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Résumé :

Dans cette recherche, nous avons étudié une plante de la famille Lamiaceae
appelée calaminthaofficinalis, qui a ét¢ ramassée dans la ville de Tlemcen. Le but de
ce travail est I’extraction acétonique de 1’extrait brut de toute la plante et la détection
des composés phytochimiques et d’estimer la teneur de cette espeéce végétale, et
I’activité antioxydante.

Ou nous avons travaillé sur le test phytochimique de la plante sur la présence de
composés chimiqueTanin, sapoin, polyphénol, proanthocyanidols, flavonoides; La
premiere phase de la recherche a été consacrée a ’extraction de I’extrait d’acétone
pour la plante, aprés quoi nous avons estimé le rendement 6.6645%.

Nous avons également analysé la quantité de phénols par la courbe graphique
de I’acide gallique R* = 0,974 ainsi que les flavonoides par la courbe du graphique de
catéchine  R? = 0,995, et I’activité antioxydante (DPPH) de valeur IC50 égal :
4.53mg/ml.

Summary :

In this research, we studied a plant from the Lamiaceae family called
calaminthaofficinalis, which was collected in the city of Tlemcen. The aim of
this work is the acetone extraction from the crude extract of the whole plant
and the detection of phytochemicals and to estimate the content of this plant
species, and the antioxidant activity.
Where we worked on the phytochemical test of the plant on the presence of
chemical compounds Tannin, sapoin, polyphenol, proanthocyanidols,
flavonoids; The first phase of the research was devoted to extracting acetone
extract for the plant, after which we estimated th yiel6.6645%.

We also analyzed the quantity of phenols by the graphical curve of gallic
acid R? = 0.974 as well as the flavonoids by the curve of the graph of catechin
R2z = 0.995, and the antioxidant activity (DPPH) of IC50 value equal: 4.53mg /
ml.
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INTRODUCTION

es plantes utilisées en médecine traditionnelle présentent une source

naturelle et renouvelable de métabolites qui peuvent étre utilisés pour

produire de nouveaux médicaments et, par conséquent, le traitement de
divers troubles humains (BahareSalehi Mehdi Sharifi-Rad, RaffaelePezzani, SadeghRajabi,
WilliamN. Setzer, Elena Maria Varoni, Marcello Iriti, FarzadKobarfard, JavadSharifi-Rad,
2018 ; BahareSalehi, Kumar et al., 2018 ; JavadSharifi-Rad, Salehi, Varoni et al., 2017 ;
MehdiSharifi-Rad et al., 2018). Parmi un certain nombre de plantes médicinales, les especes
appartenant au genre Nepeta L. sont largement utilisés en médecine traditionnelle. Ce genre
appartient a la famille des Lamiacées, sous-famille Nepetoideae et tribu Mentheae et ses
membres sont communément appelés « herbe a chat » .Les especes du genre Nepeta sont
largement réparties dans Europe, Amérique du Nord, Asie et Afrique(Asgarpanah, Sarabian et
Ziarati, 2014 ; Saggoo, Srivastava et Grewal, 2011 ; A. Sharma &Cannoo, 2013). Ils se
caractérisent par une apparence et une odeur agréables.Un certain nombre d'especes
appartenant au genre Nepeta sont traditionnellement utilisées comme agents bioactifs pour le
traitement de nombreux troubles. Effets pharmacologiques rapportés pour Nepeta. les plantes
comprennent
antimicrobien,antioxydant,antiinflammatoire,sédatif,relaxant,hypocholestérolémiant,antiasth
matique, carminatif, diurétique, diaphorétique, fébrifuge, vermifuge, herbicide, insecticideet
insectifuges, alors que certaines sources les mentionnent comme traitement topique
pourmorsures de serpents ou de scorpions (Asgarpanah et al., 2014 ; Formisano, Rigano,
&Senatore, 2011 ; Hassan86 Abdallah et al., 2013 ; Mamadalieva et al., 2017 ; Saggoo et al.,
2011;A.Sharma&Cannoo,2013).

L’objectif de cette étude est la détection des composés phytochimiques et d’estimer la
teneur de cette espéce végétale. Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche par une
¢tude qualitative et quantitative des composés chimiques et D’activité antioxydantede

calaminthaofficinalis (nepta).

% Cette étude sera subdivisée en quatre (04) chapitres :
> Dans le premier (01) chapitre : de ce manuscrit, concerne la présentation du
plant ¢étudi¢ (les caractéres botaniques et la systématique...) de
calaminthaofficinalis (nepta)et son usage traditionnel et propriétés biologique.

» Dans le deuxiéme (02) chapitre : nous faisons une étude bibliographique
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e il a un regard simplifié sur les grands groupes chimiques de métabolisme

secondaire des especes de calaminthaofficinalis( nepta )et leurs types.

» dans la troisiéme(03) chapitre : concernant les pathologies intestinales
fréquentes chez ’homme.
» Dans le quatriéeme (04) chapitre: nous avons envisagé la partie
expérimentale qui se déroule en trois axes :
v' Dans le premier axe, nous avons réalisé I’extraction et screening
phytochimiques de quelques composés bioactifs.
v Dans le deuxiéme axe, nous avons déterminé la quantité des composés
phénoliques (phénols totaux, flavonoides).

v Dans la troisiéme axe, concernant 1’activité antioxydante (DPPH).

Enfin, nous avons rapporté les résultats obtenus, les rendements, les composants
trouvés, les teneurs des composés phénoliques et ainsi que leurs discussions et nous finirons

par une conclusion.
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Chapitre I:

Plante meéedicinale

Calamintha officinalis « nepeta ».




CHAPITRE I : Plante médicinales calaminthaofficinalis « nepeta »

I. Présentation de la plante étudiée (Nepeta)

La famille des Lamiaceae est une des familles les plus grandes et les plus distinctives
de plantes a fleurs, avec environ 220 genres et prés de 4000 espéces dans le monde. Cette
famille a une distribution presque cosmopolite. Certains des genres comme Nepeta, Phlomis,
Eremostachys, La Salvia et le Lagochilus ont une grande diversit¢ Méditerranée et Asie
(Naghibi et al. 2005;Memariani et al., 2019). Cette famille de plantes Angiospermes
Dicotylédones (Labiod, 2016). Elle est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae,
Lamioideae, Nepetoideae, Prostantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et
Viticoideae (Khalifi et Medjani, 2018). Cette famille est I’une des premiéres a étre distinguées
par les botanistes représentants de la famille des Lamiacées contiennent une trés large gamme
de compose les terpenoide, les iridoide, les compose phénolique, les flavonoides (Naghibi et
al., 2005).[1].

I.2. Caractéristiques morphologiques et botaniques des Lamiacées (Les
Labiées)

Selon Judd et al. (2002), les labiées comprennent 258 genres et 6970 especes dont
I’aire de dispersion est extrémement étendue, mais avec une prépondérance pour les régions
méditerranéennes: sauges, thyms, lavandes, romarins, caractérisent la flore des garrigues.
Cette famille est exceptionnellement homogene : une Labié¢e est extrémement facile a
reconnaitre.

Habitus : herbes ou arbustes, plantes aromatiques, poilues, glanduleuses, tige jeune
quadrangulaire.

Feuilles : opposées-décussées, parfois verticillées, simples, parfois composées, dépourvues de
stipules, adaptation des feuilles aux climats secs caractérisée par un limbe coriace, réduit et
des poils sécréteurs.

Inflorescence : cymes terminales ou axillaires, condensées en verticille, parfois on observe
des fleurs solitaires.

Fleur: Calice régulier, parfois bilabi¢, généralement persistant. Corolle tubuleuse, souvent
bilabiée, la lévre inférieure a trois lobes, la supérieure a deux lobes. Disque nectarifére a la
base de I’ovaire. Etamines généralement didynames, P artie I. Chapitre 1. Présentation des
especes 4 parfois deux fertiles et deux staminodiales, insérées sur la corolle ; anthéres a
déhiscence longitudinale ; connectif parfois ¢€largie. Ovaire supere bicarpellé ; carpelles
divisés par une fausse cloison, formant quatre loges uniovulées ; style gynobasique, parfois

terminal ; deux stigmates. Placentation axile ; un ovule solitaire par lobe.
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Fruit:tétrakéne formé par quatre nucules, parfois drupe. Graine avec un embryon droit, peu
ou pas d’albumen (Spichiger et al., 2004). [2].
I.3.Répartition géographique

La famille des Lamiacées est une partie importante dicotylédones et est répartie sur
I’ensemble de la surface de la planéte, bien qu’elles soient plus présentes en climats tempérées
et surtout dans le pourtour méditerranéen (Judd et al.,, 2000). (fig.01).Labiées sont
cosmopolites, mais leur concentration est trés importante dans les régions méditerranéennes.

Ce sont généralement des plantes de milieux ouverts (Tamert, 2016).[2]

g - T ¥

Figure 01 : Répartition géographique de la famille des Lamiaceae dans le monde entier (APWebsite
Stevens, 2001)[2]

1.4. Distribution et intérét de la famille des Lamiacées

1.4.1. Distribution :
Les labiées sont cosmopolites, mais leur concentration est trés importante dans les
régions méditerranéennes. Ce sont généralement des plantes de milieux ouverts (Spichiger et

al., 2004). [2].
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1.4.1.1. Genres présents en Algérie

Dans la flore de I’Algérie, les Lamiacées sont représentées par 28 genres et 146
especes, Certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des
especes (Bendif, 2017) .[1].
On énumere 24 genres: Lamium, Phlomis, Ballota, Stachys, Salvia, Nepeta, Pitardia, Prunella,
Cleonia, Marrubium, Sideritis, Melissa, Ziziphora, Satureja, Origanum, Thymus, Thymbra,
Lycopus, Mentha, Lavandula, Prasium, Ajuga, Teucrium et Rosmarinus (Valdes et al., 2002).

1.4.2. Intéreét

Ce qui caractérise la famille des Lamiacées, ce sont les processus de chaleur qui la pénétrent
profondément et y provoquent la genése de « substances calorifiques »: les huiles entériques,
ou essences dans le plant et les huiles grasses dans les graines. Le processus floral et la genése
des aromes sont refoulés dans la région des tiges et des feuilles. Les labiées ont aussi en
propre un processus hydrocarboné intense, générateur de sucre et d’amidon, qui se révele,
dans leur amidon treés facile a digérer: le galactane (notamment dans le genre Stachys)
(Pelikan, 2003).[2]

I.5.Place dans la systématique

La place des lamiacées dans la classification systématique botanique est la suivante (Quezel et
santa, 1963 ; Guignard, 2001, Bray, 2005):
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Série : Superovariées tétracycliques
Super ordre : Tubiflorales Ordre : Lamiale
Famille : Lamiacea
Sous-famille : Népétoidées [5].
II.  Genre Calamintha officinalis
Le genre calaminthaofficinalis constitue environ 200 especes d'herbes et d'arbustes,
souvent aromatiques. Il est largement distribué dans la région de la Méditerranée, 1’Asie et
I’Amérique boréale (Cantino et al., 1992 ; Skocibusic et al., 2006). Cette herbacée est
annuelle sous des climats tempérés mais vivaces dans les régions arides, ensoleillées,

pierreuses et rocheuses. Beaucoup de ce genre sont bien connus pour leur caractére
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aromatique et médicinal. Ce genre est caractérisé par des parties aériennes ayant un gott
distinctifs et peuvent étre ajoutées a plusieurs préparations culinaires ou utilisées en médecine
traditionnelle, pour traiter diverses affections (Gulluce et al., 2003)

-L’espéce calamintha nepeta appartient a la famille de Labiatea bien représentée et répandue
dans toute la région méditerranéenne. Cette plante est connue pour ses utilisations médicinales
comme stimulante, tonique, antiseptique et antispasmodique. Elle est odorante et de ce faitelle
est utilisée dans diverses recettes culinaires (Simonpoli, 1993) ainsi comme infusion (Ordofniez
et al., 2006). [27]

Nomenclature :

Nom botanique : calaminthasubsp. nepeta (L.) Briq.

Nom frangais : Sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne.
Nom italien : la nepitella.

Nom vernaculaire : Nabta, tourte, menta.[27]
I1.1.Synonymes

e Melissa nepeta L.

e Suturejacalamintha

e (Calaminthaofficinalis var. nepeta (L.)
e Satureja nepeta (L.) Sheele

e Thymus nepeta (L.) Sm [27]

I1.2. Position systématique :(Quezel et Santa, 1963)

e Domaine : Eucaryote.

e Reégne : plantea.

e C(lasse : Magnolio.

e Ordre : Lamiales.

e Famille : Lamiaceae.

e Genre : Satureja.

e Espece : calamintha nepeta.

e Sous espece : calamintha nepeta subsp. Nepeta. [27]
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I11.

Sans grossissement Avec grossissement (%3)

Figure 2: Photo des parties aériennes de Saturejacalamintha nepeta (Labiod,

2012)[27]

Description botanique

La sarriette regroupe des plantes annuelles ainsi que des plantes herbacées et
sous-arbrisseaux vivaces. La sarriette des montagnes. La sarriette annuelle atteint une
taille de 30—40 cm et est trés ramifiée depuis la base. Elle a des feuilles lancéolées et
pointues a leur extrémité. Les tiges sont plus ou moins velues. Les fleurs, de couleur
blanche a mauve, insérées a 1’aisselle des feuilles, fleurissent de juillet a septembre

(Speck et al, 2008).[27].



CHAPITRE I : Plante médicinales calaminthaofficinalis « nepeta »

Figure 3 : photographique de calaminthaofficinalis.

II1.2.Description morphologique

Calamintha officinalis est une plante vivace qui ne dépasse pas les 40 cm. Les
tiges sont molles et velues, elles portent des feuilles opposées, 1égerement dentées, a
pétiole moyen (Baba Aissa, 1999). Inflorescences en cymes laches et pédonculées,
calice de restant tubuleux a maturité et corolles roses ou violacées, bien plus longues
que le calice (Quézel et Santa, 1963), semblable a la menthe commune dans sa
morphologie avec un parfum caractéristique (Verma et al.,, 2011). Noms

communs:Nabta (Quézel et Santa, 1963), Pouliot des montagnes (Baba Aissa, 1999).

Figure 3 :Calaminthaofficinalis. (Clich¢ TA M E R T, A vril, 2014)[3]

II1.3.Distribution géographique de Calamintha officinalis

Le genre Calamintha officinalis comporte plus de 30 especes dont le centre de

la distribution est situé dans la partie orientale du secteur méditerranéen (Sili¢, 1984).
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IV.

Calamintha officinalis est une espeéce trés répandue autour de la région
méditerranéenne, c'est également une espece eurasiatique qui pousse spontanément en
Italie et en Corse, qui se développe dans des régions arides, ensoleillées, pierreuses et
rocheuses (Ristorcelli et al., 1996 ; Fraternale et al., 1998; Baldovini et al., 2000).
C’est une plante assez rare dans le Tell et surtout en montagne (Quézel et Santa,

1963).[2].

Figure 4 : carte de répartition géographique de calaminthaofficinalis( Quezelet Santa
,1963)[5]

Usage traditionnel

Calamintha officinalis est largement utilisée par les populations de 1’ Algérie et
du Maroc comme remede contre la toux et les infections respiratoires bénignes
(Padrini, 1996) Cette plante stomachique, tonique, carminative, fébrifuge, sudorifique
et expectorante (Baba Aissa, 1999) [2] L’indication traditionnelle la plus fréquente de
genre Nepeta est son utilisation pour améliorer la fonction gastrique, combattre la
nervosité excessive, I’hystérie. (Srifi, 2011 ; Zenasni et al., 2008). La sarriette possede
des vertus médicinales. Elle combat les flatulences, stimule la digestion, et traite les
coliques. Elle a un effet «réchauffant» et on la préconise en cas d'infections des voies
respiratoires (bronchite) (Iserin, 2001). La plante est ainsi préconisée pour traiter les
troubles digestifs, fatigue psychique, asthénie, infections intestinales, manque de

concentration, parasites, diarrhée, arthrite, douleurs, problémes de la libido,
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rhumatismes, maladies infectieuses, cystite, et stresseosité excessive, I’hystérie et les
spasmes de voies respiratoires ,[3]de crampes abdominales(Padrini et Lucheroni,
1996) .[4]emménagogue, diaphorétique, la gorge et les troubles rénaux, utilisé pour
le renforcement du systéme nerveux central, et en cas de crises épileptiques. Son thé
est utilisé pour les gaz coliques, et en usage externe, il est utile dans les cataplasmes
pour les ecchymoses.[5]

Elles utilisées par certaines cultures dans des pratiques vétérinaires, notamment
comme répulsifs contre les nuisibles, dans I'¢levage d'équidés et d'animaux de
compagnie, pour les animaux a fourrure et dans les zones de production de cerfs du
sud-ouest de la Sibérie. En raison de leur agréable odeur de menthe, de nombreuses
especes de Calamintha sont utilisées comme épices dans diverses recettes culinaires
[5] et comme conservateur (contre la prolifération des micro-organismes) (Touami,
2017). [1]et également pour améliorer la saveur et le parfum de plusieurs produits

pharmaceutiques. [5].

Figure 5 : représente la plante calaminthaofficinalis{28]

V.

Propriétés thérapeutiques

> Antibactérien



CHAPITRE I : Plante médicinales calaminthaofficinalis « nepeta »

Cet effet est attribuable a la pulegone contenue dans 1’huile essentielle et active
contre le genre Salmonella.
» Antifongique
Elle I’est grace a la pulegone, c’est notamment le cas contre les souches
d’Aspergillus comme Aspergillus fumigatus et les souches de dermatophytes comme
Microsporumcanis. Cet effet n’a pas été mis en évidence au stade fructification donc

on évitera sa récolte a ce moment si on cherche un effet antifongique.

» Antioxydant
Son activité varie, ces variations ont pour origine la teneur en composés
phénoliques qui dépend de I’origine de la plante.
> Sédatif
Cet effet se retrouve dans I’huile essentielle grace a la présence de monoterpenes
comme la pulegone ou la menthone.
» Insecticide
L’huile essentielle et en particulier le carvacrol a montré des activités
insecticides notamment sur le ver de farine Triboliumcastaneum et la mouche
Drosophilamelanogaster mais sans étre toxique pour 1’abeille Apis mellifera. Le
carvacrol a ¢galement montré des effets acaricides.
» Antispasmodique
Cet effet a été prouvé sur des iléons de rat, il semble qu’il soit dii & une
inhibition de I’entrée du calcium nécessaire a la contraction des muscles lisses de
I’appareil digestif.
» Hypoglycémiant
Cela a été prouvé chez des rats, le mécanisme ne fait pas intervenir la sécrétion
d’insuline.
» Anticancéreux
Elle possede une activité antiproliférative notamment sur les cellules de cancer du
sein, ce résultat pourrait étre étudié dans d’autres types de tumeurs.
» Antidépresseur
Les terpénes de la plante ont un effet sur le systéme nerveux central, une étude
chez la souris a montré plusieurs effets, ils diminuent 1’activité locomotrice,
augmentent le temps de sommeil et augmentent le temps de latence des crises tonico-

cloniques convulsives induites par des molécules expérimentalement
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» Systéme immunitaire
Le role de lI'herbe a chat dans le renforcement du systétme immunitaire est dii a ses
feuilles qui contiennent une multitude de vitamines telles que (A) et (C) et une grande

quantité d'antioxydants.

» Menstruation
Il est recommand¢é¢ de le boire chaud pendant la menstruation pour soulager les
douleurs menstruelles, comme il agit comme analgésique et anti-crampes pendant la
période menstruelle et contribue & améliorer I'humeur et a prévenir la dépression

pendant cette période.

» Migraines
L'huile de cataire est I'une des huiles efficaces pour traiter les maux de téte en général
et les migraines en particulier.ll peut également étre bu chaud avec du thé pour

soulager les maux de téte.

» Peau et cheveux

L'herbe a chat est utilisée dans le traitement des maladies de la peau, car de
nombreux produits de soin de la peau en sont fabriqués, comme le soulagement des
infections et des irritations cutanées, comme hydratant, et est également utilisée
comme répulsif contre les ravageurs et pour aider a guérir les plaies.Quant aux
cheveux, ils ont de nombreuses utilisations comme traitement contre les pellicules,
augmentant la croissance des cheveux, augmentant leur densité, leur apportant

hydratation et éclat, en plus d'un parfum aromatique.
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» Reméde contre l'obésité

La boisson cataire est utilisée dans le traitement de 1'obésité en tant que solvant
gras, en particulier la graisse du ventre .1l aide également a augmenter le processus de
combustion, ce qui conduit a abaisser le cholestérol et a éviter de nombreuses
maladies telles que les maladies cardiaques et I'hyperglycémie.

» Maladie du rein

Il est recommandée d'utiliser I'herbe a chat pour les maladies rénales, car elle agit

comme diurétique et détoxifiant, qui a son tour purifie et nettoie les reins. [18].
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¢ Métabolites secondaires

Les molécules produit par la plante appelées métabolite, ce sont des produits
intermédiaires issue des métabolismes. Chez les plantes il existe deux grandes classe de
métabolites les :Métabolites primaires et secondaire .Les métabolites primaires sont des
molécules organiques localisées dans toute les cellules de ’organisme de la plante et qui
assurent sa survie , sa croissances , son développent et sa reproduction Inversement, les
métabolites secondaires sont tres dispersés dans la plante et trés différents selon 1’espéce .1ls
servent de défense pour la plante contre des prédateurs (herbivores ,virus, champignons....),
au contraire d’autre permettent d’attirer certain espéce ayants des roles bénéfiques.[1]

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande
diversité de composés qui posseédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine.[2].

I. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de
molécules trés largement répandues dans le reégne végétal. Ils sont des produits du
métabolisme secondaire des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils
n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme
végétal, comme la croissance, ou la reproduction [4].
I1I.1.Structure et catégories des composésphénoliques

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau aromatique, qui
posséde un ou plus de substituant hydroxylé. Ce dernier conduit les composés phénoliques
simples a se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymérisés; ce groupe est
connu sous le nom: des Polyphénols [2].
I1.2.Principalesclasses des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a 1’ester ou
hétérosides. Les différentes classes de ces composés phénoliques [4]:

11.2.1. Flavonoides

Le terme flavonoide prévenant du latin (flavus) signifiant jaune [5].Ils sont
responsables de couleurs vives de fleurs, des fruits et des feuilles, aussi ils s'assurent la

protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV. [3].
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I1.2.2.Structure de flavonoide

Ces molécules ont un poids moléculaire faible, représentées par 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : C6-C3-C6 composés de deux noyaux aromatiques A et B, liés par un
pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle C .[3].On trouve les flavonoides dans

tous les organes des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines,

bois [2].

Figure 6 :structure des flavonoides [5]

11.2.2.Tanins

les tanins sont répandus dans tout le régne végétal et l'on en trouve des quantités
importantes chez les arbres en général.Ces substances ont la capacité de transformer des
peaux d’animaux en cuir bien plus résistant face aux bactéries, [2] .Ils ont la capacité de
former des complexes avec des macromolécules (les protéines ...) et des liaisons entre les
fibres de collagenes. [4].
I1.2.2.1.Structures chimiques et classifications
Leur structure chimique est particuliérement variable, mais comporte toujours une
partie polyphénoliques ; il existe deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques

différentes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés. [4].

1) Les tanins hydrolysables : Ce sont des esters d’oses et d’acides phénols (acide

gallique ou ellagique)
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Figure 7 : structure générale de tanin hydrosoluble [5]

2) Les tanins condensés :

ou tanins catéchiques ou proanthocyanidols : Ce sont des polymeres flavanoliques,
constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone- carbone le plus

souvent C4-C8 ou C4-C6 tel la catéchine ou I'épicatéchine. [4].

HO

Figure 8 : structure de tanin condensé.[5]

s Propriétés biologiques des composés phénoliques
e Propriété antioxydante : C’est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres
produits spontanément et d’une fagon continue dans 1’organisme vivant.
e Activité antibactérienne : L’effet antimicrobien des produits polyphénoliques est dii
partiellement a une perturbation des fractions lipidiques de la membrane plasmique
des microorganismes, qui en résulte une altération de la perméabilité de la membrane

et la perte de ses organites intracellulaires.
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e anti cancérogenes: Les polyphénols ont un 1’effet hépatoprotecteur sur les
dommages causés sur I’ADN des cellules hépatiques par divers composés
hépatotoxiques et carcinogenes.

e anti diabétique

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies, telle que la

sclérose en plaque, 1’ostéoporose et les pathologies liées au vieillissement cérébral (maladie

d'Alzheimer, autres types de démences, maladie de Parkinson...). [6].

*» Propriétés biologiques des flavonoides

> Propriété antioxydante : Les flavonoides ont la capacité de piéger les radicaux libres,
comme les radicaux peroxylipidiques qui favorisent le vieillissement cellulaire

» Activité antibactérienne : De nombreux composés flavoniques sont doués d’un effet
important sur différentes souches bactériennes gram négatif

» Propriétés anti-inflammatoires : Les flavonoides, notamment les flavonols peuvent
prévenir la douleur musculaire en inhibant la synthése de 1’oxyde nitrique qui est
déclencheur chimique de I’inflammation

> Propriété préventive : des maladies cardio vasculaires : Les flavonoides inhibent
I’oxydation des lipoprotéines qui est la cause des atteintes dues a 1’accumulation de
dépots lipidiques (essentiellement le cholestérol) dans les vaisseaux sanguins
(Fuorocci, 2006). L’effet des flavonoides réside de leurs capacités a diminuer la
perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leurs résistances

> Propriétés préventives des flavonoides contre les ulcéres La quercétine qui est un
flavonol joue un réle important dans la réduction de 'ulcére et la protection des

cellules gastriques. [3].

¢ Propriétés biologiques des tanins
elle permet la cicatrisation, l'imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorise
la vasoconstriction des petits vaisseaux, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien ,
anti-inflammatoire et une activité antimutagéne .Les plantes riches en tanins sont utilisées

dans les cas de rhume, , les infections internes ou externes, blessures, coupures et brilures

[4].
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II. Alcaloides

Le terme alcaloide, proposé pour la premiere fois par le pharmacien W. Meissner en
1819, signifie "similaire a l'alcali". Le mot alcali désigne la capacité d'une molécule a
absorber les ions hydrogéne (protons) d'un acide. Les alcaloides se trouvent sous forme de
molécules individuelles et sont donc petits et peuvent absorber les ions hydrogéne,sont des
composés chimiques naturels contenant des atomes d’azote de base. De nombreux alcaloides

sont toxiques pour d’autres organismes Certains alcaloides ont un gotit amer. [12].

I1.1.Structure des alcaloides

I1s possédent un squelette hétérocyclique azoté.[14].

GH3

N o
< fﬁ
N CH;
CHy/ o

Figure 9 : structure des alcaloides.

I1.2.Classification des alcaloides

e Alcaloides vrais : Ils dérivent d’acides aminés. et comportent un atome d’azote dans
un systéme hétérocyclique. Ces substances sont douées d’une grande activité
biologique

e pseudo-alcaloides : présentant le plus suivent toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas des drivés des acides aminés.

e proto-alcaloides : Sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un

systémehétérocyclique ; ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir
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d’acides aminés. Ils sont souvent appelés « amine biologique » et sont soluble d’un

I’eau (Badiaga, 2011). [2].
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Figure 03 : exemple d alcaloides a) alcaloides vrais b) pseudo-alcaloide e¢) protp-alcaloide

Tolba (2016).

Figure 10 : classification des alcaloides.[2].

% Propriétés biologiques des alcaloides

IIs ont une physicochimiques et pharmacologiques .Les alcaloides forment une grande
famille trés hétérogéne de métabolites secondaires qui présentent un intérét de par leur
propriétés pharmacologique et leurs applications en médicine ; leurs caractéristiques
communes sont leurs solubilité¢ dans I’eau (Hopkins, 2003). Les alcaloides ont des propriétés
biologiques bénéfiques dans les traitements de différentes maladies ou des
dysfonctionnements de I’organisme humain. La cocaine est un alcaloide, utilis¢ depuis
I’antiquité comme anesthésique local.

Aujourd’hui, en raison de ses propriétés neurotoxiques elle a ét¢ remplacée par
d’autres drogues moins toxiques mais au cours des interventions chirurgicales des yeux, de
I’appareil auditif, du nez et de la gorge, la cocaine est encore largement utilisée. Associée a
I’héroine, elle est également efficace pour soulager la douleur chez les patients atteints d’un
cancer. IIs agissent directement sur le systéme nerveux avec des effets sur la conscience et la
motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique, et

mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique utilisés comme apéritifs. [2].
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III. Terpénes

sont un groupe important de composés aromatiques caractérisant 1’odeur de
nombreuses fleurs, fruits, graines, feuilles, bois et racines.. En outre, ils caractérisent
¢galement les aromes de plusieurs cépages.

III.1.Structure de terpénes :

Les terpénes sont regroupés en raison de leur squelette de carbone distinctif. 1l se
compose d’une unité de base d’isopréne a cinq carbones (2-méthyle-1,3-butadiene). Les
terpenes sont généralement composés de deux, trois, quatre ou six unités d’isopréne. Ceux-
ci sont appelés monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, et triterpenes, respectivement.

H H

H— C—H
e o T -
i 0 —ic e
~ | -
L H
-~ ™
H H
isoprene isoprene skeleton
- -~

terpene skeleron

Figure 11 : structure de terpene.

II1.2.Classification de terpenoides

Unité de base « 1’isopréne » mémoires Toute les composés de ce groupes prennent
naissance a partir d’unités en 5 carbones
« Isopréne » est un chaine hydrocarbone insaturée. Cette derniére est ensuite modifié¢e

secondairement par oxydation .par réduction ou par €limination.

CHy

N
H,C

CH+

|soprene



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/aromatic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/isoprene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/monoterpene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sesquiterpene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/diterpene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/triterpene
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Figurel2 : Structure chimique de I’isopréne. [5]

Au sein de cette famille, nous distinguons les molécules en fonction du nombre de
carbones de son squelette, donc en fonction du nombre de molécules d’isopréne nécessaires a
leur synthése.[20].

e Monotérpene : comptent deux unités isoprenes soit 10 atomes de carbone.

e Sesquiterpenes : contiennent 3 unités isoprenes soit 15 atomes de carbone.

e Diterpénes : comportent 4 unités isoprénes soit 20 atomes de carbone.

e Sesterpénes : comptent 25 atomes de carbone.

e Triterpénes : comportent 30 atomes de carbone.

e Tétraterpénes : contiennent 40 atomes de carbone. [15].

% Propriétés des terpénes
Certains  terpénes  sont  pensés  pouravoir des  propriétés  anti-
inflammatoires,antiseptiques, antivirales et antibactériennes.

» Monoterpenes : sont responsables des propriétés variées des huiles essentielles et des
plantes qui les contiennent (antiseptiques, antispasmodiques, sédatives et anti-
inflammatoires).

> Diterpénes : propriétés anti-hypertensives, antirétrovirales, anti tumorales, anti-
inflammatoires et analgésiques. Ils sont utilisés comme anticonceptionnel, et pour
favoriser I’accouchement. Plusieurs diterpénes sont des toxiques violents.

» Tétraterpénes ont des propriétés anti-oxydantes. [16].


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antiinflammatory
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antiinflammatory
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antiviral-activity
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+» Anatomie de ’intestin

L’intestin est une partie du tube digestif, qui contribue a la digestion des aliments et au
passage des nutriments vers le sang et le reste de 'organisme chez les bilatériens. Cette partie

de l'appareil digestif s'étend de la sortie de I'estomac a 'anus.[16].
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Figure 13: Anatomie de I’intestin [16].

I. Maladies intestinales

La maladie inflammatoire de l'intestin (MICI) est une maladie chronique largement
représentée par 2différentes maladies, la maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU).
La cause exacte est encoreinconnue et la MII reste incurable pour certains patients. Les
patients peuvent éprouver des abdominales douleurs, diarrhée, perte de poids, fatigue
chronique et dans certains cas manifestations extra-intestinales tels que des problémes
articulaires ou oculaires (Day et al, 2012). Les symptomes sont imprévisibles et la condition
est caractérisée par des périodes ou les symptomes sont au repos et des poussées aigués se
produisent (Whayman et al, 2011). Entre 25 % et 75 % des patients atteints d'une MII
ressentiront a un certain épisode d'incontinence fécale dus a la maladie (Norton et al, 2012).
Complications commun résultat d'une MII peut inclure des sténoses intestinales entrainant
une intervention chirurgicale et la formation d'une stomie, systéme immunitaire affaibli et

risque accru de cancer de l'intestin. (Fourier et al, 2018). [18].
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I. 1.Maladie de Crohn

La maladie de Crohn est 1'une des MII qui surviennent chez les patients agés de 15 a
35 ans. Contrairement a d'autres Maladies inflammatoires, les MII n'ont pas pu étre
supprimées facilement. En conséquence, le systéme immunitaire est stimulé etune partie de
l'intestin est détruite. Il provoque des douleurs, des diarrhées, fievre et autres symptomes. En
plus de l'effet graveur la partie inférieure de l'intestin gréle, la MC peut également se produire
dans certaines parties du tube digestif, y compris le gros intestin, I’estomac, l'cesophage ou
méme la bouche .La maladie de Crohn affecte la bouche, 'anus et le couches entiéres de

l'intestin. (Nokhostin, 2019). [18].

Large Intest jri‘e_"," 3 Stoemach
(Colon) g ]

Small
Intestin

Sigmoid Col on

Crohn's Disease

Figure 14 : Maladie de Crohn.

[.2.Symptomes
e La malnutrition est trés fréquente dans la MC carl'intestin gréle est responsable de
l'absorption nutriments, et la MC endommage 1'intestin gréle.
e douleur intense abdominal et diarrhée.
e il existe également un risque désalignement rectal.

e Plus de 50 % des personnes atteintes de MC souffrent de folate etcarence en vitamine

D.(Nokhostin,2019). [19].
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I. 3.Etiologie

Elle est encore inconnue, toutefois les recherches permettent de mieux concevoir les

mécanismes en cause dans cette affection :

I1.

La maladie de Crohn n’est pas une maladie « héréditaire » au sens propre du terme,
mais il existe un facteur génétique de prédisposition a la maladie, le géne NOD2 ou
CARDI16 sur le chromosome 16 du génome humain. De nombreux autres génes sont
impliqués dans la maladie, et la fréquence des mutations observées n’est pas la méme
d’un pays a I‘autre. Le risque qu’un enfant né¢ d’un pére ou d’une mere ayant une
MICI ait un jour la maladie n’est que de 1 % environ.

Il existe d’autre part des anomalies du systéme immunitaire intestinal liées a un
déséquilibre de la flore intestinale (dysbiose). Cette flore microbienne qu’on nomme
aujourd’hui le microbiote est moins diversifiée et 1’appauvrissement de certaines
souches bactériennes est une des caractéristiques de la maladie de Crohn. Méme si des
progres considérables ont été obtenus, dans la compréhension de 1’origine de cette
maladie, on ne sait pas encore trés bien quel(s) facteur(s) déclenche(nt) cette réaction
immunitaire anormale et ce qui modifie son évolution dans le temps. ( Moreau, 2017).

[20].

Colite ulcéreuse (CU)

La colite ulcéreuse, aussi appelée rectocolite hémorragique n'affecte que la partie la plus

interne dele colon, sera associée a 1'ostéoporose et peut-étre cancer du colon s'il dure plus de 8

a 10 ans, les personnes atteintes de CU souffrent généralement de douleurs intermittentes

compatibles avec les intestins. Elle touche aussi bien les enfants que les adultes. (Nokhostin.,

2019). [18].
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I11.

Small
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Colitis ulcerosa

Figure 15 : maladie de colite ulcéreuse.

Cancer de colorectal

Le cancer colorectal représente un probléme majeur de santé publique en raison de sa
fréquence et de sa gravité, et le 3° cancer le plus fréquent chez ’homme aprés ceux de
la prostate et du poumon. C’est le 2° cancer le plus fréquent chez la femme aprés celui
du sein. [21].

Le cancer du cOlon est une maladie qui se développe a partir de cellules de
la muqueuse du célon, c'est-a-dire dans la partie moyenne du gros intestin, située entre
le ceecum et le rectum. Le cblon représente la plus grande partie du gros intestin.
Comme les cancers du colon et du rectum sont assez proches, ils sont souvent
regroupés sous le terme de cancer colorectal.[22].

Il se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme et se
multiplie de fagon anarchique, jusqu’a former une masse appelée tumeur maligne (ou

cancer).


http://www.snfge.org/content/cancer-du-colon-gros-intestin
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-muqueuse-2772/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-colon-6869/
https://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/actu/d/maladie-cancer-colon-associe-presence-biofilms-56444/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-caecum-2210/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-rectum-2835/
https://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/qr/d/cancer-cancer-colorectal-detail-781/
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I1I. 1.Processus biologique de la cancérisation colique

La cancérogenese colorectale met enjeu un processus multi-€tapes fait de
modifications génétiques et moléculaires, induisant des modifications histologiques, amenant
a la formation d'un adénome puis d'un adénocarcinome. Ce processus séquentiel de
cancérogenese est lent et implique différentes voies de signalisation offrant des possibilités de
développer des stratégies moléculaires ciblées préventives et curatives (Thun et al. 2002).
Le développement du CCR est associ¢ a I'accumulation progressive d'altérations génétiques et
épigénétiques conduisant a la transformation de ['épithélium colique normal en

adénocarcinome (Malecka-Panas et al. 1996). [23].

I11.2.Etapes de la cancérogenése :
Elle s'effectue en quatre grandes étapes:

» Dysplasies: Différenciation cellulaire avec hyperplasie (nombre d'assises cellulaires®
augmente).

» Cancer in situ: Prolifération cancéreuse sur l'ensemble de 1'épaisseur de la muqueuse
sans franchissement de la membrane basale.

» Cancer invasif: Franchissement de la membrane basale et envahissement des tissus
sous-jacents.

» Cancer métastatique: Franchissement des vaisseaux et colonisation d'autres

organes.[23].
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Chapitre 1V :

Materiel et methodes.
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» Objectif

Cette ¢tude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche de biologie et physiologie

végétal du département de Biologie, faculté des sciences de 1’universit¢ Dr Moulay Taher

de Saida. L’ objectif de ce projet était ainsi :

v’ Préparation de I’extrait brut a partir des parties végétales de Nepeta dans un solvant

organique (acétone)

v" Evaluation de I’activité antioxydante des extraits
Les motifs, ou les raisons, du choix de la thématique étaient relatifs a :
- La présence de substances chimiques dans la plante
- La possibilité¢ d’un rendement satisfaisant

- La recherche de nouvelles molécules bioactives.

Extrait
éthanolique
(Nepeta
algeriensis)

]

1
k! 1

Analyse Analyse
chimique bilogique

| ]
| 3

) détermination de
Criblage Ia teneur en

phytochimigue composés
phénoligues

Figure 16 : Protocole d’étude expérimentale.
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I. Matériel

I.1.Matériel non biologique :

I.1.1.matériel utilisé

Appareillage

eBalance

e Agitateur magnétique
eEvaporateur rotatif (ou rotavapor)
e Etuve

e Spectrophotométrie

e Soxhlet

Tableaux 01:matériel utilise
I.1.2.Verrerie

Béchers, pipettes, ballons, éprouvettes graduées, flacons, spatule, tubes a essais, tubes avise,

pipette et micro pipette, Erlenmeyer .

1.1.3Produits chimiques utilisés

Produits chimiques formule chimique
acide gallique (C7H605) C7H605
e cau distillée H2CO3
¢ réactif de FolinCiocalteau. -
e carbonate de sodium Na2 CO3
o chlorure ferrique (FeCl3) FeCl3
eMagnésium (Mg). Mg

C4H100
eButanol

. Hcl

eHydrochloric (Hcl).

H2o0
ecau

AICI3
eTrichlorure d’aluminium (AICI3)

- NaOH

eHydroxyle de sodium.

Tableaux 2 : Produits chimiques utilisés .
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Figure 17 : Produits chimiques utilisés.

I. .2.Matériel biologique
v' Matériel végétal

La plante qui a fait I’objet de cette étude était Calamintha officinalis (figure 18). La
plante Calamintha officinalis a été récoltée au niveau de la région de Tlemcen. La plante a été
triée, séchée a 1’air ambiant puis conservée. Elle a ét¢ broyée a I’aide d’un broyeur manuelle
et ¢électrique. Le broyat obtenu a ¢été¢ tamisé et conservé dans des sachets alimentaires a
température ambiante, dans un endroit sec et a 1’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a

son utilisation.(figure19).

Figurel8 :la plante calaminthaofficinalis séché. figure 19 : la plante apres broyage.
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II.

Préparation de I’extrait

e Montage de Soxhlet
L'extraction au Soxhlet est requise uniquement lorsque le composé souhaité a une
solubilité limitée dans un solvant. Si le composé souhaité a une solubilité¢ élevée dans
un solvant, une simple filtration peut étre utilisée pour séparer le composé de
l'insoluble substance. L'avantage de ce systéme est qu'au lieu de nombreuses portions
de solvant chaud étant passé a travers I'échantillon, un seul lot de solvant est recyclé.
Cette méthode ne peut pas étre utilisée pour les composés thermolabiles car un

chauffage prolongé peut entrainer une dégradation de composés.

Figure 20 : photographie de Soxhlet.

I1.1. Préparation de extrait par Soxhlet

Une quantité de 20 g a été placée sous forme de poudre dans la cartouche de
cellulose, puis dans le réservoir de Soxhlet. Le ballon a été rempli avec une quantité
suffisante de solvant (200 ml acétone) puis Il'extracteur a été surmonté d'un
réfrigérant. A l'aide d'un chauffe-ballon, le solvant a été portée a 1’ébullition. Celui-ci
passe par la tubulure 1 et est condensé par le réfrigérant. Il tombe alors dans le
réservoir contenant la cartouche et solubilise la substance a extraire. Le réservoir se

remplit. Dés que le niveau de solvant est a hauteur du coude 2, le réservoir se vide


https://www.lachimie.fr/materiel/chauffe-ballon.php
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automatiquement. Le solvant et la substance a extraire sont entrainés dans le ballon.
Au total, cinq cycles ont été réalisés dont chacun a duré le temps de 6 min.
L’extrait a été refroidi puis séché a I’aide d’un rota vapeur, qui servira par la suite aux

différentes analyses phytochimiques et dosages.

Figure 21: les étapes de préparation de I’extrait.

I1.2. le rendement d’extraction :
On calcule le rendement d’extraction apres 1’étapesd’extraction :
Le rendement exprimé en pourcentage par rapport au poids du matériel de départ est

déterminé par la relation suivante :
R (%) = 100 Mext/Méch.
R : est le rendement en %.
Mext : est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g

Meéch : est la masse séche de 1’échantillon végétal en g .
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I1.3.analyse phytochimique

I1.3.1.Screening phytochimique (analyses qualitatives) [24].

Pour la réalisation de criblage phytochimique on a prépare un extrait aqueux
par la méthodes d’infusion : il consiste a verser sur la plante (10g) a infuser de 1’eau
frémissante (100ml) , c'est-a-dire tout bouillante ,a une température de 80-90°C ce
mélange repose quelque minute & une demi —heure , en le remuant de temps en temps.

le mélange final est tamisé et le liquide obtenu est souvent clair.

Figure 22 : extraction par infusion de la plante calaminthaofficinalis.

Figure 23 : extraits aqueux de la plante calaminthaofficinalis .
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A) Tanins

Les tanins ont ¢été identifiés par la gélatine. Un échantillon de 5 mL d'extrait
aqueux et un volume de 2 mL de gélatine ont ét¢ mélangés dans un tube a essai. Il a
¢été observé la formation d'un précipité blanc caractérise les tanins.
Les tanins gaulois ont ét¢ identifiés par I'ajout de FeCl3; I'ajout de 5 gouttes de FeCl3
a 2% sur 5 mL de la solution aqueuse l'extrait a montré I'apparence d'une couleur bleu-
noir profond indiquant la présence de tanins galliques. Une solution d'acide gallique
est utilisée comme étalon. ( Mohamed Samba., 2015).
b) Saponines

Les saponines ont été mises en évidence en agitant 10 ml de 1'extrait aqueux
dans un tube a essai. Le tube a été agité pendant 15 secondes puis laissé reposer 15
min. Une hauteur de mousse persistante, 1 cm plus haute, indique la présence de
saponines. (Mohamed Samba., 2015).
C) Proanthocyanidols
Les proanthocyanidols ont été identifiés en chauffant a ébullition un mélange de 2 ml
d'extrait aqueux et 2 ml deréactif (HCI concentré 20 mL + 20 mL butanol), l'apparition
d'une couleur rouge indique la présence de proanthocyanidines.( Mohamed
Samba.,2015).
D) Flavonoides

Pour confirmer la présence des flavonoides, la « réaction a la cyanidine » a été
utilisée. Deux (2) ml de chaque extrait étaient évaporé et le résidu a été repris dans 5
mL d'alcool chlorhydrique dilu¢ 2 fois. Apres ajout de 2-3 magnésium, une couleur
rose-orange ou violette (violet) a été observée. L'addition de 3 gouttes d'alcool
isoamyliqueont intensifié cette coloration qui a confirmé la présence de flavonoides.
Une solution alcoolique de quercétine a été utilisée comme étalon. ( Mohamed

Samba.,2015). [24].

E) Polyphénols

Pour mettre en évidence les polyphénols, la réaction avec le chlorure ferrique (FeCl3)
a ¢été utilisée. Ainsi, a 2 ml de chaque solution ont ét¢ ajoutées une goutte de solution
alcoolique de chlorure ferrique a 2% provoquant du chlorure ferrique en présence de

polyphénol dérivés l'apparition d'une coloration vert noiratre ou bleu plus ou moins
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sombre. Le contrdle a été réalis€¢ avec la solution alcoolique d'acide gallique.

(Mohamed Samba.,2015).

I1.2.3. Analyse quantitative
A)Dosage des polyphénols :

La teneur en phénols totaux des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu Une quantité de 200ul de I’extrait est mélangée avec 1mldu réactif de Folin—
Ciocalteu fraichement préparé (10 foisdilué¢) et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5%
(Na2 CO3). L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la
lecture est effectuée contre un blanc a ’aide d’un spectrophotomeétre a 765nm. Les
Résultats sont exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par g de matiére

végétale seche.(Nabila BOUGANDOURA, Nassima BENDIMERAD.,2012). [25].

Figure 24 : Dosage de polyphénol.



CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

B )Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium [24]. Une quantité de 100ul de I’extrait a
été mélangée avec 0,4ml d’eau distillée et par la suite avec 0,03ml d’une solution de
nitrite de sodium NaNO2 a 5%. Apres Smin, 0,02ml d'une solution d’AICI3 a 10% a
été ajouté. On additionne au mélange 0,2ml de solution de Na2CO3 IM et 0,25ml
d’eau distillée aprés 5 min de repos. L’ensemble est agit¢ a I’aide d’un vortex et
I’absorbance a ¢té mesurée a 510 nm. Les résultats sont exprimés en milligrammes
équivalent de catéchine par g de matiere végétale seéche. ( Nabila BOUGANDOURA,
Nassima BENDIMERAD.,2012).[25].

Figure 25: Dosage de flavonoide.
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I1.4.Analyse de I’activité antioxydante :

I1.4.1.principe :

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)-2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ou DPPH est un
radical libre qui a une capacité d'accepteur d'hydrogene pour les antioxydants. Désormais, ce
compos¢ est habituellement utilis¢ en dosage DPPH pour la détermination de l'activité

antioxydante des plantes médicinales, des fruits ou de tout autre substrat biologique.[26].

I1.4.2. mode opération :

Test de piégeage du radical libre DPPH : Le test antioxydant a été réalisé avec la
méthode au DPPH [25]. 50ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes
concentrations (de 0,0125 & 5mg/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du
DPPH (0,025g/1).

Parall¢lement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml
de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chaque concentration a 515nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la
température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que
les échantillons et pour chaque concentration le test est répété 3fois. Les résultats ont été

exprimés en pourcentage d’inhibition (1%). [25].

1%= [(Abs contrdle — Abs test)/ Abs contrdle] x 100

Les valeurs d’IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

w\ T

—-— - ——

Figure 26 : dosage de DPPH.
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+ Résultats

Ce chapitre présente tous les résultats obtenus au cours des expériences effectuées
ainsi que leurs discussions. Notre travail est une contribution a I’étude des activités

biologiques et de la phytochimie de Calaminthaofficinalis.

Les résultat sont ¢té exprimés en moyenne plus ou moins écart type en utilisant le logiciel

EXEL.

I. Détermination du rendement des extraits bruts préparés dans

I’acétone

Par la méthode deSoxhelt, le rendement deNepata. Le pourcentage du rendement déterminé

apres évaporation du solvant a partir des extraits, il a été obtenu lesrésultat suivants :
R (%) = 100 Mext/Méch.
R : est le rendement en %.
Mext : est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg
Méch : est la masse séche de I’échantillon végétal en mg .
Ona:
18.6723 : la masse de ( del ‘extrait brut + ampoule ).
17.3394 : 1a masse de I’ampoule vide.
R%=((18.6723-17.3394)/20)*100

R%=6.6645%
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II. Etude qualitative

I1.1.Dosage Phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires au niveau de la plante par les réactions qualitatives de

caractérisation. La détection de ces de couleur étaitspécifique.

Métabolites secondaires Résultats Remarque

e Tanin +++ L’apparition de coloration
bleu-noir

e Saponin --

e Proanthocyanidols ++ L’apparition de coloration
rouge.

e Flavonoides ++ L’apparition de coloration
orange

e Polyphénols ++ L’apparition de coloration vert
noir

Tableau 3 : résultats des tests phytochimique de la plante calaminthofficinalis.
Les résultats sont interprétés comme suit :
Réaction positive : ++

Réaction négative : -
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Tanin sapoin polyphénol proanthocyanidols

Figure 27 : représente les résultats du testes phytochimique la de calaminthaofficinalis.

I1.2.Teneurs en phénols totaux et en flavonoides

La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les deux extraits de
Saturejacalaminthaa été faite en utilisant séparément les méthodes colorimétriques (Folin-Ciocalteux

et trichlorure d’aluminium (AIC13)).
» Teneurs en phenols

Nous avons calculé la teneur en polyphénol de 1’ Extrait. en utilisant une courbe d’étalonnage  (y =
0.002x- 0.037, R? = 0,974), ou I’acide gallique est considérée comme un standard. Les concentrations
des infusions sont exprimées en mg équivalent de 1’acide gallique (EAG) par gramme d’extrait séche
(ES)

X= la concentration de la solution d'acide gallique (ng / ml).
y = l'absorbance a 510 nm.

R 2 = est le Coefficient de corrélation.
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Courbed'étalonnage Acide gallique

0.3 y=0,002x-0,037
E 025 » R*=0,974
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,.5; 0,2
-
8 015
E % # Sériel
In- 01
A / — Linéaire (5€riel)
«f 0,05 ‘.//

l:l T T 1

0 50 100 150

Concentration acide gallique

Figure 28 : droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de phénols totaux.

» Teneurs en flavonoides :
Nous avons calculé la teneur en flavonoides des extraits en utilisant une courbe d’étalonnage
(y=0.001x+ 0.062 , R* = 0,995), ou la quercétine est considérée comme un standard.
X= la concentration de la solution de la quercétine (ug / ml).
y = absorbance a 510 nm.
R2: est le Coefficient de corrélation.

R2 = 0,995 étant proche de 1, on peut affirmer qu'il y a une corrélation linéaire significative entre x et

y.
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Courbe d"étalonnage Catéchine

0,4
g 03 {,,0 y=0,001x+ 0,062
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Figure 29 : droite d’étalonnage de catéchine pour le dosage de flavonoides totaux.
II1. Activité antioxydante

Test de pié¢geage du radical libre DPPH : L’activité antioxydante des extraits méthanoliques et
aqueux de Calamintha officinalis et de ’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune

(DPPH-H) mesurable a 515nm.

Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances antiradicalaires.

Ona:
Y =6, 751X + 19,40
R2=0.918

IC 50 = 4.53mg/ml
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Titre du graphique
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Figure 30 : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de concentration

I’extraitacétonique de calaminthaofficinalis.
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= Lerendement:

Par la méthode de Soxhelt le rendement de Napata. Le pourcentage de rendement
déterminées aprés ¢évaporation des solvants d’extrait acétonique qui t’égale :

R%=6.6645%.

Une étude réalisés par (article : A. Tamert - A. Latreche2015) [30]Sur le méme genre

végétal qui ont obtenus le résultat suivant : R=4.40%.

Donc, Nous remarquons une différence dans entre les deux résultats, et cela peut étre
du a leurs utilisations de I’extrait éthanolique et possible la quantité du poudre (15g) dans

100ml de éthanol.
. Etude qualitative (screening) :

Des tests phytochimique permettent de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires contenus dans notre plante calaminthaofficinalis les tests ont montré la

présence de flavonoides, tanins, saponines, polyphénol, flavonoide et Proanthocyanidols.

D’autres part une étude (PoonamKumariPatial, et al 2019) [31] qui travaillé avec
Acétone, méthanol et héxane sur nepeta(India) ; Qui trouvent avec acétone : la présence

des polyphénols, saponins et flavonoide.

Notre résultat en accord avec 1’étude réalisé par (PoonamKumariPatial, et al)[31] sur

screening phytochimique de plant Nepeta. Sauf que la présence de saponines.

Si possible cette différenciation a cause de région de Nepeta species in India ou leur

I’utilisation d’une grande quantité de poudre (80g /300ml).
» Avec méthanol :

Notre résultat en accord avec 1’étude réalisé par (PoonamKumariPatial, et al)[31] sur screening

plytochimique de plant Nepeta. Sauf que la présence de saponins.

Cependant la présence de saponins grace a 1’utilisation de méthanol.
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> Avec hexane :

Tous les métabolites secondaires (polyphénol, flavonoide et saponins) sont absences,
On dit que : pour meilleur screening phytochimique le méthanol est préférable que

acétone et hexane.

Dans d’autre étude réalisé par (MouhcineHayani 1,*, Nadia Benhlima et al 2020) sur
nepta (Maroc) [32], Ils sont d’accord avec notre travaille malgré que 1’utilisation de méthanol
et méthode de macération ¢a ce peut la palnte trouve dans la méme région (Afrique du Nord)
La différences entre les résultats des deux opérations (PoonamKumariPatial ;et al 2019) [30]et
(MouhcineHayani 1,*, Nadia Benhlima et all 2020) [32] malgré leurs utilisation de méthanol
I’un trouvé saponins et 1’autre non, peut €tre la raison est le changement dans la nature du

climat des deux régions.

II. Dosage quantitative:

> Polyphénol :

Nous avons calculé la teneur en polyphénol des Extrait. en utilisant une courbe
d’étalonnage (y = 0.002x- 0.037, R? = 0,974), ou I’acide gallique est considérée comme un
standard. Les concentrations des infusions sont exprimées en mg équivalent de 1’acide

gallique (EAG) par gramme d’extrait séche (ES).

R 2 =0.974 étant proche de 1, on peut affirmer qu'il y a une corrélation linéaire significative

entre X ety

Les polyphénols totaux étaient en moyenne de 0.405 + 0.040mg/g pour I’extrait
acétonique de plante calamintha officinalis .Cependant Les résultats de (Nabila
BOUGANDOURA*, Nassima BENDIMERAD 2012) [33] montrent que 1’extrait
méthanolique (2,968+0,809)

Ceci on s’oppose la différenciation de la diminution de teneur de polyphénol référez —
vous a votre utilisation de produit chimique méthanol ou nous pensons que la raison est la

méthode d’extraction qui leurs utilisés macération
> Flavonoide :

Nous avons calculé la teneur en flavonoides des extraits en utilisant une courbe

d’étalonnage (y = 0.01x+ 0.062, R* = 0,995)
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R 2 =0.995 étant proche de 1, on peut affirmer qu'il y a une corrélation linéaire significative

entrex ety

Les flavonoides totaux étaient en moyenne de 0.1615+ 0.0035mg/g pour I’extrait
acétonique  de plante calamintha officinalis .Cependant Les résultats de (Nabila
BOUGANDOURA*, Nassima BENDIMERAD 2012)[33] montrent que [’extrait
méthanolique (1.280+0,077) et ’extrait aqueux (3.131£0.154)

e En comparant notre étude avec les travaux de (Nabila BOUGANDOURA*, Nassima
BENDIMERAD 2012) [33] on remarquant qu’il ya une petite différence, nous
pensons qu’il possible qu’ils aient utilisés la méthode de macération et autre raison qui
‘ils utilisés méthanol.

e [l ya d’autre étude qu’ils ont travaillés sur le méme espece végétale (nepeta) de (India)
(PoonamKumariPatial et al. ,2019) [31]leur résultat est : avec méthanol

(105.82+01.91) , avec acétone (216.89+0.42)

Nous remarquent que dans les deux cas il ya hyper augmentation de la teneur de

flavonoide malgré qu’ils utilis¢é méme méthode d’extraction (Soxhlet)

De notre point de vue, nous disons le milieu de la plante est la raison de la différence de

résultats, et cela pourrait étre du a la quantité élevée (80g/300ml)

e Selon les résultats de (MouhcineHayani et al ., 2020) les teneurs en flavonoides des
extraits méthanolique est 14.71 £0.033, R? = 0.995

e On observons aussi qu’il ya une hyper augmentation ente les travaux
(PoonamKumariPatial et al.,2019) de India[31] et ( MouhcineHayani et
al .,2020)[32] de Maroc

Malgré que les deux travaux utilisant le méme produit chimique méthanol.

Ca dépend la localisation de la plante et les facteurs climatiques et nutritionnels et les

conditions de sa vie dans environnement écologique approprié

e par comparaison ; notre étude avec les études de (MouhcineHayani et al ., 2020) [32]
de Maroc il existe une différence mais pas grande tandis que sont utilisés méthode

extraction différente macération et produit chimique méthanol .
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III. Activité antioxydante :

DPPH:

Le stress oxydatif, défini comme une perturbation de 1'équilibre entre la production
d'espéces réactives de l'oxygene (radicaux libres) et défenses antioxydants, est discutée en
relation avec son role possible dans la production de 1ésions tissulaires. ( Najah R., Hadi et al

2000).[34]

I’acide ascorbique est le nom chimique de la vitamine C, antioxydant indispensable
que le corps humain ne peut pas synthétiser. il est présent an abondance dans certains fruits

comme citron et I’oranges. [35]

Cette vitamine C a plusieurs avantages, mais elle a aussi quelque inconvénient parmi

ces dommages :

De trés fortes doses (plus de 3 g par jour) peuvent entrainer chez certaines personnes des

troubles d’estomac, une diarrhée ou des calculs rénaux. [36]

Notre objectif est de faire un test antioxydative pour voir si nous pouvons remplacer la

vitamine C par la plante calaminthaofficinalis.

Donc on va comparer IC 50 (concentration inhibitrice) de calaminthaofficinalis et le vitamine

C.

Dans le travail (G. MARINOVA* and V. BATCHVAROV,. 2011) [37] qui travaillé
sur détermination de Dl’activit¢ antioxydante de 1’acide ascorbique par DPPH son résultat

montre que la valeur de facteur de corrélation est R2 =0.9957 et y=159.06X + 6.0687 .
Quand le coefficient de corrélation est élevé I’activité antioxydante est élevée et vice versa.

L’acide ascorbique (vitamine C ) a une bonne activité¢ antioxydante par rapport a la

plante calaminthaofficinalis .

Nous concluons que la vitamine C ne peut pas remplacée par la plante

calaminthaofficinalis.

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits testés montrent que le pourcentage

d’inhibition des extraits acétonique de Saturejacalamintha est de valeur 4.53mg/ml
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Donc ; La plante calaminthaofficinalis a une activité antioxydante mais est faible.

Les travaux de (Nabila BOUGANDOURA*, Nassima BENDIMERAD*2012) [33]
qui déterminées la valeur de pourcentage d’inhibition des extraits aqueux et méthanolique de

Saturejacalamintha est de 1’ordre de 4,624 et 5,0mg/ml respectivement pour les extraits

aqueux et les extraits méthanoliques

Les résultats Approximativement sont les mémes.
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Conclusion :




+* Conclusion :

Depuis la préhistoire, les plantes médicinales ont été¢ une ressource importante pour la

lutte contre les maladies et I’infection. Trouver de nouvelles herbes ayant des effets préventifs

sur la santé est 'un des plus grands défis auxquels est confronté le développement de

médicaments naturels.

L'espéce calaminthaofficinalis (nepta) appartient a la famille des lamiacées, une des

familles les plus importantes dans la flore algérienne et parmi celles les plus utilisées en

médecine traditionnels.

+*+ Notre étude a permis de mettre en évidence

Détermination du rendement des extraits acétonique bruts par la méthode de
Soxhelt rendement de I’extrait acétonique de calaminthaofficinalis (nepta), on
obtenue des résultats qui montrent que 1’extrait brut de la plante est égal : 6.6645%.
Les tests phytochimiques réalisés sur 1’extrait acétonique de la plante
calaminthaofficinalis (nepta), a permis d’identifier plusieurs métabolites
secondaires (polyphénols, flavonoides, tanins,....) par les réactions qualitatives de
caractérisation. Les résultats obtenus ont confirmés la présence de plusieurs
substances phytochimique (composés bioactives).

L’évaluation quantitative du contenu en composés chimique dans 1’extrait de la(
Nepeta )calaminthaofficinalis :

Le dosage de phénols totaux deb I’extrait acétonique a révélé des teneurs dans

calaminthaofficinalis0.405 + 0.040mg/g.

Le dosage de flavonoides totaux deb I’extrait acétonique a révélé des teneurs dans

calaminthaofficinalis 0.1615+ 0.0035mg/g

e L’¢tude de I’activité antioxydante par la méthode de réduction du piégeage du radical

libre DPPH des extraits méthanolique a montré que notre extrait posseéde un pouvoir

antioxydant, le pourcentage d’inhibition a une valeur IC 50 =4.53mg/ml.

Notre ¢tude a montré que la plante médicinale calaminthaofficinalis (nepta) est tres

riche en différents composés métaboliques ,une exploitation de leur propriétés

antioxydante.
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