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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, 'homme a utilisé les plantes trouvées dans la nature pour
soulager et guérir des maladies (Sanago, 2006).

La phytothérapie est I’'une des vieilles médecines du monde. Elle représente une alternative
intéressante pour traiter et soigner sans crée de nouvelles maladies. L’utilisation des plantes
en phytothérapie est tres ancienne. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ
65 -80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses
besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne (Jiofack et al., 2009).

La communauté scientifique ne cesse de mettre en évidence le rdle du processus oxydatif
induit par les especes réactives oxygénées (ERO). Les oxydants en question, sont a ’origine
directe de différents états pathologiques tels que le vieillissement et le cancer et indirecte par
la peroxydation des lipides des denrées alimentaires. Quel que soit le cas, le risque est aggravé
avec I’accumulation de ces molécules dans 1’organisme en aboutissant a une chaine
réactionnelle radicalaire qui dégrade les molécules vitales biologiques a savoir I’ADN, les
lipides, les protéines et les glucides, d’ou I’intérét des recherches entreprises sur les
antioxydants. En effet, les antioxydants naturels font 1’objet de nombreuses recherches par
I’exploitation des métabolites secondaires de facon générale et les polyphénols,
particulierement. Ces composés mis en évidence dans divers travaux s’averent doués de
plusieurs propriétés biologiques ; antioxydantes, anti-inflammatoires et antiallergiques.

Les plantes réputées par leurs utilisations en médecine traditionnelle, se présentent comme
une source intéressante de ces métabolites constitués de plusieurs milliers de composés
différents et dont quelques-uns seulement sont responsables de I’effet thérapeutique ou I’effet
toxique (Hostettmann et al ,1998) .11 est donc opportun de mettre en évidence les principes
actifs de ces plantes afin d’étudier leur efficacité, leur mode d’action, et bien entendu leur
effet secondaire sur la santé humaine.

A travers ce travail, nous nous sommes intéressé d’une part ; a I’extraction des composés
phénoliques d’une plante médicinale locale connue par Mentha rotundifolia . Nous présentons
en premicre partie une synthese bibliographique sur les plantes médicinales, les métabolites
secondaires ainsi que ’activité antioxydante. La deuxiéme partie décrit le matériel et les
méthodes utilisées durant le travail. Alors que la troisieme partie est consacrée a la

présentation des résultats obtenus avec leur discussion.
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I.1.Les plantes médicinales et aromatique
Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulicres bénéfiques pour la

santé humaine, En effet, elles sont utilisées de différentes manieres ; décoction, macération et
infusion. Une ou plusieurs de leurs parties :racine, feuille et fleur (Dutertre, 2011). Ce sont
des plantes importantes en médecine traditionnelle (MTR) dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago, 2006).

Les plantes aromatiques sont appliqués comme tous les végétaux en médecine, en parfumerie,
en cosmétique et pour I’aromatisation culinaire (Bounihi, 2015).

I.2. La famille de Lamiaceae

La famille Lamiaceae (Labiatae) est composée de 236 genres et 7136 especes, et 1'une des
premigres a étre distinguées par les botanistes (Pistrick, 2002 ; Alice et al., 2016), ceci par la
particularité de ses caracteres. Ce sont généralement des plantes herbacées odorantes, a tiges
quadrangulaires, feuilles en général, opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites,
les fleurs pentameres sont généralement réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées
simulant souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des
épis fruit constitué par 4 akenes plus ou moins soudés par leur face interne (Messaili, 1995 ;
Meyer et al., 2004).

La famille des Lamiaceae est tres importante dans la flore algérienne, mais certains genres
sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des especes (Quezel et
Santa, 1963).

1.3. Plante étudiée (Mentha rotundifolia )

1.3.1. Généralité sur la Menthe

La menthe fait partie de Genre « Mentha » appartient a la famille des labiées ou

lamiacées qui est ’'une des plus importantes dans le monde végétal, elle comporte plus de 200
genres et 3500 especes. Originaire d'Europe et de 1'Asie. Cependant, en suivant les flux de
migration, les Menthes sont présentes sur la quasi-totalité des continents. Les menthes se sont
diffusées sur tout le globe jusqu'en Amérique du nord, en Australie, et aussi au Japon
(Talahagcha, 2008).

L’ Algérie, de part sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogenese et de
grandes variations climatiques auxquels s’ajoutent les ressources hydriques, tous favorables

au développement des cultures intensives de la menthe (Boukhatem, 2010).
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Autant les Menthes sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique, autant
elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes intermédiaires
d’origine hybride, qui les relie (Benayad, 2008). Elles sont représentées par 18 especes et
environ 11 hybrides, qui se subdivisent en sous-especes, formes, variétés, sous variétés,
cultivars et sélections (Sutour, 2010).

Les menthes se plaisent sur un sol léger et humide, aiment avoir leurs racines a l'ombre

et leurs tiges au soleil. Ce sont généralement des herbes vivaces , sont toutes caractérisées par
une tige carrée , des feuilles persistantes opposées et dentées, et des racines longs stolons qui
se développent sous terre et donnent naissance a de nouveaux pieds un peu partout aux
alentours, Leur étalement est sans fin. Trés odoriférantes en raison de ’huile essentielle
qu’elles contiennent. Elle atteint une hauteur variant de quelques centimétres a prés d'un
metre , selon les especes. En été, les fleurs regroupées en €pis ronds ou allongés, de couleur

lilas, blanche ou rose, attirent les abeilles (Anton, 2005).

Les feuilles et somites fleuries des menthes étaient utilisés dans des buts thérapeutiques au
16eme et 17eme siecle, Elle aurait des vertus digestives, carminatives, antiseptiques, toniques
et stimulantes. Elle participerait a 1’équilibre digestif et améliorerait le tonus général,
actuellement elles sont employées dans plusieurs domaines.

Dans le domaine alimentaire : pour les préparations des cremes, les chocolats, les bonbons, les
Pates a macher, les desserts, etc.

En parfumerie et cosmétique, les produits a base de menthe ont connu un développement
spectaculaire avec les pates dentifrices, bain de bouche, cremes, rouges a levres, mousses a

raser (El Fadl, 2010).

1.3.2. Présentation de la plante Mentha rotundifolia

Mentha rotundifolia dont le non vernaculaire est « timarssat » en langue arabe, est un hybride
de Mentha longifolia et de Mentha suaveolents (Kokkini et Papageorgiou , 1988 ; Lorenzo
etal., 2002).

1.3.3.Nomenclature
Selon Eberhard et al (2005), les noms communs sont :
-En francais : Menthe odorante ,Menthe simple

-En arabe :Domrane , Chachtron ,Timijo .
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1.3.4.Description botanique

Cette espece est une plante vivace vigoureuse de 25 a 80 cm de hauteur. Elle ne pose

pas de probleme de détermination en raison de la forme de ses feuilles rondes, épaisses et
ridées. L’ensemble de la plante est couvert de poils denses et blanchatres qui la rendent douce
au toucher ; comme toutes les menthes, elle dégage une forte odeur caractéristique qui chez
cette plante rappelle la pomme.

La tige typique des labiées, dresse couverte d’un duvet épais ; rhizome ramifié est a section
carrée. Les feuilles sessiles, ovales a presque rondes, au plus 4,5 cm de long et 3 cm
d’épaisseur de couleur vert vif et Iégerement duveteuses. Les fleurs blanches ou mauves claire

de Smm de long sont rassemblées en épis terminant les rameaux (Bézanger-Beauquesne ;

1986) (Figure 01) .

Figure 1 : Photo des parties aériennes de la plante Mentha rotundifolia (Seladji,2015)

1.3.1.5.Habitat et origine

La Mentha rotundifolia est une plante vivace que I'on trouve fréquemment au bord des chemins,
dans les fossés ou autres lieux humides et inondé. Elle se rencontre dans toute la méditerranée

sauf Chypre et I'Europe (Haddouche,2010).
1.3.1.6.Classification botanique
Selon Quezel et Santa, (1963), la plante est classée comme suit :
* Reégne : Végétal
e Embranchement : Phanérogames
e Sous-embranchement : Angiospermes
e C(Classe : Dicotylédones
® Sous classe : Gamopétales
e Ordre :Lamiaceae

e Famille :Lamiaceae
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e Gentre :Mentha

e Espéce :Mentha rotundifolia L.
1.3.1.7.Utilisation thérapeutique et emploi

La Mentha rotundifolia possede des effets sédatifs, myorelaxants, anticonvulsivants et non
toxique aux doses thérapeutiques, c’est ce qui ressort des travaux réalisés sur une batterie de tests
utilisés en psychopharmacologie par des scientifiques (Hadouche, 2010). Dans la pharmacopée
traditionnelle, elle est utilisée comme analgésique en infusion, compression. Antiseptique en
infusion (voies respiratoire et digestives) et bactéricides pour purifier I'eau. Elle est utilisée
contre la grippe et le rhume, contre la nausée, contre les maux de dents, piqures d’insectes
rafraichissant ( Brada et al., 2007).

En Algérie les feuilles et les tiges sont consommées généralement en décoction par voie orale
contre les troubles et les coliques digestives, contre le vertige et le refroidissement et les feuilles
séchées sont employées comme laxatif .Elle est également utilisée en culinaire dans les boissons
(alcools, liqueur, sirop, vinaigre), les condimentaires (grillades, salade, accompagnement des
viandes, des légumes), les desserts (accompagnement des fruits, glaces, aromatise, les
confitures), les sauces et les pains. Son feuillage frais ou sec est également utilisé pour

aromatiser le thé (Haddouche, 2010).




Chapitre 11 :

Les métabolites secondaire
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I1.1- Généralité

Les plantes posseédent des métabolites dits « secondaires »par opposition aux métabolites
primaires qui sont des protéines, des glucides et des lipides.

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes : les

composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une
trés grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme d’activités en

biologie humaine (Mansour, 2009).

I1.2. Les polyphénols

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de
plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes
un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Figure 02)

(Hennebelle et al., 20

OH

Figure 02 : Structure du noyau phénol (Achat, 2013).
Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999 ;
Tapiero et al, 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
En effet, les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la plante,
ils sont ainsi impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions
symbiotiques...), dans les mécanismes de défenses de la plante (interactions biotiques et
abiotiques) ou en corduans la coloration des fleurs. Par ailleurs, ils sont bénéfiques pour
1‘homme vis-a-vis de certaines maladies de par leur action sur le métabolisme humain et leur
propriété antioxydante (Michel, 2011).
I1.2.1.Classification des polyphénols
En se basant sur le nombre d’atomes de carbone dans un polyphénol et aussi le type de son

squelette, différentes classes de polyphénols sont distinguées, parmi lesquelles sont citées les

<
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catégories suivantes :

anthocyanosides (Belyagoubi, 2012).
Le tableau 01 présente certaines de ces classes avec leurs structures chimiques

Tableau 01 : Classification des composés phénoliques (Belyagoubi,2012)

acide phénolique, acétophénones, flavonoides, tannins, coumarines et

Classification Squelettes | Exemple Structure Origine

des polyphénols

Acide phénolique Cs- C1 Acide gallique HO, Feuilles de
thé

Acides Ce- Cs3 Acide p- Tomate , ail

hydroxycinnamiques coumarique

Coumarines Ce-C3 Omblliférone Carrote

Lignanes (Ce- C3)2 Entérodiol Lin

Stilbénes Ce- C2- Cs | Resveratrol Raisin

Flavonoides Ce- C3-Co | kaempférol Fraise

Tannins (Ce- C3- Procyanidine Raisins

C6)n

I1.2.2. Biosynthese des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétique (voie de Shikimate et voie des

phénylpropanoides).
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I1.2.2.a. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques ,elle joue un rdle critique
pour contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Laaboudi, 2012). L’origine
biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant de 1’acide
shikimique Cette voie shikimate est a I’origine de la formation des acides aminés aromatiques
(phénylalanine et tyrosine) dont la désamination conduit a la formation des acides
cinnamiques et p-coumarique et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoique,

acétophénone, lignanes, lignines et coumarines (Bruneton, 1993). (Figure 03).

COOH COOH
TNH, I
Phénvialanine Acide cinnamigue
COOH l COOH COOH COOH COOH
- g~ NH: I l l
i = ) = U __ = L. == 1 7
g A TAL ] OH - OMe MeO™ ™ OMe
OH J)H OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acide caféique Acide férulique Acide sinapique

PAL : Phénylalanine Ammonia-Lyase ; C4H : Cinnmate 4-Hydroxylase ; TAL : Tyrosine
Ammonia-Lyse.

Figure 03 : Biosynthese des composés phénoliques par voie Shikimate (Crozier et al., 2006).
I1.2.2.b .La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus
important apres la cellulose (Harrar, 2012) .De plus, la diversité structurale des composés
polyphénoliques due a cette double origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité
d’une participation simultanée des deux voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte

(Martin et Tsitohaina, 2002).
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I1.2.1.Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, IIs sont incolores et plutot rares dans la nature (Haslam, 1994). Ils se divisent en
deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés
de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).

IIs ont des effets antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire et chélateurs (Bruneton,
1999).

I1.2.1.a.Acide phénols dérivée d’acide benzoique

IIs sont des hydroxy-benzoiques et ont une structure générale de base de type (C¢-C) (Figure
04), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012). Les

plus répandus sont : 1’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

O
©/I\ OH

Figure 04 : Acide benzoique (Pawlowska et al., 2006).

I1.2.1.b.Acide phénols dérivés d’acide cinnamique
Les acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique (Figure 05) sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, I’acide férulique, 1’acide p-coumarique et

I’acide synaptique (Haslam, 1994).

Figure 05 : Acide cinnamique (Gorham, 1977).

11.2.2.Flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, « jaune > > en latin) sont les principaux métabolites

secondaires végétaux (Ralston et al., 2005). IIs constituent un grand groupe de composés

0
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phénoliques ayant une structure benzo-y-pyrone et sont omniprésents dans les plantes. Ils sont
synthétisés par voie des phénylpropanoides (Winkel-Shirle, 2000). IIs se trouvent a la fois
sous forme libre ou sous forme de glycosides, en général dans toutes les plantes vasculaires,
ou ils peuvent étre localisés dans divers organes comme les racines, les tiges, les feuilles, les
fleurs et les fruits (Havsteen et al, 2002). Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été
identifiés, dont beaucoup sont responsables des couleurs attrayantes de fleurs, de fruits, et des
feuilles (Nijveldt et al., 2001 ; Batra et Sharma, 2013).

Les flavonoides ont été désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a
normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut abandonnée
lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la définition officielle
des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux flavonoides (Harrar,
2012).

I1.2.2.1.Structure chimique des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, par conséquent, il posseéde tous un
méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué¢ de deux noyaux aromatiques
(noyaux A et B) et d’un hétérocycle central C (Figure 06) (Erdman et al., 2007).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée
d'hydroxylation et de méthylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C,-Cs, du groupe 3-O

et la fonction 4-oxo (Yaol et al., 2004).

Figure06 : Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007; Stefk, 2011).

I1.2.2.2.Classification des flavonoides

Le tableau 02 présente les différentes classes des flavonoides

<
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Tableau 02 : Différentes classes des flavonoides (Nkhili, 2009).

Flavonols

oH O

R=R’"=H: Kaempférol

R=0OH., R* = H: Quercétine

R= (OCH s, R’ = H: Isorhamnétine
R=R"= OH: Myricétine

Flavones

O (=]
R=R"=H: Apigénine
R= OH, " = H: Luté&oline

R=R "= {CHs3: Tricine

Flavan-3-ols Flavanones
F= =
O o
HO (=] O HO. La O
=
L N -
oOH OH >
N _ R=— H : Naringénine
R=R"=H : Afzeléchine
_ R= OH : Eriodictyol
FR=0H, R = H : Catéchine
R = R™=— 0OH : Gallocatéchine
Flavanonols Anthocyanes

oOH

R=0OH, R =H: Taxifoline
R= OH, RR"= OH: Ampcloptol

R =R’=H : Pélargonidine
R=0H, R’ =H : Cyanidine

R =OCH;, R” = H : Péonidine

R =R’= OH : Délphinidine

R = R’ =0CH; : Malvidine
R=0H, R”=0CH; : Pétunidine

R = H : Butéine
R = OH : Okanine

Aurones

R =R’ = H: Sulphorétine
R =0H, R = H: Aureusidine
R =H, R* = OCH3: Leptosidine

I1.2.2.3.Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV, elles sont également

impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et

virales. Agissent comme des pigments ou des Co-pigments. Peuvent moduler la distribution
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d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre
les bactéries symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote
moléculaire. Agissent sur la régulation de I’élongation des tiges et interviennent dans la
maturité des fruits. Sont a ’origine des golts amers et astringents afin de repousser les
animaux herbivores (Harrar, 2012).

I1.2.4.4.Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des molécules de
défense contre les organismes pathogenes, leurs propriétés ont été exploitées comme agent
antimicrobien . On leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,

antiallergiques et anticancéreuses. Ils ont également des actions positives sur le diabete, les

maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Saffidine, 2015).
I1.2.3.Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). Ces composés naturellement
produits par les plantes et se caractérisent par leur facilit€é a se combiner aux protéines
(Makkar, 2003 ; Mangan, 1988 ; Mcsweeney et al., 2001).Grice a la présence de plusieurs
groupements hydroxyles phénoliques (Khenaka, 2011), Aussi a d’autre polymeéres
organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des alcaloides, pour
former avec eux des complexes stables (Haslam, 1998). IIs sont tres répandus dans le regne
végétal, mais ils sont particulierement abondants dans certaines familles comme les coniféres,
les Fagacée, les Rosacée (Ghesterm et al., 2001). Ils peuvent exister dans divers organes :
I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains (Khanbabae et Ree, 2001). En
général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de I’acide
phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la

molécule (Rira, 2006).
I1.2. 3.1.Classification des tannins

I1.2.3.1.a.Tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont des hétéropolymeres possédant un noyau central constitué
d'un polyol, il s'agit souvent d'un D-glucose ; comme leur nom l'indique, ces substances
s'hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes (telle que la
tannase) pour donner des glucides et des acides phénoliques (Figure 07) (Leinmiiller et al.,

1991). IIs sont facilement scindés par les tannases en oses et en acide phénol. Selon la nature
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de celui-ci, on distingue : les tannins galliques (Gallotanins) qui donnent par I'hydrolyse des

oses et de l'acide gallique et les tannins ellagiques (Ellagitanins) qui sont scindés par les

enzymes en oses et en acide ellagique (Paris et Hurabielle, 1981).

Ho

HO

on

<5

O ~C

Oo-CO

on

on

oo~

<O

HO :©
HO ~Nco - fc%/

=

oM

“"&ou
on

on

oM

OoH

Figure(7 : Structure chimique des tannins hydrolysables (Antoine, 2008).

11.2.3.1.b.Tannins condensés

Ce sont des tannins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques), ils sont

plus complexes que les tannins galliques (Figure 08), ils posseédent un squelette phényl-2-

chromane de flavonoides (Alilou, 2012). Il est admis aujourd’hui que ces tannins sont

constitués par un mélange de produits de polymérisation oxydative de catéchines (flavan-

3- ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles).On peut les qualifier encore de tannins

flavaniques (Richter, 1993).

Figure 08 : Structure chimique des tannins condensés (Macheix et al., 2006).

I1.2.4.Coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne végétal, elles sont

des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-7-

cinnamiques (Benayache, 2005). Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et

dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides)

sont plus ou moins solubles dans I’eau (Bruneton, 1999).
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La coumarine et ses dérivés ont des actions phytobiologiques (Hostettmann, 1992),

bactériostatiques et antifongiques (Rufini et Sampaolo, 1977). Ils ont un effet

antioedémateux (Hoult et Paya, 1996). (Figure 09)

@]

Figure 09 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

I1.3.Terpenoides (isoprénoides)

Ce sont des hydrocarbures de structures tres diverses (acycliques, monocyclique,
bicyclique) constituant une chaine plus au moins longue. Les molécules de cette famille sont
formées de 1'assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques, unité composé de cinq
carbones isopréniques de formule brute (CsHs) ( Allenger et al, 1975).

Les isoprénoides regroupent a la fois des molécules de faibles poids moléculaires,

volatiles et composants principaux d’huiles essentielles, et des molécules hautement

polymérisées (Antoine,2008) (Figure 10).

H.C™ CHo

CHg

Figure 10 : Structure d’isoterpenoide (Antoine, 2008).

I1.4. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin
et de structure complexe (noyau hétérocyclique).On les trouve dans plusieurs familles
des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et I'alcool et ont un gout

amer et certains sont fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).




Chapitre 111 :

Activité antioxydante
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III.1. Activité antioxydante

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde posseédent des vertus
thérapeutiques car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement dans
I’organisme (Iserin, 2001).

Depuis I’antiquité, les plantes aromatiques furent utilisées le plus souvent par les parfumeries.
Cependant, durant ces derni¢éres décennies, elles sont devenues sources d’antioxydants
naturels et d’agents antimicrobiennes (Bandonéon et al, 2000).

L’activité antioxydante d'un composé correspond a sa capacité de résister a I’oxydation. Les
antioxydants plus connus sont : la B caroteine (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol, la quercétine, la rutine et le ricnogénol. La plupart des antioxydants de
synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydrox phénoliques dans leurs
structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de ces
composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH") ou super

oxydes (O;") (Bartosz ,2003).
II1.2. L’oxydation et le stress oxydatif
II1.2.1. L’Oxydation

L’oxydation fait partie des réactions d’oxydoréduction qui transferent des électrons d’une
substance vers un agent oxydant. Bien que les réactions d’oxydation soient nécessaires a la
vie, elles peuvent aussi produire des radicaux libres qui entrainent des réactions en chaine
destructrices (Hamzaoui, 2010).

II1.2.2. Le stress oxydatif

Selon Hamzaoui (2010), le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la
génération des radicaux libres (espéces réactives de I’oxygene / ERO) et la capacité du corps a

les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs.
II1.3. Les radicaux libres et les antioxydants

II1.3.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant fort.
Il se différencie par la présence d’un électron non apparie sur la couche de valence. On
distingue des radicaux libres primaires a savoir : I’anion superoxyde (O,), le radical hydroxyl
(OH), le monoxyde d’azote (NO") et les radicaux libres secondaires tels que 1’oxygene
singulet ('0,), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,), et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment
par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule avec

I’¢lévation de la consommation d’oxygeéne (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs
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mécanismes et systeémes responsables de la production des radicaux libres ont été identifiés
jusqu’a présent (Figurel), parmi eux nous citons :

[1 Des fuites d’¢électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

(Aurausseau, 2002) ;

[J Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Milan,

2004 ; Van Antwerpen, 2006)

[J Du systéme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion (Li

et al, 2002 ; Valko et al, 2004 ; Valko et al, 20006) ;

[1 D’exposition a des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la

Pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Tamer, 2003).
Certaines maladies génétiques causent une perturbation de radicaux libres ou une efficacité

réduite du systeme de défense. Une surproduction de radicaux libres a ét€ observée lors des

maladies d’Alzheimer et de parkinson (Delattre, 2005 ; Hamzaoui, 2010).
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Figure 11 : Origine de production des différents radicaux oxygénés et d’especes

réactives d’oxygene (Favier, 2003)
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I11.3.2. Implications pathologiques des especes réactives

L’intéraction entre les des ERO avec les différentes molécules biologiques conduit a
’altération de ’homéostasie de I’organisme. Ceci fait que le stress oxydant intervient dans de
nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associé a des complications de
I’évolution.

De plus, la plupart des pathologies liées au stress oxydant apparaissent avec 1’age car le

vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

des EOR (Favier, 2003).

*Principales affections liées au stress oxydant

Le stress oxydatif provoque plusieurs pathologies a savoir : Maladies neurodégénératives :
Alzheimer, Parkinson, épilepsie. (Hwang, 2013) ; Maladies du foie : fibrose, cirrhose,
carcinome hépatocellulaire. (Pizza et al, 2013) ; Maladies cardiovasculaires : Athérosclérose,
hypertension. (Cardenas-Rodriguez, 2013) ; Maladies respiratoires : bronchospasme aigu,
emphyseme, asthme. (Shin et al, 2013) ; Maladies auto-immunes : arthrite rhumatoide. (De
Marchi et al, 2013) ; Maladies de I’ceil : la cataracte. (De Marchi et al, 2013) ; Diabete
(Kusano et Ferrari, 2008 ; Subedi et al., 2012) ; Cancer (Chakraborty et al, 2007).

I11.3.3. Les antioxydants

I11.3.3.1. Définition

D’apres Helliwell (1994), un antioxydant est toute molécule endogene ou exogene présente en
faible concentration et qui est capable de prévenir et de retarder et aussi de réduire I’ampleur

de la destruction oxydante de biomolécule.

II1.3.3.2. Classification des antioxydants

Pour controdler la production permanente entre des especes réactives ; les organismes vivants
possedent des systemes de défense qui les protegent des dommages de ces radicaux (Rajesh
etal, 2013).

Ces antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits
par ’organisme, ce sont les antioxydants endogenes ou proviennent de 1’alimentation ou la

médication et sont alors des antioxydants exogenes.
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I11.3.3.2.1. Antioxydants endogénes (enzymatiques et non enzymatiques)

a. Antioxydants enzymatiques
Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborées par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux. Elles

sont présentes en permanence dans I’organisme mais leur quantit¢ diminue avec 1’age

(Mikael et al, 2004).

*Catalase (CAT)
D’apres Valko et al (2006), la catalase est une enzyme localisée essentiellement dans les
peroxysomes permet de convertir deux molécules de peroxyde d’hydrogeéne en dioxygene et

molécule d'eau selon la réaction suivante :

H,0,“*T 2H,0+0;

*Superoxyde dismutase (SOD)

Catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en hydrogeéne peroxyde et en dioxygene

comme suit :

2GSH+ R-OOH 5°° R.OH+ GS-SG+SG+H,0
2GSH+H,0,_ GS-SG+2H,0

GSH : Glutathion réduit

GS-SG : Disulfure de glutathion oxydé.

Il existe chez I’étre humain trois isoformes de (SOD) a cofacteurs métalliques (Cu, Zn-
SOD) ;(Mn-SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landais et al,
2005)

*Glutathium peroxydase (GPx)
C’est une enzyme a cofacteur de sélénium se localisant dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité, la dégradation des peroxydes organiques en peroxyde

d’hydrogene (Valko et al, 2006) selon la réaction au-dessous :
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Disulfure de glutathion + NADDPH + H *— 2Glutathion + NADP x.

b-antioxydants non enzymatiques

Ce systeme comprend plusieurs molécules telles que le glutathion, 1’acide urique et les
protéines de stockage des métaux de transition (Ferritine, Transferrine, lactoferrine,
céruloplasmine) (Savini et al, 2013). La liaison de la transferrine (protéine chélatrice) avec
deux atomes de fer ferrique par molécule a pH physiologique qui rend ce métal incapable

d’étre impliquer dans les mécanismes d’oxydoréduction générateurs de radicaux libres.

I11.3.3.2.2. Antioxydants exogenes

Les antioxydants exogenes sont largement utilisés dans les aliments comme aditifs dans le but
de prévenir la rancidité. Ils sont des antioxydants non enzymatiques capables seulement de
neutraliser un radical libre par molécule tel que : les vitamines C et E ; les caroténoides ; les

composés phénoliques et les flavonoides (Svoboda et hampsonn, 1999 ; valko et al, 2006).

a. Vitamine E :

Plus de 50% de la vitamine E se trouve dans les tissus adipeux, le caractere hydrophobe de
cette vitamine lui permet de s’insérer au sein des membranes biologiques riches en acides gras
polyinsaturés, ou elle joue un role protecteur efficace en empéchant la propagation de la

peroxydation lipidique induite par les especes réactives (Papas, 2008 ; Yang et cléments,

2013).

b. Vitamine C

La vitamine C est essentielle pour I’homme, car elle a plusieurs critiques comme un cofacteur

enzymatique et un antioxydant (Kim et al, 2013).

c. Caroténoides

Les caroténoides sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OH et peroxyle
RO. IIs sont donc susceptibles d’inhiber les chaines de peroxydation lipidique. Les
caroténoides peuvent aussi capter 1’oxygeéne singulet, ce qui leur permet d’exercer une

protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets (Gardés et al, 2003).
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d. Polyphénols

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydante (Zhu et al, 2012), qui est due a la
présence d’un nombre important de groupements hydroxyles phénoliques (Hannan et al,
2012). Les propriétés redox de ces composés leur permettent d’agir en tant qu’agents
réducteurs ,donateurs d’hydrogeéne et ¢liminateurs de I’oxygene singulet .Certains montrent
des propriétés chélatrices de métaux (Proestos et al,2013) et d’autres peuvent empécher la
production enzymatique des ERO telles que I’inhibition de cyclooxygénase ,lipoxygénase et
cytochrome P450 (Ferguson,2001).De méme ,augmenter 1’expression des enzymes qui ont
une activité antioxydante telles que la glutathion peroxydase ,la superoxyde dismutase,

catalase (Jayasena et al,2013).

e. Antioxydants synthétiques
Les antioxydants Sont utilisés dans l’industrie alimentaire afin d’éviter 1’oxydation des

lipides (Olmedo et al, 2013) et de conserver les aliments pour le stockage et le transport

prolongé (Olszewski et al, 2010).

I11.3.3.3. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

A cause de la propriété essenticlle de 1’antioxydant (piégeur des radicaux libres), plusieurs
méthodes ont été¢ mises en évidence pour évaluer I’efficacité de I’antioxydant a piéger les
radicaux libres, il existe deux groupes selon deux mécanismes :

*soit par le transfert d’atome d’hydrogéne (HAT).

*soit par le transfert d’un simple électron (SET) (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al,
2005).

11 faut se noter que ces deux réactions peuvent se produire en paralléle et qu’elles sont parfois

difficiles a distinguer (Prior et al, 2005).

Les techniques du premier groupe (HAT) sont employées pour évaluer la peroxydation
lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette
propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 1I’oxydation (Sanchez-Moreno
et Larrauri, 1998).

Alors, les méthodes du deuxieme groupe (SET) sont celles qui interviennent dans la mesure
de L’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogene (H,0,), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (OH), des anions
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Superoxyde (O.,), du peroxyle (ROO) et de I’oxyde nitrique (NO) (Sanchez-Moreno, 2002)

Parmi ces techniques, nous citons :

*DPPH

L’activité antioxydant des extraits a ¢ét¢ mesurée in vitro par le 2,2“-Diphényle-1-
picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée
photométrable a 517 nm. La réduction du radical par un donneur d’atome d’hydrogene
conduit a la formation de 2,2-diphényle-1-picrylhydrazine DPPH de coloration jaune-verte.
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

*ABTS

La capacité antioxydant en équivalent Trolox (TEAC) ou le test de décoloration ABTS". Ce
test est basé sur la capacité d’un antioxydant a réduire le radical cationique ABTS" (acide
2,2%-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) de coloration bleue-verte en ABTS
incolore, par le transfert d’un électron singlet par ’antioxydant. Le radical est formé par
oxydation de I’ABTS incolore avec différents composés, comme le dioxyde de manganése
(MnO,) (Miller et al, 1996), la metmyoglobine (Miller et al, 1993), le peroxyde d’oxygene
(H20) ; Cano et al, 2002) ou le persulfate de potassium (Re et al, 1999).

*FRAP

Le test de la réduction du fer est considéré comme un test direct et rapide. Il est utilisé pour
mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques, et déterminer 1’activité antioxydant
des extraits étudies dans un milieu neutre (Oyaizu, 1986). Ce test est basé sur la réduction des
ions [Fe (CN)g]3- (Ferricyanure) a des ions de [Fe (CN)g4- (ferrocyanure) qui donne en

présence des ions Fe2+ une coloration bleu clair, mesurable a la longueur d’onde 700 nm.

*(ORAC capacité du radical de 1'oxygene

*DMPD balayage du radical cation N, N-diméthyle-phenylediamine

*TOSC capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux
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*TRAP Parametre de piégeage du radical total

*PCL méthode photochémiluminescence.




Deuxieme partie :
Etude expérimentale




Chapitre | :

Mateériel et méthodes




Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Biochimie appliquée, Université de M’hamed

Bougara (Boumerdes). Elle a pour but de faire I'extraction des composés phénoliques de la Mentha

Rotundifolia et |’évaluation de son activité biologique (pouvoir antioxydant).

I. Matériel

I.1. Matériel non biologique
Les verreries, les appareillages et les solutions utilisés au cours de la réalisation de ce
travail sont cités dans I’annexe 1.

I.2.Matériel biologique
1.2.1.Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est la partie aérienne de la plante Mentha
rotundifolia d’origine de Jijel qui a été identifiée au niveau de I’Ecole Nationale des Sciences
Agronomique (ENSA), Alger.

I1. Méthodes

L’'ensemble des méthodes et des étapes de notre démarche expérimentale sont résumées dans le

diagramme suivant (Figure 12). -

—
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Figurel2: Diagramme représente les différentes étapes de I'extraction et I'évaluation de
I'activité antioxydante
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I1.1.Préparation de la poudre végétale

> Récolte

La plante Mentha rotundifolia a été récoltée durant le mois de mars 2019 dans la région de
Jijel .

> Séchage

La plante fraichement récoltée, est séchée naturellement a I'abri de la lumiere et de I’humidité

jusqu'a I'obtention d’un poids constant.

> Broyage
Apres séchage la plante est broyée dans un mixeur électrique jusqu’a I'obtention d’une poudre

fine.

I1.2.Extraction solide-liquide (macération)
10 g de la poudre végétale a été mise a macérer dans un erlenmeyer contenant 100 ml d’éthanol.
Apres agitation de 24 heures et filtration, le filtrat ainsi obtenu est concentré al’évaporateur rotatif

puis conservé a 4°C dans des eppendorfs jusqu'a I'utilisation.
Il.3.Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de I'extrait est définit comme étant le rapport entre la masse de I'extrait sec et la

masse de la matiere végétale seche (Falleh et al., 2008), il est exprimé en pourcentage par la

R : Rendement en % (g/g).

formules suivante :

Ou:

M ext : Masse de 'extrait sec (g).

M éch : Masse de la matiere végétale seche (g).

I1.4.Dosage des composés phénoliques

I1.4.1.Dosage des polyphénols
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> Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H 3PMo012040) et phosphomolbidique ( H3PMo012040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Wz0,3) et de molybdene ( MosO23). Cette coloration
bleue dont l'intensité est proportionnelle aux taux de polyphénols présents dans le

milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm (Ribéreau-Gayon et al.,1972).

> Mode opératoire
Nous avons dissous 100 pl d’échantillon dans 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué1/10) et 1 ml
d’eau distillée. Les solutions ont été mélangées et incubées a une température ambiante pendant 1

min, puis on a ajouté 1500 pul de solution de carbonate de sodium a 20% (Na,COs).

Le mélange final a été agité puis incubé pendant 2 h a I'obscurité a une température ambiante.
L’absorbance des échantillons a été mesurée a 760 nm en utilisant un spectrophotometre et les
résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme (g) du
poids sec de la plante (Lisster et Wilson, 2001). Une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant
I'acide gallique comme standard, des concentrations différentes d’acide gallique ont été préparées et

leurs absorbances ont été enregistrées a 760 nm (Figure 13).

1,9 y=0,058x
R*=0,998

Absorbancea 760 nm
(=]
(4]

0 5 10 15 20

Concentration de l'acide gallique(mg/ml)

Figure 13 :Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique .

> Expression des résultats

La teneur en polyphénols des échantillons analysés est calculée par la formule

suivante :
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C : Teneur en polyphénols (mg EAG/g d’ extrait).
C : Concentration de I'extrait (mg /ml).
V : Volume du solvant utilisé pour faire 'extraction (ml).

m : Masse d’extrait sec (g).

ou:

C’= Teneur en polyphénols (mg EAG/g MS).

C= Teneur en polyphénols (mg d’acide gallique/g d’extrait).
P= Poids de la matiére séche (g).

I1.4.2.Dosage des flavonoides

» Principe
La teneur en flavonoide a été déterminée par spectrophotométrie en utilisant une méthode

basée sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium ayant le maximum d’absorbance
a 430 nm (Benariba et al.,2013).

» Mode opératoire
On a mélangé une quantité de 500 pl de chaque extrait avec 2 ml d’eau distillée et par la
suite avec 0,15 ml d’une solution de nitrite de sodium NaNO; a 15%. Apreés 6 min a une
température ambiante, on a ajouté 0,15 ml d'une solution d’AICl; a 10%. Apres 6 min
d’incubation a une température ambiante, On a additionné au mélange 2 ml de la solution de
NaOH a 4% en complétant le volume jusqu’ a 5 ml avec I’eau distillée. Le mélange ainsi
obtenu a été agité et incubé pendant 15 min puis 1’absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm

(Tefiani, 2015).
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Les résultats sont exprimés en milligrammes (mg) équivalent de quercitine (EQ) par gramme

(g) de la matiere végétale seche (Figure 14)

0,06 -
3 y=0,019x
E 005 - R?=0,999
o 004 -
8]
S 003 -
g
3
= 0,02 -
s
=
< 0,01 -
0 )
0 0,5 1 15 2 25 3
Concentration dde quercitine (mg/ml)

Figure 14 :Courbe d’étalonnage de quercitine .
» Expression des résultats

La quantité des flavonoides de 1’extrait étudié est calculée par la formule suivante:
Oou:

C: Teneur en flavonoides (mg EQ/g de MS).
c¢: Concentration de I’extrait (mg/ml).
V : Volume du solvant utilisé pour faire 1’extraction (ml).

m : Masse d’extrait sec (g)

I1.4.3.Dosage des tannins condensés
Principe
Les quantités des tannins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en

milieu acide.
Mode opératoire

Un volume de 50 pl de I’extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol (4
%, m/v) et puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de ’acide chlorhydrique
concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant 20 min.

L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc (Julkunen-Titto, 1985). La concentration




Matériel et méthodes

des tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du

poids de la matiere seche (mg EC/g de MS) a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 15).

0,14 -
=1,527x
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Concentration de catéchine (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’¢étalonnage de catéchine

Expression des résultats

La teneur des tannins condensés de D’extrait étudié est calculée par la formule

C: Teneur en tannins condensés (mg EC/g de MS).

suivante:

Ou:

c¢: Concentration de I’extrait (mg/ml).
V : Volume du solvant utilisé pour faire 1’extraction (ml).

m : Masse d’extrait sec (g).

I1.5.Evaluation de P’activité biologique (pouvoir antioxydant)
11.5.1.Méthode de piégeage du radical libre DPPH

I1.5.1.1.Principe
Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH) , permet de mesurer le pouvoir réducteur




Matériel et méthodes

par le calcul de la ICso des substances anti oxydantes contenues dans un extrait .Au cours de
ce test, ce radical DPPH de couleur violette devient jaune quand il est réduit par un donneur
de proton H*. selon I’équation suivante :

DPPH + AH——> DPPH-H + A
Ou AH est un composé capable de céder un H' au radical DPPH. Cette capacité de réduction est
déterminée par une diminution de I'absorbance induite par des substances anti radicalaires

(Molyneux, 2004) (Figure 16).

- Anti-Oxidant || )
MY, NO) — NSNS =N
—4’ : \ r " - | + \rr
‘ ON Herbal extract \ /7 OUN

Figure 16: Réduction du radical libre (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle) (Boubekri, 2014).

I1.5.1.2. Mode opératoire

50 pl de chaque extrait a différents concentrations sont ajoutés a 1950 ul de la solution du
DPPH préalablement préparée dans I’éthanol. Apres agitation, le mélange réactionnel est incubé
dans I'obscurité pendant 30 min a la température ambiante.

La lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a 517 nm par un spectrophotometre

contre le blanc qui est constitué de 2 ml de DPPH (controle négatif).

Une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions en utilisant I'acide

ascorbique comme controle positif (antioxydant standard).

I1.5.1.3. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante :

*
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Ou:

Do ctrl : Densité optique du contrdle négatif.

Do éch : Densité optique de I’échantillon.

11.5.2. Méthode d’ABTS

Principe

La méthode de radicale ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination de la
concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d'un radical - cation résultant de la

mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3 - éthylbenzothiazoline -

6- sulfonique acide) (MEDJOUJDA, 2012) .
11.5.2.1.Mode opératoire

D’abord, I'ABTS et le potassium ont été dissous dans I'’eau distillée pour former la solution aqueuse
ABTS dont les concentrations finales sont de 7mM et 2,45mM respectivement, on a laissé les
solutions colorées dans I'obscurité a la température ambiante (25°C) pendant 12 a 16 h avant
I'utilisation afin de générer un radical ABTS. Enfin, la solution ABTS a été dilué avec I'éthanol, pour
ajuster I'absorbance de 0,70+0,02 a 734nm. Une solution de trolox (2,5mM) a été préparée dans

I’éthanol .
11.L5.2.2.Expression des résultats

La capacité de balayage de I'’échantillon a été exprimée en pourcentage en utilisant la formule

suivante :

Ou:

Aplank €st I'absorbance du blank contenant uniquement une solution ABTS'.

37
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A cch est I'absorbance de la solution ABTS® aprés I'addition a I'échantillon.
Une courbe d’étalonnage standard a été construite avec différents concentrations du trolox .

la CA a été exprimée en mM trolox (trolox équivalent antioxydant capacity, TEAC).

I1.5.3.Détermination d’IC50
La valeur ICso est la concentration qui assure la réduction de 50 % du DPPH ou ABTS .Elle
est déterminée graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du pourcentage de

réduction en fonction de la concentration (Samarth et al., 2008).
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Resultats et discussion

I1.1. Rendement d’extraction

L’extraction des composés phénoliques de la plante étudiée a été réalisée par un seul solvant
qui est I’éthanol, dont le rendement est calculé par rapport au poids de la matiere seche de la
plante. Ces composés jouent un rdle tres important comme agents thérapeutiques antioxydants
dans le traitement des maladies humaines et les cancers (Moldovan et al ,2014) .

Dans notre étude, 1’extraction par macération a donné un rendement égal 7,01 £ 0,05 % .Ce
résultat est en désagrément avec celui trouvé par Rababah (2015) qui a étudié ’extrait
éthanolique de Mentha rotundifolia provenant de la région de Bejaia ou il a enregistré une
valeur de 14,6 %.De méme, ce rendement est inferieur a celui rapporté par Bouhris et al
(2016) qui ont révélé une valeur de 11,58 % pour 1’extrait méthanoique de la plante étudiée
récoltée dans la région de Jijel Par contre, il est approximativement identique a celui
enregistré par Brahmi et al (2015) qui a travaillé sur ’extrait méthanolique de la méme
espece récoltée dans la région de Bejaia. D’aprés ces résultats, nous constatons que le
rendement d’extraction des composés phénoliques varie d’une région a 1’autre et d’un extrait
a I’autre, cette différence pourrait étre due a la nature du solvant utilisé. El Qualilalami et al.,
(2013), ont attribué cette variabilité a de nombreux facteurs tels que les caractéristiques
physicochimiques et la composition chimique de 1’espece, les conditions environnementales,
la technique d’extraction, le séchage, la période et le milieu de récolte, les pratiques culturales

et ’age du matériel végétal.

I1.2. Composés phénoliques de la plante Mentha rotundifolia

Les résultats de la teneur en composés phénoliques sont représentés dans le tableau 03

Tableau 03 : Teneurs en composés phénoliques dans 1’extrait éthanolique

Teneurs en composés phénoliques (mg EAG /g MS)
Plante Extrait éthanolique
Polyphénols  totaux | Flavonoides (mg |Tannins condensés
(mg EAG/g MS) QEg MS) (mg EAG/g MS)
Mentha rotundifolia
14,04 + 1,52 13,10 £ 0,22 9,31 +£0,91

<
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Selon le tableau 03, il apparait clairement que 1’extrait éthanolique de Mentha rotundifolia
est riche en composés phénoliques a savoir les polyphénols totaux, les flavonoides et les tannins
qui prennent respectivement les valeurs des concentrations suivantes : 14,04+ 1,52 mg EAG
/g MS et 13,10 £0,22 mg QE /g MS et 9,31 0,91 mg EAG /g MS.

Nous observons que la valeur enregistrée en composé€s phénoliques est inferieure a celle
rapportée par Moldovan et al (2014) qui a signalé une valeur de 97,8mg EAG/g MS sur
I’extrait éthanolique de la méme espece d’origine de la Romanie. De méme, elle est inferieure
a celle trouvée en Jordanie par Abuqatuseh L et al (2019 qui a révélé une valeur de 20,56+1,27 mg
GAE /g de I’éxtrait méthanolique de la méme plante. Nous notons aussi que notre résultat est en
concordance a celui obtenu par Ben Abdallah et al (2016) qui ont travaillé sur ’extrait
méthanolique a 80 % de Mentha rotundifolia récoltée dans la région de EL-Tarf.

Concernant les flavonoides, notre résultat est en désagrément a celui signalé par Brahmi
(2015) qui a trouvé une valeur de 3,3 + 0,1 EQ/g MS. De méme, il est non compatible avec
celui cité par Seladji (2015) qui a constaté des teneurs faibles en flavonoides pour les extraits
méthanolique et aqueux de Mentha rotondifulia provenant dela Tunisie correspondant
respectivement aux valeurs 2,09 mg EC/g MS et de 1,97+ 0,04 mg EC/g MS .

Dans le cas des tannins, la valeur enregistrée durant notre travail est largement supérieure a
celle obtenue par Seladji (2015) qui a trouvé des valeurs comprises entre 0,6 et 1,2 mg EAG
/g MS pour I’extrait aqueux contre des valeurs variant de 1,1 au 1,5 mg EC /g MS pour
I’extrait méthanolique.

A partir de cette comparaison, on peut conclure que la variabilité des teneurs en composés
phénoliques chez I’extrait est due probablement a la composition de la plante et la polarité du
solvant utilisé. Selon Ncube et al., (2008), le rendement, la composition, ainsi que la quantité
des métabolites secondaires d’un extrait peut étre influencé par plusieurs facteurs tels que le

temps et la méthode d’extraction, la température polarité du solvant .

I1.3. Evaluation de I’activité biologique

I1.3.1. Pactivité antioxydante
L'efficacité antioxydante peut étre définie comme sa capacité a fixer des radicaux libres. Les

résultats sont illustrés dans le Tableau 04.

<
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Tableau 04 : Pourcentage d’inhibition en pourcentage de l'extrait de Mentha rotundifolia
avec une concentration de 1mg/ml.

Plante Pourcentage d’inhibition (%)
ABTS DPPH
Mentha rotundifolia | 47,09 43,5

Le pourcentage d'inhibition du radical ABTS par les composés phénoliques présentant dans
I’extrait éthanolique de Mentha rotundifolia est de 47,09% tandis qu’il est de 43,5% pour le
DPPH.

Selon tableau 4, les résultats montrent que l'extrait €thanolique présente une activité

antiradicalaire variable contre les deux radicaux testés a une dose de 1mg/ml.

Ce résultat est différent a celui cité par Behlali et Imedjdouben (2018) qui ont évalué le
pouvoir antioxydant des extraits methanolique de la plante Mentha rotundifolia provenant de
deux régions différentes qui sont Jijel et Bejaia ou elles ont enregistré des pourcentages
d’inhibition de 1’ordre de 76,8 % et de 59,81% pour les radicaux ABTS et DPPH
respectivement. Ce faible pouvoir antioxydant pourrait €tre lié a la composition des
composés phénoliques. Brahmi et al (2015) ont également remarqué la forte corrélation entre

les composés phénoliques avec le piégeage du DPPH.

11.3.2. Détermination des IC50

Les valeurs des ICso pour I’extrait ethanolique ainsi que le standard sont élucidées

Dans la figure 17 et le Tableau 05
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition de DPPH par vitamine C.
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Tableau 05 : Les valeurs d’ICs de I’extrait éthanolique

ICsp (mg/ml) ICsp (mM Eq Trolox/g
MS)
Extrait éthanolique de
Mentha rotundifolia 1,15 15,56
Vitamine C
0,031 -
Trolox - 1,27

Ce parametre est utilisé pour estimer 1’activité antioxydante. Plus il est

faible plus I’effet antioxydant est trés élevé (Boumarfegue et al, 2012) .A partir de la
figure 17 et du tableau 05 , il apparait clairement que 1'extrait éthanoique a présenté des
valeurs d'ICsy plus élevées par apport aux standards utilisés. Elles sont de 1’ordre de 1,15
(mg/ml) pour DPPH et 15,56 mM Eq Trolox/g MS pour ABTS, par contre la vitamine C a
donné une valeur de 0,031 (mg/ml) pour DPPH et le trolox a donné une valeur de 1,27 mM Eq
Trolox/g MS pour ABTS. Cela signifie que notre extrait présente une activité antioxydante
cinq fois inférieure a celle de la vitamine C et dix fois inférieure a celle du trolox.

Ces résultats ont montré que I’extrait obtenu a une faible activité antioxydante par rapport aux
résultats obtenus par Nikavar et al (2008) qui ont enregistré, sur I’extrait éthanolique de la
plante Mentha rotundifolia, des valeurs d’ICsy de 21,71 pg/ml pour DPPH et 158,90 ug/ml
pour ABTS. De plus, notre extrait présente un faible effet inhibiteur par rapport au résultat
obtenu par Moldovan et al (2014) qui ont révélé, sur 1’extrait eau-éthanol (30/70) de la
méme espece, des valeurs d’ICso égale a 104,74+1,76 pg/ml pour DPPH.

La variation des résultats d’un extrait a ’autre est due principalement a la différence de la
nature des polyphénols car d’apres Dawidowiez et al (2006), 1’activité scavenger du radical
DPPH dépend de la structure des polyphénols, la présence d’hydrogeéne phénolique et le

nombre de groupements donneurs d’hydrogene.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a ¢té mené dans le cadre de doser les composés phénoliques et 1’évaluation de
l'activité antioxydante de I’extrait ethanolique obtenu par macération des parties aériennes
d'une plante médicinale locale Mentha rotundifolia L.
L’extraction éthanolique de la partie aérienne de la plante Mentha rotundifolia L. a permis
d’obtenir un rendement de 7,01 £ 0,05 %.
En effet, I’analyse quantitative a révélé la richesse de D’extrait éthanolique en divers
métabolites secondaires a savoir les polyphénols totaux, les flavonoides et les tannins. Toutes
ces substances conferent a cette plante des propriétés biologiques tres importantes.
Les résultats de la présente étude, ont révélé aussi que I’extrait de Mentha rotundifolia L.
présente une activité anti radicalaire variable vis-a-vis des radicaux DPPH et ABTS. Cette
activité peut étres expliquée par la richesse de cette plante en molécules antioxydantes comme
les polyphénols qui sont a I’origine des bienfaits de la plante.
Dans le but de mieux valoriser cette plante, il serait intéressant de :

- Faire I’extraction par d’autres solvants tels que le méthanol, I’eau, acétone...etc ;

- Tester d'autres molécules telles que les huiles essentielles et les alcaloides ;

- Evaluer d'autres activités biologiques a savoir I’activité anti-inflammatoire et

[’activité antimicrobienne.
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Annexes

Annexe 1 : Réactifs, appareillages et verreries

Réactifs Verreries Equipements et

appareils

Acide chlorhydrique Eprouvettes Bain marie

concentré Tubes a essai Plaque chauffante

Acide sulfurique concentré Bishers Balance

Propanol Entonnoirs Spectrophotometre

FeCl3 Spatules Réfrigérateur

Mg Pipettes graduées Chronometre

NaCl Erlenmeyer Embouts pour les

NaOH Fiole jaugée Micropipettes

Ammoniaque concentré Verre de montre Etuve

Acétate d’ammonium Flacons en verre Vortex

Ethanol Pince Portoir

Chloroforme Eppendorfs

Anhydride d’acétate

Acide ascorbique

DPPH

Folin-Ciocalteu

Carbonate de sodium

Acide gallique
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Résumé
Mentha rotundifolia L. est une plante appartient a la famille de Lamiaceae. Elle provient de
la région de Jijel .Notre travail consiste d’une part a I’extraction des composés phénoliques
par 1’éthanol, ainsi que leurs dosage et d’autre part a I’évaluation de I’activité biologique
(antioxydante) de I’extrait étudié¢ par deux méthodes (DPPH et ABTS).

La macération éthanolique a donné un rendement d’extraction correspondant a 7,01 + 0,05
%. L'extrait obtenu a présenté des teneurs moyens en polyphénols totaux (14,04 £ 1,51 mg
EAG/g MS), en flavonoides (13,10 = 3,69 mg Eq/g MS) et en tannins (9,31 + 0,91 mg
EAG/g MS).

En outre, I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait éthanolique a révélé un
pourcentage d’inhibition de 47,09 % pour le DPPH et 43,5 % pour I’ABTS correspondant
respectivement a des valeurs d’ICsp de 1,15 mg/ml et de 15,56 mM Eq Trolox/g MS.
Mentha rotundifolia est une plante riche en composés phénoliques et elle présente un pouvoir
antioxydant important.

Mots clés : Mentha rotundifola L., macération, composés phénoliques, activité
Antioxydante,ICs.

Abstract
Mentha rotundifolia L. is a plant belonging to the family of Lamiaceae. It is harvested from
the region of lJijel. Our work consists on the one hand, in the extraction of phenolic
compounds by ethanol, as well as their quantitative analysis and on the other hand, in the
evaluation of the biological activity (antioxidant) of the studied extract by using two
methods (DPPH and ABTS).

As result, the ethanolic maceration gave an extraction yield corresponding to 7.01 + 0.05%.
The extract obtained exhibited average contents of total polyphenols (14.04 + 1.51 mg EAG /
g DW), of flavonoids (13.10 + 3.69 mg Eq / g DW) and tanins (9.31 + 0.91 mg EAG / g DW).

Moreover, the evaluation of the antioxidant activity of the ethanolic extract revealed a
percentage inhibition of 47.09% for DPPH and 43.5% for ABTS corresponding respectively to
IC50 values of 1.15 mg / ml and 15.56 mM Eq Trolox / g DW.

Mentha rotundifolia is a plant rich in phenolic compounds and it presents an important
antioxidant power.

Key words: Mentha rotundifolia L., maceration, phenolic compounds, Antioxidant activity, IC50.



