulgaris contient
de 9, 12-OCT ADECADIENOIC ACID (Z, Z) dans le temps de rétention 40.47mn.
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f) 13-OCT ADECENAL, (Z) : Temps de rétention t =40.67mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
Ech thymus vulgaris_13_06_2021 6912 (40.672) Scan El+
100+
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Figure 55 : Spectre masse de 13 -OCT ADECENAL, (Z) dont le temps de rétention 40.67mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de Thymus vulgaris contient
de 13 -OCT ADECENAL, (Z) dans le temps de rétention 40.67mn.

g) OLEIC ACID : Temps de rétention t =41.04mn

moh explo , 14-Jun-2021 + 11:11:56
Ech thymus vulgaris_13_06_2021 6986 (41.042) Scan El+
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Figure 56 : Spectre masse d’OLEIC ACID dont le temps de rétention 41.04mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que ’extrait de Thymus vulgaris contient
d’OLEIC ACID dans le temps de rétention 41.04mn.

Enfin de notre analyse CG-MS pour I’extrait de Thymus vulgaris on peut détecter 8 spectres, et
grace a ces derniers et la recherche dans librairies spectrales (NIST, WILEY) on peut identifier

7 molécules.
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Tableau 14 : Les molécules composant I’extrait d’écorce d’orange de (Citrus sinensis)

obtenu par analyse CG-MS

Molecule Retention time/min | Molecular weight/g mol™!
THYMOL 17.57 150
CARVACROL 17.57 150

P-TERT -BUTYL CATECHOL 22.09 166
N-HEXADECANOIC ACID 36.38 256
9,12-OCT ADECADIENOIC 40.47 280

ACID (Z,2)

13-OCT ADECENAL, (2) 40.76 280

OLEIC ACID 41.04 282

e Santolina chamaecyparissus

Chromatogramme de I'extrait éthanolique de santolina chamaecyparissus par maceration. VVoir
la Figure 57 :

, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13 06_2021 Scan El+
38.24 TIC
100, 1.84e9

28.31
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12.08 1638 1811 1 21.42 14

0 Time
TT753TT 983 11k3 135371853 1753 1953 2153 2353 2553 2753 | 2053 3153 3353 3553 3753 3953 4153 4353 4553 4753 4953 5153 5353 5553
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Figure 57 : Chromatogramme de l'extrait éthanolique de santolina chamaecyparissus par
macération

a) 1,5-HEPTADIEN-4-ON, 3, 3, 6-TRIMETHYL : Temps de rétention t =22.45mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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28 5.83e7
100+
41
93
136
121
%7 > 137
43 781 o |
7 N
2 55 6o N
39\ 53 107
S
2 51 X 5 ' 1y 1% 159 177 220
N 28 N1 22 138149 1/63 176 187
[N iR [ 12 O e Cir 205
0 AL Nl RN .|I |I| Ll Ll I|.|I Ll L , m/z
U T T e
24 44 64 84 104 124 144 164 184 204 224

Figure 58 : Spectre masse de 1 ,5-HEPTADIEN-4-ONE, 3, 3,6-TRIMETHYL dont le temps

de rétention 22.45mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina
chamaecyparissus contient de 1 ,5-HEPTADIEN-4-ONE, 3, 3,6-TRIMETHYL dans le temps

de rétention 22.45mn.

b) CURCUMENE : Temps de rétention t =23.26mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 3431 (23.260) Scan El+
93 6.37e7
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Figure 59 : Spectre masse de CURCUMENE dont le temps de rétention 23.26mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina

chamaecyparissus de CURCUMENE dans le temps de rétention 23.26mn.
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c) Béta-copaene : Temps de rétention t =23.35mn

, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 3449 (23.350) Scan El+
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Figure 60 : Spectre masse de Beta-copaene dont le temps de rétention 23.35mn.
D’aprés les recherches bibliographiques, on note que I’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de Beta-copaene dans le temps de rétention 23.35mn.

d) 1,6-GERTMACRADIEN-5-OL : Temps de rétention t =24.51mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 3681 (24.511) Scan El+
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Figure 61 : Spectre masse de 1 ,6-GERTMACRADIEN-5-OL dont le temps de rétention
24.51mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, I’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de 1 ,6-GERTMACRADIEN-5-OL dans le temps de rétention
24.51mn.

on note que
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e) Vulgarone A : Temps de rétention t =26.26mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 4032 (26.266) Scan El+
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Figure 62 : Spectre masse de Vulgarone A dont le temps de rétention 26.26mn.
D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [I’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de Vulgarone A dans le temps de rétention 26.26mn.

f) LONGIVERBENONE : Temps de rétention t =28.31mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 4441 (28.312) Scan El+
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Figure 63 : Spectre masse de LONGIVERBENONE dont le temps de rétention 28.31mn.

de santolina

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait

chamaecyparissus contient de LONGIVERBENONE dans le temps de rétention 28.31mn.
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g) Caryophyllene oxide : Temps de rétention t =29.43mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 4666 (29.438) Scan El+
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Figure 64 : Spectre masse de Caryophyllene oxide dont le temps de rétention 29.43mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de Caryophyllene oxide dans le temps de rétention 29.43mn.

h) Beta-Costal : Temps de rétention t =30.94mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 4967 (30.943) Scan El+
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Figure 65 : Spectre masse de Beta-Costal dont le temps de rétention 30.94mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina

chamaecyparissus contient le Beta-Costal dans le temps de rétention 30.94mn.
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i) 1,6-Dioxaspiro [4.4] nona-2,8-diene, 7-(2,4-hexadiynylidene)-Temps de rétention t

=32.48mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Figure 66 : Spectre masse de 1,6-Dioxaspiro [4.4] nona-2,8-diene, 7-(2,4-hexadiynylidene)-
dont le temps de rétention 32.48mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina
chamaecyparissus contient de 1,6-Dioxaspiro [4.4] nona-2,8-diene, 7-(2,4-hexadiynylidene)-

dans le temps de rétention 32.48mn.

j) Caryophyllene oxide : Temps de rétention t =34.20mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13 06_2021 5618 (34.200) Scan El+
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Figure 67 : Spectre masse de Caryophyllene oxide dont le temps de rétention 34.20mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de Caryophyllene oxide dans le temps de rétention 34.20mn.
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k) Aromadendrene : Temps de rétention t =35.85mn

, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Figure 68 : Spectre masse d’ Aromadendrene dont le temps de rétention 35.85mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina
chamaecyparissus contient d’Aromadendrene dans le temps de rétention 35.85mn.

I) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acétate : Temps de rétention t =37.54mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 6287 (37.546) Scan El+
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Figure 69 : Spectre masse de 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acetate dont le temps de

rétention 37.54mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina
chamaecyparissus contient de 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acetate dans le temps de

rétention 37.54mn.
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m) 1-Cyclopropyl-2-nonene-1-one : Temps de rétention t =38.24mn

, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 6427 (38.246) Scan El+
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Figure 70 : Spectre masse de 1-Cyclopropyl-2-nonene-1-one dont le temps de rétention
38.24mn.

D’aprés les recherches bibliographiques, on note que [D’extrait de santolina
chamaecyparissus contient de 1-Cyclopropyl-2-nonene-1-one dans le temps de rétention
38.24mn.

n) Megastigma-5,7-diene-3, 4, 9-triol : Temps de rétention t =38.88mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40

Ech santalina_13_06_2021 6554 (38.881) Scan El+
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Figure 71 : Spectre masse de Megastigma-5,7-diene-3,4,9-triol dont le temps de rétention
38.88mn.

D’apres les recherches bibliographiques, on note que 1’extrait de santolina chamaecyparissus

contient de Megastigma-5,7-diene-3,4,9-triol dans le temps de rétention 38.88mn.

93



n) (2S, 6R")-2-(6-Methylnonyl) oxirane : Temps de rétention t =40.32mn
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Figure 72 : Spectre masse de (2S,6R")-2-(6-Methylnonyl)oxirane dont le temps de rétention

D’aprés les recherches

40.32mn.

bibliographiques, on note que

P’extrait de santolina

chamaecyparissus contient de (2S, 6R")-2-(6-Methylnonyl)oxirane dans le temps de rétention

40.32mn.

Enfin de notre analyse CG-MS pour ’extrait de santolina chamaecyparissus on peut détecter

21 spectres, et grace a ces dernier et la recherche dans librairies spectrales (NIST, WILEY) on

peut identifier 15 molécule .

Tableau 15 : Les molécules composant 1’extrait santolina chamaecyparissus obtenu par

analyse CG-MS

Molecule Retention time/min N olecular weight/g mol™!
1,5-HEPTADIEN-4-ONE ,3,3,6- 22.45 152
TRIMETHYL

CURCUMENE 23.26 204
Beta-copaene 23.35 204
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1,6-GERTMACRADIEN-5-OL 2451 222

Vulgarone A 26.26 2.18
LONGIVERBENONE 28.31 218
Caryophyllene oxide 29.43 220
Beta-Costal 30.94 218
1,6-Dioxaspiro [4.4] nona-2,8-diene, 7- 32.48 198

(2,4-hexadiynylidene)-

Caryophyllene oxide 34.20 220
Aromadendrene 35.85 204
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acetate 37.54 196
1-Cyclopropyl-2-nonene-1-one 38.24 180
Megastigma-5,7-diene-3,4,9-triol 38.88 226
(2S,6R")-2-(6-Methylnonyl) oxirane 40.32 184

Etude de Pactivité antibactérienne des extraits
Antibiogramme

La mise en contact des différentes souches avec les antibiotiques a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diametre d’inhibition et par conséquent voire la sensibilité
ou la résistance bactérienne vis-a-vis de ces derniers.

L’effet antibactérien de I’huile essentielle de thymus vulgaris, Ecorce d’orange

(Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus est évalué dans cette étude par la technique de

diffusion sur disque. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 16.
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Tableau 16 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle de thymus vulgaris, Ecorce
d’orange (Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus exprimée par les diametres des
zones d’inhibition en mm, AMC : Amoxicilline. (Chaque valeur représente la moyenne de

deux essais).

Huile essentielle Citrus Thymus Santolina AMC
sinensis vulgaris | chamaecyparissus
Souches
Staphylococcus aureus 13 14 00 42
ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa 00 10 00 32
ATCC 9027
Escherichia coli ATCC 12 24 15 47
8739
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CHAPITRE IV : RESULTAT ET DISCUSSION

Figure 73 : Présente 1’effet antimicrobien des huiles essentielle de thymus vulgaris, Ecorce

d’orange (Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus et 1’antibiotique AMC sur les
bactéries : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et
Escherichia coli ATCC 8739.
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I'activité antibactérienne
des huiles essentielles

50 47
42
40
32
30 24
20 15 [
13 14
12 10
" - |
Citrus sinensis Thymus vulgaris Santolina AMC

chamaecyparissus

B Staphylococcus aureus B pseudomonas aeruginosa B Escherichia coli ATCC 8739
ATCC 6538 ATCC 9027

Figure 74 : Diagramme présent l'activité antibactérienne des huiles essentielles

D’apres les Figures 4 et 5 on constate que les zones d’inhibition des huiles essentielle
de thymus vulgaris, écorce d’orange (Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus sont
importantes ce qui montre leur pouvoir antibactérien. L’huile essentielle pure du Thymus
vulgaris a montré une forte activité envers les souches Staphylococcus aureus ATCC 6538 et
Escherichia coli ATCC 8739 par rapport les autres huiles. Une trés forte activité du Thymus
vulgaris envers Escherichia coli ATCC 8739 avec un diamétre d’inhibition de 24mm, tandis
que ’activité est legerement inhibitrice vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 9027 dont le
diamétre d’inhibition est de 14mm. Avec un diamétre d’inhibition de 10mm signalé comme un
diamétre non inhibiteur envers Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Ensuite I’huile essentielle pure écorce d’orange (Citrus sinensis) a montré une
Modérément inhibitrice envers les souches Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia
coli ATCC 8739 avec des diametres d’inhibition de 13mm et 12 mm respectivement, tandis que
aucune activité envers Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Enfin I’huile essentielle pure Santolina chamaecyparissus donne un est légerement

inhibiteur envers la souche Escherichia coli ATCC 8739

D’apres nous resultats, Le meilleur effet l'activité antibactérienne des huiles essentielles a
(value = 0,012611) obtenu par ANOVA.
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Tableau 17 : Analyse statistique (ANOVA).

ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 1570,375 3 523,4583333 14,69356725 0,012611 6,591382
Within Groups 142,5 4 35,625
Total 1712,875 7
Tableau 18 : Activité antibactérienne des extraits de thymus vulgaris, Ecorce d’orange
(Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus exprimée par les diametres des zones
d’inhibition en mm, avec des antibiotique AMC, AMP, LEV, RIF, NYS (Chaque valeur
représente la moyenne de deux essais).
Extrait | TE+tETH | OE | O+E | SE SE S+E | GEL | AMC | AMP | LEV | RIF | NYS
1
+ + +

Staphylococcus
aureus ATCC 11 00 00 23 00 23 | 25 35 38 30 | 30
6538

Staphylococcus
aureus isolé

Staphylococcus
epidermidis 41 34 34 20 17 42 | 00 58 - - - -
ATCC 12228

Salmonella
typhimurium 00 00 00 - 00 00 00 32 30 15 9 -
ATCC 14028

Bacillus
subtilis 18 00 00 23 00 21 00 49 50 38 | 23 -
ATCC6631

Bacillus
Spizizenii 26 13 00 20 00 34 00 55 55 35 | 23 -
ATTCC 6633
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Escherichia
coli ATCC 00 00 00 00 00 16 | 00 54 55 35 9 -
8739

Pseudomonas
aeruginosa 00 00 00 00 00 00 | 00 30 33 | 33 | 00 -
ATCC 9027

Candida
albicansATCC 00 00 00 00 00 00 00 - - - - -
10231

Saccharomyces
cerevisiae 00 00 00 00 00 00 | 00 - - - - 20
ATCC19763

L’effet antibactérien des extraits d’écorce d’orange (Citrus sinensis) est évalué dans cette étude

par la technique de diffusion sur disque et sur cylindre. Les résultats obtenus sont représentés

dans le tableau 18.

100




CHAPITRE IV : RESULTAT ET DISCUSSION

Figure 75 : Présente 1’effet antimicrobien des extraits d’écorce d’orange (Citrus sinensis) et
I’antibiotique AMC sur les bactéries : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 et Escherichia coli ATCC 8739. Salmonella typhimurium ATCC
14028 ATCC 14028, Bacillus Spizizenii ATTCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027, Saccharomyces cerevisiae ATCC19763.

La figure 75 Présente 1’effet antimicrobien des différents extraits de d’écorce d’orange 1’espéce
Citrus sinensis vis-a-vis les microorganismes testés, les meilleurs diamétres des zones
d’inhibition sont compris 34mm avec Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ce diamétre
considéré comme un diamétre trés fortement inhibitrice. L’extrait d’écorce d’orange (Citrus
sinensis) extraire a (70% Ethanol, 30% Eau) a montré une activité Légerement inhibitrice avec
Bacillus subtilis ATCC 6631. L’antibiotique a montré une forte activité envers toutes les
souches.

L’effet antibactérien des extraits de thymus vulgaris est évalué dans cette étude par la technique

de diffusion sur disque. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 18.
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Figure 76 : Présente 1’effet antimicrobien des extraits Thymus vulgaris et 1’antibiotique AMC sur les
bactéries : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Escherichia
coli ATCC 8739. Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacillus Spizizenii ATTCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Saccharomyces cerevisiae ATCC19763.

La Bacillus subtilis ATCC6631 a résisté vis-a-vis I’extraits de thymus vulgaris cela est

liée a sa grande capacité de développer une résistance envers nombreux agents antimicrobiens
ce qui revient a la structure particuliére de la membrane externe de ce genre, particulierement
imperméable aux molécules hydrophobes (Nordmann P et al 2006).
Par ailleurs, la paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez les souches
Gram-— est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces
dernieres constitue une barriére de perméabilité efficace. Le LPS, grace a ses charges négatives
de surface, empéche la diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines excluent le
passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé Alors que les bactéries Gram+
sont moins protégées contre les agents antibactériens Blackmore CG et al 2001.

Le mode d’action des extraits de thym dépend en premier lieu a leurs compositions et
la propriété hydrophobe de leurs constituants, ainsi que leurs teneurs élevés en phénols tell que
le carvacrol et le thymol qui sont des composés phénoliques connus par leurs propriétés
antimicrobiennes (Fadli M et al. 2012). Et d’aprés dorman et al (2000) le thymol est le
composé qui posse€de le plus large spectre d’activité antibactérienne, suivi du carvacrol et de

I’a-terpinéol. (Aznar, A et al. 2015).
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En effet plusieurs études ont estimé que ’action des extraits de thymus est due a la
concentration élevée du thymol et a—terpinene, et malgré la petite concentration du carvacrol et
bornéol dans la composition on peut les considérer comme des composés clés avec lequel Le
thymol et le carvacrol sont les plus bactéricides (Zohary et al. 2004).

L'activité antifongique des huiles du Thym sont attribuées au Thymol et au carvacrol.
IIs provoquent une dégénérescence des champignons (hyphes) qui semblent a vider leur contenu
cytoplasmique (Edris, 2007). Tandis que le mécanisme de toxicité phénolique est fondé
principalement sur I’inhibition des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur

site actif et dégradent la membrane plasmique des levures (Celimene et al. 1999).

L’effet antibactérien des extraits Santolina chamaecyparissus est évalué dans cette étude par la

technique de diffusion sur disque. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 18.
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Figure 77 : Présente I’effet antimicrobien des extraits Santolina chamacyparissus et 1’antibiotique
AMC sur les bactéries : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et
Escherichia coli ATCC 8739. Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacillus Spizizenii ATTCC
6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Saccharomyces cerevisiae ATCC19763.

L’effet antibactérien de notre gel Orthymosan est évalué dans cette étude par la technique de
diffusion sur disque. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 18.
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Figure 78 : Présente 1’effet antimicrobien de notre gel Orthymosan sur les bactéries : Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Escherichia coli ATCC 87309.
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacillus Spizizenii ATTCC 6633, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Saccharomyces cerevisiae ATCC19763.

Au regard des résultats présentés dans la figure 51, I’extrait aqueux c’est le meilleur extrait pour
I’activité antibactérienne par rapport a 1’extrait acétone + eau et éthanol + eau de la plante
santolina a la concentration de 50 mg/ml, présente une activité antibactérienne vis-a-vis de la
majorité des bactéries testées. L’analyse de ces résultats montre clairement un effet plus
important de cet extrait sur les bactéries Gram positif. En effet, I’absence de zone d’inhibition
dans les boites test ensemencées avec Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 Candida albicans ATCC 10231, Saccharomyces cerevisiae
ATCC19763. Ces résultats, traduisent clairement une plus grande sensibilité des bactéries Gram
+ a I’extrait applique. Des résultats similaires sont rapportés par ORAK et al

(2011) ; HAOUAT et al (2012). D’une fagon plus générale, plusieurs études font état d’une
activité accrue des composés phénoliques sur les bactéries Gram positif comparativement aux
bactéries Gram négatif (TODA et al, 1989 ; IKIGAI et al, 1993 ; ARAKAWA et al, 2004).
La raison de ce contraste de sensibilité, est attribuée aux différences dans les constituants de la
membrane cellulaire ainsi qu’a leur agencement. Il est admis que les bactéries Gram positif
contiennent un peptidoglycan, qui est une barriere d’impermeabilite inefficace ce qui permet
aux molécules d’atteindre leur cible (SCHERRER et GERHARDT, 1971).

L’effet antibactérien des combinaisons des extraits de thymus vulgaris, Ecorce d’orange
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(Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus est évalué dans cette étude par la technique de

diffusion sur disque. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 19.

Tableau 19 : Activité antibactérienne des combinaisons des extraits de thymus vulgaris,
Ecorce d’orange (Citrus sinensis) et Santolina chamaecyparissus exprimée par les diamétres
des zones d’inhibition en mm, avec des antibiotique AMC, AMP, LEV, RIF, NYS (Chaque

valeur représente la moyenne de deux essais).

Meélange 1 2 3 4 5 6 AMX | AM | LE | RI

Souches

NY

Staphylococcus 00 00 00 00 00 00 35 38 | 30 | 30
aureus ATCC
6538

Salmonella 00 00 00 00 00 00 32 30 | 15| 9
typhimurium
ATCC 14028

Bacillus subtilis 15 00 15 11 11 11 49 50 | 38 | 23
ATCC6631

Bacillus 14 00 12 13 15 15 55 55 | 35 | 23
Spizizenii
ATTCC 6633

Escherichia coli 00 00 00 00 00 00 54 5 | 35| 9
ATCC 8739

Saccharomyces 00 00 00 00 12 00 - - - -
cerevisiae
ATCC19763

20

Détermination du I’activité antioxydant

Pour évaluer I’effet antioxydant des extraits végétaux deux techniques ont été réalisées :

On a utilisé la technique de radical 2.2’-diphényle-1-picrylhdazyl (DPPH).

Le pouvoir antioxydant de nos différents extraits a été aussi estimé avec la méthode de
DPPH. En effet, c’est celle qui est utilisée dans le monde entier (Scherveret Godoy, 2009) et
la plus populaire pour le dépistage de 1’activité anti-radicalaire d’un compos¢ unique ou d’un

mélange de composés. Cette méthode est considérée, d’un point de vue meéthodologique,
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comme 1’une des plus faciles, plus précise et productive de 1’activité antioxydante des jus des
fruits, des extraits de plantes et des composés purs comme les flavonoides (Pereira Nunes Et
Al, 2012).

Le radical DPPH est 1’un des substrats le plus utilisé généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la

simplicité de I’analyse (Bozin Et Al., 2008).

Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2, 2’- diphényl-
1picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune en présence de capteurs
de RLS, et se réduit en 2,2’-diphényle-1-icrydrazine (Burits Et Bucar, 2000).

Aprés 30 min d’incubation de la solution DPPH-extrait (& différente concentration), la
coloration violette vire vers une coloration jaune dans les trois extraits. Ce changement de
couleur est dd a la réduction de DPPH, ce qui montre que 1’échantillon a un effet Scavenger de
radical DPPH.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH dans
sa forme non radicalaire. A partir de ces courbes, nous pouvons déterminer les pourcentages
d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur d’IC50 de

chaque extrait.

Nous avons opté pour tester les différents extraits de I’écorce de Citrus sinensis , Thymus
vulgaris et Santolina chamaecyparissus les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes
pour chaque extrait d’aprés la courbe d’acide ascorbique, les résultats représentés dans nous ont
montré que la capacité de réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de
nos échantillons (Ozturk Et Al, 2007 ; Su Et Al, 2008 ; Liuk Et Al,2009).
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Figure 79 : Résultats de DPPH d’extrait de Thymus vulgaris a différentes concentrations.

L’activité antioxydante des extraits peut étre visualisée par le passage de la couleur violette
DPPH+ a la couleur jaune DPPHH pour différentes concentrations d’extrait dans une solution
de DPPH (Figure 52).

Les valeurs présentées selon les figures ; montrent le pouvoir réducteur des extraits a

différentes concentrations.
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Figure 80 : Activité antiradicalaire d’extraits de 1’écorce de citrus sinensis.
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Figure 81 : activités anti radicalaire d’extraits de thymus vulgaris.
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Figure 82 : Activités anti radicalaires d’extraits de santolina chamaecyparissus.

La figure : indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) de I’absorbance de la

solution de DPPH en fonction des concentrations des extraits testés. A la plus faible
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concentration (0 mg/ml), I’extrait du santolina chamaecyparissus tandis qu’a la plus grande
concentration (4mg/ml), Ceci montre que I’espéce santolina chamaecyparissus possede un

potentiel antioxydant.

La figure n : indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) de I’absorbance de
la solution de DPPH en fonction des concentrations des extraits testés. A la plus faible
concentration (0 mg/ml) PI=0 %, tandis qu’a la plus grande concentration (0.5 mg/ml)

P1=95.14% Ceci montre que I’espéce Thymus vulgaris possede un grand potentiel antioxydant.

Les résultats obtenus ont montré que 1’augmentation de concentration des extraits (DO a 517
nm) est proportionnelle avec I’augmentation de la concentration de I’acide ascorbique.

Tous nos extraits présentent des activités antioxydant nettement inférieures a celle de la
référence (Acide ascorbique), pour ce dernier la réduction est presque totale a partir d’une
concentration de 0,066 mg/ml notons que notre extrait présente une activité antioxydante
acceptable.

L’activité antioxydante évaluée pour les différents extraits de citrus que le standard utilisé est
exprimé en IC50 (concentration inhibitrice 50) ; ¢’est la concentration d’extrait qui neutralise
(réduit) 50% de radical libre (DPPH), plus L’IC50 est faible plus I’extrait est doté d’un
potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des résultats de 1’activité antioxydante exprimée

en IC50 est représenté dans le tableau ci -dessous (figure) :

Tableau 20 : I’IC50 de test DPPH pour nos extraits

L’espéce IC50 mg/ml
Citrus sinensis 2.073
T. vulgaris 0,250
Santolina 1.986
chamaecyparissus
Acide ascorbique 0.06
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2.5
2.073 1.986
1.5
1
0.5
0.25 0.06
0
citrus thymus santolina acide ascorbique

Figure 83 : Histogramme représente 1’IC 50 de test antioxydant par DPPH

Selon ces résultats, il est a constater que quel que soit 1I’espéece, 1’écorce d’orange est plus active
que thymus et santolina ; toutefois, cette activité antioxydante est significativement importante
par rapport aux standards utilisés (acide ascorbique) qui a donné une IC50 égale mg/ml.

La différence dans I’activité anti-radicalaire au DPPH entre les trois extraits analysés est
probablement due a leur composition en différents composés phénoliques. La réduction du
DPPH n’est généralement pas due a 1’action d’un seul composé mais a l’interaction entre
plusieurs composes, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre,
conduisant ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

Nos résultats sont en accord avec ceux déja publiés qui ont montré que 1’écorces de citrus
représentent la fraction la plus riche en polyphénols, laquelle a révélé un potentiel antioxydant
puissant (Bacco Et Al. 1998 ; Gorinstein Et Al. 2001).

Figure 84 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique.
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Figure 85 : Activité antioxydant de I'acide ascorbique

La figure 3 indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) de I’absorbance de la
solution de DPPH en fonction des concentrations des extraits testés. A la plus faible
concentration (Omg/ml) I’extrait du Citrus sinensis tandis qu’a la plus grande concentration

(4mg/ml). Ceci montre que I’espéce Citrus sinensis posséde potentiel antioxydant.

IV.2 Résultats de la toxicité aigue

Sur deux lots de 6 souris, nous avons testé notre gel buvable a une seule dose (100%) pendent
15 jours, les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau suivant :
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Tableau 21 : Résultats de la toxicité aiglie de notre gel buvable aprés 15 jours

Lot Dose Nombre Nombre de % de
administrée | d’animaux par lot mortalité mortalité
Lot 1
Tamssonate
100% gel 06 00 00%
plus
Lot 2 100 % gel 06 00 00%
Orthymosane

Au cours de notre étude et selon les conditions expérimentales, aucun trouble de comportement

n’a été observé, nous pouvons dire que les deux gels n’est pas toxique.

V.3 Activité anti-inflammatoire

Tableau 22 : Lot | : mis en évidence de I’effet de 1’extrait pure (contient 1ml de chaque

extrait)

N ° de souris Moyenne Regulateur
Poids () 18 -
Epaisseur initiale a to 1,15333333 1
Apres injection du carraghénine t; 2,6 2,254335
Apres 30 min at; 1,91333333 1,65896
Apres 60 min a ts 1,67666667 | 1,453757
Apres90 min a ts 1,52666667 | 1,323699
Apres 120 min a ts 1,42666667 | 1,236994
Apres 150 min a ts 1,27666667 | 1,106936
Apres 180 min a t; 1,2 1,040462
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Tableau 23 :

Lot Il : Témoin positive (effet du médicament de référence le Diclofénac®)

N ° de souris Moyenne

Poids (g) 20 --
Epaisseur initiale & to 1,08333333 1
Apres injection du carraghénine t; 2,2 2,030769
Apres 30 mina t 1,83666667 | 1,695385
Apres 60 min a ts 1,68 1,550769
Apres90 min a ts 1,54333333 | 1,424615
Apres 120 min a ts 1,39 1,283077
Apres 150 min a tg 1,24 1,144615
Apres 180 min a t 1,11666667 | 1,030769

Tableau 24 : Lot III : mis en évidence de 1’effet de I’extrait diluée (contient 0.5ml de chaque

extrait + 3.5ml de I’eau distill¢)

N ° de souris Moyenne

Poids () 19 -
Epaisseur initiale & to 1,15666667 1
Aprés injection du carraghénine t; | 2,12333333 | 1,835735
Apres 30 mina t 1,89666667 | 1,639769
Apres 60 min a ts 1,79333333 | 1,550432
Apres90 min a t 1,70333333 | 1,472622
Apres 120 min a ts 1,61333333 | 1,394813
Apres 150 min a t 1,56333333 | 1,351585
Apres 180 min a t 1,52 1,314121
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Tableau 25 : Lot IV : mis en évidence de I’effet phlogogéne de la carraghénine (administré

par solution physiologique)

N ° de souris Moyenne

Poids (g) 18.66 --
Epaisseur initiale a to 1.14 1
Aprés injection du carraghénine t; 2.09 1,830904
Aprés 30 min at, 1.83 1,603499
Apres 60 min a ts 1.69 1,521866
Aprés90 min a ts 1.54 1,431487
Apres 120 min a ts 1.33 1,346939
Apres 150 min a t 1,25666667 1,25656
Aprés 180 mina ty 1,15333333 1,166181

Ci-dessous les 4 courbes dans un seul repére pour faciliter leur comparaison :

Activité anti-inflammatoire

2.4

2.2

N

o 1o TN
- — i i
: \ —8— extrait pure
2 1o —&— carraghénine
<C = ——
| extrait déluée
1.4 . .
Diclofénac
1.2
. .
-50 0 50 100 150 200
Axis Title

Figure 86 : Graphe qui montre I’évolution des épaisseurs des pattes, pour les 4
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Lot | : on constate a travers la diminution de 1’épaisseur des pattes, que I’inflammation a

régressée sensiblement et pas de grande différence par rapport le Diclofénac®.
Lot Il : ladiminution de I’épaisseur des pattes par le Diclofénac® est meilleur (témoin positif).
Lot Il : I’extrait dilué est moins sensible par rapport Lot | de I’extrait pur.

Lot VI : la 1égére régression est naturelle, toute inflammation est appelée a disparaitre par une

réaction de défense de I’organisme, la diminution de 1’épaisseur des pattes est lente.

L’cedeme plantaire est 'un des principaux facteurs utilisés pour 1’évaluation du degré d’une
inflammation aigue et de ’efficacité des nouveaux médicaments anti-inflammatoires (Begum
et Sadique, 1988). Son induction par injection de la carragénine est utilise comme modele
expérimental standard (Banerjee et al., 2000). Ce phénomene se caractérise habituellement par
une réponse biphasique. La premiere phase (1 - 2 heures) dépend de la libération de médiateurs
chimiques tels que, 1’histamine, la sérotonine et la bradykinine. La deuxiéme phase (3 — 6
heures) est soutenue par la libération de prostaglandines, leucotriénes, lysozymes, protéases et
oxyde nitrique (NO) (DiRosa et al., 1971 ; Olajide et al., 1999 ; Posadas et al., 2004). Les
eicosanoides (leucotriénes et prostanoides) induisent la biosynthése d’élastase, collagénase et
d’autres composes. Ces enzymes décomposent les protéines structurales en peptides provoquant
une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire et de la pression
hydrostatique. Cela entraine par conséquent, la formation d’un oedéme et la migration des
neutrophiles vers les tissus endommagés (Havsteen, 2002). Ces derniers produisent des
radicaux libres dérivés de 1’oxygene tels que I’anion superoxyde (O2°-), le radical hydroxyle
(OH") et le peroxyde d’hydrogéne (H202) qui contribuent a la réponse inflammatoire en
causant des dommages cellulaires (Posadas et al., 2004 ; Kumar et Kuttan, 2009).

D’autre part, les cyclooxygénases-2 (COX-2), enzymes inductibles par les cytokines (facteur
de nécrose tumorale alpha (TNFa) et interleukines IL-6 et IL-1B), sont présentes dans les
cellules inflammatoires activees et sont connues pour jouer un role crucial dans I’inflammation
en libérant le médiateur prostanoide (prostaglandines et thromboxane) (Nussler et Billiar, 1993
; Nantel et al., 1999). De méme, l'inductible oxyde nitrique synthase (iNOS) génére de I’oxyde
nitrique (NO) et est considéré comme ayant un réle central dans les réponses inflammatoires
(Fialkow et al., 2007). Il est reconnu que I’expression du iNOS et des COX-2 est maximale au
cours de la deuxiéeme phase (3 — 6 heures) de I’oedéme plantaire (Loram et al., 2007 ; Eddouks
et al., 2012). Cette phase est sensible a la majorité des médicaments anti-inflammatoires

cliniquement efficaces (Vinegar et al., 1969). 1l a été demontré que I’inhibition de la production
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du NO et des prostaglandines par suppression de 1’expression du iNOS et des COX-2 etait
bénéfique dans le traitement des maladies inflammatoires (Sawatzky et al., 2005). A travers
nos résultats, nous avons constaté que les huiles essentielles testées a différentes doses, et plus
particulierement celles de citrus sinensis, T. vulgaris,et santolina chamaecyparissus
possédaient des effet anti-inflammatoires considérable, ce qui leur a permis, a partir de 4 heures,
d’inhiber I’inflammation de fagon hautement significative comparé au groupe témoin . Notre
extrait aura empéché la libération des médiateurs pro-inflammatoires de la phase tardive (3 — 6
heures) en inhibant I’expression des principaux précurseurs (iNOS et COX-2) (Vigo et al.,
2004). De plus, de part leurs propriétés antioxydantes, ces dernieres auraient également pu agir
en inhibant la production des espéces réactives oxygénées (ERO) responsables des lésions
cellulaires (Middleton et al., 2000 ; Preethi et al., 2012).

V.4 Application a la formulation
» Caractérisation physico-chimique

Le tableau 26 résume les résultats du contréle du pH et la viscosité :

Tableau 26 : Les résultats de contréle du pH et la viscosité de formulation « Orthymosan »

Temp Viscosité pH
3% Semaine 6,64
2¢™Me Semaine 6,50
3¢™Me Semaine 6,40
4™ Semaine 6,38
5éMe Semaine 6,26
6™ Semaine 6,10

Nous remarquons que la teneur de pH du gel buvable Orthymosan obtenues apres 45 jours de

production est tres acceptable.

» Evaluation de la stabilité et vieillissement accéléré

Apres 45 jours, la stabilité de notre gel qui resté sous des conditions physiques rigoureuses est

mesuré par l'observation a 1'eeil nue et n'y aucun changement de couleur.
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IV.5 Evaluation du gel buvable par le suivi de paramétre immunologique et

hématologique chez les lapins du laboratoire

IV.5.1 Test antigénique (Ag) pour la détection de covid-19 chez les lapins

Dans les trois tests sur les trois lapins on a obtenu :

i 1 sarscov2
if
B

|

Figure 87 : Résultat de Test antigénique (Ag) (originale 2021)

Les trois tests sont : NEGATIVE a des valeurs 0.16 ; 0.01 ; 0.04

NEGATIF<1.0 POSITIF> 1.0

Positif > 1.0 : -présence de I’antigéene du SARS-COV 2 sur prélévement nasopharynge.

Négatif <1.0 : -Absence actuellement d’antigene du SARS-COV 2
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IV.5.2 Analyse médicale sur les lapins

> Pour le Bilan FNS :

Notre gel a induit une augmentation dans le nombre des globules blancs apres une
semaine de traitement notent que si valeur enregistrer ne dépassant pas la limite supérieure de
la gamme hygiénique de lapins [5-12] ; dans une lere hypothése que notre gel stimuler la
réponse immunitaire et renforcer I’immunité par le récrement d’un nombre important de globule

blancs

Pour le polynucléaire Neutrophiles : notre gel induit une augmentation de % de cette
ligne leucocytaire considére comme une barriere importante dans la défense immunitaire contre

la bactérie et les virus. [35-55]

Par contre les Eosinophiles : A été diminué de ’action de notre gel et sous qui est
bénéfique et avantageux pour le bon fonctionnement de systeme immunitaire ; et pour les

Lymphocyte et Basophiles et monocytes ont été gardé dans I’intervalle hygiénique [0-5]

» Pour le bilan hépatique :

L’analyse d’enzymes Transaminase (ASAT ; ALAT) : A montré que les trois lapins on
des valeurs inféricures a la limite hygiénique ce qu’explique une faible activité enzymatique

avant le traitement ; revalant une insuffisance hépatique chez nous lapins

Apres le gavage dans notre gel orthymosan on constater que le paramétre hépatique
regain I’intervalle hygiénique ALAT L1 L2 [14-80] L3 [55-260] / ASAT

[10-98] [14-113] ce qui explique I’action bénéfique de notre gel sur la fois voir le tableau 27

L’analyse de bilirubine : on constant que de parametre est conserver dans la gamme

hygiénique des lapins ce qui explique de notre gel n’influence sur ce paramétre <20

L’analyse de PAL (phosphate alcaline) : en remarque que notre gel a ramené la valeur
(qu’ont été de sous de la limite hygiénique inferieur) dans I’intervalle hygiénique ; ce

qu’explique un pouvoir correcteur induit par notre géle contre le d’infection hépatique. [10-96]

L’analyse de GGT (gamma glutamyl-transféras) : on constater le méme résultat

bénéfique de notre géle sur le parametre GGT voir le tableau 27.
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En conclusion : on peut dire que notre gel doté d’un pouvoir hépato correcteur et hépato

protectrice primordial ; est cette concorde avec la publication spécialise (Dalila Massoudi et

All 2018).
Tableau 27 : Présenté le bilan hépatique
o Avaat o ApRS
Lapin 1 -2 -2 5 8 33 49 9 45
Lapin 2 7 15 9 104 32 60 9 68
Lapin 3 22 47 16 46 88 144 20 18

» Globules Blanc [10-96]

GLOBULES BLANCS

o -
1 2

Figure 88 : Histogramme représenter les globules blancs des lapins avant (1) et apres (2) le

gavage.

» Globules Rouge

G ROUGE

‘ e
1 2
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Figure 89 : Histogramme représenter les globules rouges des lapins avant (1) et apres (2) le
gavage (Norme normal [4-8]).

» PNN

PNN

48.36666667

22.66666667
1

Figure 90 : Histogramme représenter les Neutrophiles des lapins avant (1) et apres (2) le

2

gavage (Norme normal [35-55]).

» EOSINOPHILE

EO

0.666666667

1 2

Figure 91 : Histogramme représenter les EOSINOPHILE des lapins avant (1) et apres (2) le
gavage (Norme normal [0-5]).
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» PLAQUETTES:

PLQ

500.6666667
1 2

Figure 92 : Histogramme représenter les plaquettes des lapins avant (1) et apres (2) le gavage
(Norme normal [290-650]).

D’apres ce résultat on peut recommander notre gel comme un traitement contre 1’infection
bactérien et viral ainsi que I’infection respiratoires causé par le covid 19 ; puisque les
publication spécialisé prouve 1’ingrédient forment notre gel ; prisent une barriére contre la
pénétration le covid dans la cellule telle que le travail de (Bellavite & Donzelli, 2020).que a
montrer que I’hespéridine ce lie 1égant du coronavirus et empécher se dernier d’entre dans la

cellule .Voir la figure
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Figure 93 : Schéma représentant le pouvoir inhibiteur de 1’hespéridines contre le coronavirus
(SARS-CoV-2) covid-19 (Bellavite & Donzelli, 2020).
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Conclusion

CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressées a ’extraction et a la récupération des
extraits de Citrus sinensis, thymus vulgaris et santoilna chaemaparecessus et de leurs
associations par une macération, a déterminer leurs compositions chimiques, a I’étude de

I’activité antibactérienne.

L’obtention des extraits par la macération en utilisant des solvants différents reste une
méthode simple et efficace, et donne des rendements intéressants. Le calcul des rendements
moyens des extraits proviennent des plantes nous a révélé des valeurs importantes pour Citrus
sinensis par rapport T.vulgaris. Alors que le rendement des extraits d’'une méme plante varie

selon la nature de solvant utilisé.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits ainsi que leurs mélanges a été
déterminée sur 9 souches microbiennes selon la méthode de diffusion de disque et cylindre.
Cette technique a montré que tous les extraits étudiés possédent un effet inhibiteur contre certain
souches testées. Ces souches ont présenté une sensibilité importante a I’action des extraits

surtouts la souche de staphylococcus épidermidis entre Diamétrel7-41mm.

D’apres nos résultats, 1’activité antimicrobienne a ét¢ modifi¢ selon les solvants utilisés,
1’éthanol s’est révélé étre un bon solvant pour 1’extraction des composés actifs antimicrobiens.
Par conséquent, les extraits ethanoliques purs de Curtis sinensis, thym vulgarise et santolina
chaemaparecessus ce de leur association ont été choisis car ces extraits possédent la meilleure

activité antimicrobienne.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les
résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité, donc cette plante contient des

molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants.

Quant aux résultats enregistrés des tests de 1’évaluation de 1’effet anti inflammatoire des
extraits éthanolique de Cirtus et thymus et santolina montre que les extraits ont un pouvoir

énorme ce qui a été confirmé par la comparaison des résultats avec Déclofinac et ces extraits.
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Conclusion
Perspectives

Gréce a cette thése est possible de reconnaitre que beaucoup de travail reste encore a faire

et plusieurs parties ont besoin d'étre étudie.

D’aprés nos résultats, 1’association entre cutris, thym et santolina a montré une
potentialisation de 1’effet inhibiteur contre les souches testées. Donc il nécessite d’autres etudes

pour voir I’effet de 1’association d’autre plantes médicinales.

En se basant sur cette étude, et pour bien comprendre l'activité antimicrobienne de ces
plantes, il est recommandé de déterminer le mode d’action pour chaque composant et les

mécanismes de l'activité antimicrobienne contre les bactéries pathogénes et les champignons.

Et enfin, il faut déterminer des autres activités biologiques de Curtis sinensis, thym vulgarise et

santolina chaemaparecessus et a I’exemple de I’activité anticancéreuse et antidiabétique.
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ANNEXES

ANNEXE A :

1. Les milieux de culture utilisée :

Eau physiologique :

Chlorure de sodium..................... 8.5

PEPIONE ... 0.5¢

BaU diStill@ ..o 1000 ml

EXtraits de boeul........covveiieiiie e 29
Hydrolysat de CaSEINe .........cccerveieerieie e 1759
AMIAON MAIS...ctiiiii it 1.5¢
AN e 179
Bau diStillé .........ooeeieieicie e 1L
PH s 7.5

Gélose Chapman :

PEPLONE ... 10 g
Extrait de beeuf........cccooeiiiiiiiiiie e 1g
Chlorure de sodium ........cocoiiiiiinieeeee s 75¢
MaANNIEOL ... 109
Rouge de phénol..........ccccveeieieneies e, 0.025¢g
AN e 15¢
Bau distillé ..o 1L
PH 74

Gélose de SABOURAUD :

PEPIONE ..o 109
DEXIIOSE ...vvieiiiie ettt 209
ChlorampheniCol ..........ccov e 059



2. Définitions

Tween 80 Ou Polysorbate 80, Monoléate de sorbitane polyxyethylene, le polysorbates
80 est un produit synthétique fabriqué a partir de sorbitol (E420), en effet est un tensioactif non
ionique d'origine végétale utilise comme un excellent solubilisant pour les huiles essentielles et
a de bonnes fonctions en tant qu'agent mouillant, modificateur de viscosité, stabilisant et agent
dispersant. Il est utilisé pour préparer une grande variété de produits dans les industries

alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, textile et métallurgique
3. Les antibiotiques

L’amoxicilline : C’est un antibiotique de la famille des béta-lactamine, indiqué dans le
traitement a des infections bactérienne a germe sensible, leur mécanisme d'action bactéricide
en inhibant la transpeptidase, enzyme essentielle, présente sur la membrane cytoplasmique, qui
commande la synthése du peptidoglycane ou muréine, constituant essentiel de la paroi des

bactéries a Gram négatif et a Gram positif.

Diclofénac : Le diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) dérivé de
I'acide phénylacétique du groupe des acides arylcarboxyliques. Il posséde les propriétés
suivantes : activité antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et inhibition de courte durée

des fonctions plaquettaires



ANNEXE B :

Matériels et produits chimiques

1- Matériel du laboratoire

>
>

YV V V V

>

Spectrophotometre UV/visible type lambda 25 Perkin Elmer.

Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation
des milieux de culture.

Autoclave pour la stérilisation des solutions et les milieux de cultures.

Rotavapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de 1’extrait.

Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation
des milieux de culture.

Filtres stériles (whatmanfilterpapers) a porosité de diametre de 150mm utilisé pour
la filtration de homogénat/filtrat et la solution.

Disque imbibé Schleicher &Schuelld 9 mm pour I’antibiogramme.

Toutes les pesées sont effectuées a I’aide d’un Balance a précision de type Denver
avec I’incertitude de d=0,1 mg.

Bain marie pour chauffer un récipient dans un bain d'eau en fonction de la température
souhaitée

Pour I’utilisation microbiologique on a utilisé VVortex de type VELP.

Etuve utilisé pour I’incubation des microorganismes.

Fisher-Lilly (Antibiotic Zone Reader) utilisé pour mesuré les zones d’inhibitions
Verreries : ballons, fioles, entonnoirs, béchers, tube a essai, Pipettes, erlenmeyer,
ampoule a décanter,

Homogénéisateur de type (IKA T 25 ULTRA-TURRAX) pour homogeénéiser les
compositions dans la formulation du gel buvable.

Viscosimeétre de type BROOK FIELD pour mesurer la viscosité du gel.

2- Les produits chimiques et les solvants

-Ethanol 96% *DPPH

«Acétone *Twin 80

-Eau distillée » Gomme xanthane
«Mueller Hinton *Soja Agar

-Eau physiologique 0.9% *NAOH



-Sulfate de magnesium (MgSO4) «Saccharose *Arome d’orange

- Benzoate Sodium « Para Hydroxybenzoate de Méthyl
« Acide ascorbique (vit C) « Huile végétale de menthe poivrée
- Glyceérol » Gomme xanthane

ANNEXE C : separation liquide-liquide
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Figure : La décantation (séparation liquide-liquide)



ANNEXE D
Les spectres suivants non identifient
Santolina :

Temps de rétention t =23.97mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Fig.1 Spectre masse dont le temps de rétention 23.97mn.

Temps de rétention t =23.97mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Fig.2 Spectre masse dont le temps de rétention 23.97mn.



a) Temps de rétention t =24.68mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Fig.3 Spectre masse dont le temps de rétention 24.68mn.
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Fig.4 Spectre masse dont le temps de rétention 30.10mn.

Temps de rétention t =39.81mn
, 14-Jun-2021 + 10:04:40
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Fig.5 Spectre masse dont le temps de rétention 39.81mn.



