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Introduction

INTRODUCTION

L’utilisation des plantes en thérapeutique est trés ancienne et connait actuellement un regain
d’intérét auprés de la population et cela malgré les progres de la médecine moderne. Selon
I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), plus de 80 % de la population mondiale a recours
a la médecine dite traditionnelle (OMS, 2008). Cet engouement s’explique par le fait que de
nombreuses maladies sont traitées de maniere satisfaisante et a moindre cotit par les plantes et
aussi par le fait que 'utilisation des médicaments préparés par synthése chimique est souvent

associée a des effets indésirables. (Tyihak et al ; 2007)

Selon des études antérieures, un grand nombre de plantes médicinales possédent des
propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application dans le domaine

thérapeutique a savoir les propriétés, anti-inflammatoire, anti-microbienne, antiperytique, ....

Cependant, les propriétés anti-oxydantes, contre le stress oxydatif (facteur déclenchant de
plusieurs pathologie comme le cancer, le diabéte et 1’athérosclérose...), demeurent une tache
trés intéressante pour le fait que la majorit¢ des  antioxydants synthétiques utilisés
actuellement, tels que le 2,3-ter-butyl-4-methoxyphenol (BHA), 2,6-di-terbutyl-4-methyl
phenol (BHT), le tert-butyl hydroquinone (TBHQ) et le propylgallate (PG), sont accompagnés
toujours des effets secondaires indésirables dans le foie et peut provoquer des cancers
(Tawaha et al ; 2007). Néanmoins, l’utilisation de composés phytochimiques a base des

plantes médicinales s’averent utile et sans effets indésirables.

La valeur antioxydant de ces plantes est due a des métabolites secondaires, notamment les
composés phénoliques (principalement flavonoides et acides phénoliques).
L’extraction des composées phénoliques, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace
a leur pouvoir antioxydant, est une étape trés importante dans leur isolement, aussi bien que
dans leur identification. Plusieurs facteurs peuvent influencés 1’opération de 1’extraction de
ces composé son savoir leur diversité structurale et leur solubilité qui est affectée par la

polarité du solvant utilisé (Bonnaillie et al ; 2012 , Joki¢ et al ; 2010).

Dans ce contexte, La présente étude a été réalisée afin d’évaluer I’effet de deux méthodes
d’extraction a savoir la décoction (extraction a froid) et la macération (extraction a chaud)
de la plante médicinale Mentha piperita (largement utilisée en médecine traditionnelle pour

ces propriétées antioxydante, stimulatrice, anesthésique, antalgique,...)par trois solvants
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organiques (méthanol, éthanol et acétone) sur l'effet anti-oxydant et la teneur en polyphénol

et en flavonoides. Pour ce faire nous avons fix¢ les objectifs suivants:

» Préparation de [I’extrait de décoction et ’extrait de macération par trois solvants
différents (méthanol, éthanol et acétone) ;

» Des tests de screening phytochimique pour avoir quelques informations
Concernant la constituant en métabolite secondaire dans les deux extraits ;

» Une étude qualitative et quantitative des flavonoides et des polyphénols afin d’estimer
les types et la quantit¢ des flavonoides et des polyphénols, dans la décoction et
macération ;

» L’estimation de l'activité anti-oxydante in vitro des deux extraits par la méthode de

radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe)



Chapitre I Revue bibliographique

I.La phytothérapie
I.1.Définition

Le mot phytothérapie se compose de deux racines grecques : phuton qui signifient respectivement
plante et thérapeia qui signifie traitement.

Est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels ou
certains états pathologiques au moyen de plante, de parties de plantes ou de préparation a base de
plante (Wichti M et al ; 2003) et est une technique de soins qui utilise les plantes pour venir a
bout des causes et symptomes de diverses maladies c'est 1'une des plus anciennes thérapeutiques
(Gayet ; 2013) le tableau fait desous présente quelque exemple des plante médicinale.

Tableau 01: Quelque plante utilisés dans la médcine traditionnel des exemples de plantes
médicinales se présente dans le tableau ci de sous (Bensalek ; 2018).

Non scientifique Non frangais Non vernaculaire
Pimpinellaanisum Anis Naffa

Cuminum cyminum Cumin Kamoun

Apium graveolens Céleri Krafs

vardulce

Carun carvi Carvi ou cumin des prés Karwia

Glycine max Haricot oléagineux Soja

Thymus vulgaris Thym Zaitra

Verbena officinalis Verveine Louiza

Znjiber oficinalis Gingembre Skinjbir

I.2. Forme d'adménistration de la plante médicinale se forme des tisanes:
Les plante médicinale sont adménistré par 1'on se forme des tisanes a savoir:

A. Pinfusion: la préparation de l'infusion est basé sur la macération de la plante dans 1'eau
bouillant pendant10 min.elle est réservée au thé, aux fleurs et a de rares feuilles ( reine- des —
prés) ou racines ( guimauve). La préparation de l'infisversez de 1'eau préalablement bouillie sur la

plante puis laissez reposer 10 minutes a couvert avant de filtrer et boire.
3
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B. La décoction: Elle est préparé par ¢bullition de mélange d'eau (a froi) et la plante pendant 2
min pour les feuilles, et 5 min pour les racines. Enfin d'obtenir le maximum des principe actife,
apres ¢ébullition le mélange est les fait infusion pendant 10 min avant de filtrer et boire.

Tableau 02 : Modes de préparation des extraits de quelque plante médicinale pour usages
thérapeutique en médcine tradictionnel. (Hamel T., et al ; 2018)

Famille Taxons Partie utilisée Usage Mode de
thérapeutique préparation
Lamiaces Lavandula Feuilles et fleurs | Traitement de la | Décoction
stoechas grippe, bronchite, et

douleurs d'estomac

Lamiaces Mentha Traitement des | H.essentielle,

suaveolens I douleurs gastriques | infusion
Feuilles . ,
et des diarrhées

Lamiaces Prunella Feuilles Anti-inflammatoires | _ Décoction
vulgarisation. L et digestif
Rosaceae Carataegus Fruits Régulatrice le | _ fruits
monogyma rythmecardiaque
Malvaceae Malva Décoction
sylvestres ) infusion
subsp Feuilles et fleurs | Contre les douleurs
dorsales et les
Sylvestres branchits aigués
L
Urticaceae Urticapilulifera Astringent _ infusion,
L ) o décoction
Feuilles et diurétique
Myrtaceae Eucalyptus Anti-infectieux et | Huile
globulus labill ) antiseptide essentielle
Feuilles
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1.3.Les métabolites premieres

Le métabolisme primaire fait référence au processus de production d'acides carboxyliques,
d'acides a-aminés, de glucides, d'acides gras, de protéines et d'acides nucléiques dans le cycle de
Kreb qui sont nécessaires a la survie des micro-organismes. Tous les organismes ont les mémes
voies métaboliques par lesquelles ces composés sont synthétisés et utilisés (Trossel K. B. G. ;
1997).

1.4.Les métabolites secondaire

Se sont des composés de faible masse moléculaire (<1000 Da généralement) qui ne jouent pas un
role fondamental pour les plantes comme les métabolites primaires, mais qui sont impliqués dans
I'adaptation des plantes a leur environnement, notamment dans les interactions biotiques.

-Les métabolites secondaire des plantes se répartité en 3 groupes chimiques : les

Alcaloides, les terpénoides et les composé phénoliques. (Hoang- nan Pham ; 2017).
I.4.1.Les alcaloides

Les alcaloides, sont des substances trés hétérogeénes et incolores, peu solubles dans I'eau mais
solubles dans les solvants organiques. Bien sir, Ils sont généralement présents en faible quantité
dans la plante d'origine végétale.( Francesco ., et al ; 2013) forment une trés grande famille de
substances azotées présentes dans le régne végétal. Ils possédent des structures hétérocycliques et
se retrouvent dans 20% de toutes les espéces de plantes ils sont connus comme doués de
propriétés antimicrobiennes. Le mécanisme d'action des alcaloides est attribu¢ a leur capacité a
s'intercaler avec 'ADN. Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou
'aconitine), certains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme
la morphine, la codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine), ou
comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol, vinblastine,
vincristine). Ils sont utilisés comme inhibiteurs des pompes a efflux afin de lutter contre 1’antibio-
résistances (Toure Daouda ; 2015 ).
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Figure 01: Les différentes types des alcaloides

1.4.2. Les tanins

IIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse et concise car
il n'y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont en effet variées et
rassemblées en famille en fonction d'activités communes.les tanins sont clasé en deux type :

A. les tanins hydrolysables, esters d'un sucre, qui est trés généralement le glucose, et de l'acide
gallique 3 ou de I’acide ellagique. (Becker et al, 1978)

B. les tanins condensés, ou proanthocyanidols, non hydrolysables résultant de la polymérisation
des unités flavan-3-ols. Ils forment dans les vacuoles des solutions pseudo-colloidales et peuvent
aussi se fixer au niveau des lignines, renforcant encore I'imputrescibilit¢ du bois de
ceeur.(Belkhdar ; 1991)



Chapitre I Revue bibliographique

s u_'i:::: e
: Pt o
g ey 7
; LY ::u' LY e o i
i:_ .,;.- i My ) il e
. . T : z
—a =]
i
Acide ellagique Flavan-3-ol

Figure 02 : structure de ’acide ellagique et flavan-3-ol (Becker et al,1978. Belkhdar ; 1991)

1.4.3.Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés jaunes, trés communs dans la nature. Les agrumes, tels que
Citrus medica (citrons), Citrus aurantium (oranges) dans leurs variétés ameres et douces, et
certains fruits sauvages comme Rosa canina sont tres riches en flavonoides. (Francesco., et al ;
2003)

o =
i .
|
2= . . - + S .
2 - - - i
i l
. e " mrav
S S | 2|
Faslm Rl ke
ik i
LE e e
[T, [T S =
|
-] L) o LT} A
v
i
T 1} I}
b o . i
CDomrmim Fenmparicdin
= A = ]
= -
] 3 - -I _! mm
- - S o s
]| | I |
=2 =]
Siibyhin

Figure 03 : structure des quelque flavonoides
I.4.4.Saponines

Les saponines sont un groupe de glycosides naturels formant des solutions colloidales avec de
'eau qui moussent lorsqu'on les secoue - d'ou leur nom. Les sucres et les aglycones (qui sont
séparés en stéroides et terpenes selon leur structure chimique) sont libérés de ces glycosides par
hydrolyse acide. Ils sont dépourvus d'azote, généralement inodores et au golt amer (hors
glycyrrhizine). Pharmacologiquement, les saponines possédent une action expectorante et
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antitussive. Lorsqu'elles sont administrées a petites doses, les saponines stimulent la sécrétion de
mucus liquide facilitant ainsi 1'expectoration. Cet effet est dGi a une irritation du mucus gastrique
par action réflexe (Francesco., et al ; 2003).

1.4.5.Les phénols simple

Sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol...). Se sont des dérivés de 1'acide benzoique et
de I’acide phénolique.

(L= )
e w
EXTESETTIE

Figure 04: Structure des quelques phénols et acides phénoliques.(krief Sabrina ; 2003)
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I1. La plante

I1.1. Description de la plante mentha piperita

La mentha poivré (Mentha piperita) une membre de la famille des labiatae (Isadiyan et al;
2015) qui comprend plus de 200 genres et quelques 6000 especes différentes réparties sur tout
le globe.(Berceau et al ; 2016), elle est originaire du Moyen-Orient.

la menthe poivrée est le résultat de 1'hybridation entre la menthe aquatique ( Mentha equatica)
et la menthe verte (Mentha spicata) ( Mohamed., et al ; 2015) .

Elle est Une plante vivace, 30-90 cm de hauteur. Les tiges dressées carré ou ascendante,
ramifiée, la partie supérieure toujours quadrangulaire. Feuilles opposées, pétiole, ovales
oblongues a oblongues - lancéolées, dentelées, pointu ; vert foncé sur la surface supérieure.
Fleurs violacé, se produisent en grappes €paisses, de terminaux, de spicoid verticilles, chaque
fleur montre un calice tubulaire avec 5 tranchants, des dents velues, une violacée, irrégulieres,
4 - corolle fente, 4 étamines courtes, 4 - ovaire unicellulaire et un style en saillie se terminant
par un stigmate bifide. Fruit se compose de 4 ellipsoidales nucules ( Geneva ; 2002)

L Toikhe

Figure 05 : photo représente les caractéristiques de la menthe piperata.
Le nom de la plante en Arabe : Nanaafoulfouli
Le nom de la plante en Frangais : La Menthe poivrée

Le nom de la plante en Anglais : Peppermint
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I1.2. Répartition géographiquede la mentha piperita.

La Mentha piperita est originaire d'Europe, et s'est répandue en Chine, en Inde, aux états
UNIS, en Afrique. Elle est particulierement présente dans les régions températures €levé et
surtout méditerranéenne, dans les zones fraiches et humide (likibi., et al ; 1997-5902).

Ce genre et largement cultivé au Sahara de 1'Algérie ou on trouve six épices plus dominé dont:

M. Agquatic, M. Spicata, M. Rotundifilia, M. Longifolia, M. Pulegium et M. Piperita
(Mohamed., et al ; 2015)

1"abionce de mee ki la préseac e de renths

Figure 06 : Distribution géographique de la Menthe piperita

I1.3. Classification de Mentha piperita (barlier ; 2013/2014)

Tableau 03 :La classification de Mentha piperita est présentée dans le tableau ci de sous:-

Embranchement Spermaphytes

Sous Angiospermes
embranchement
Classe Dicotylédones
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Sous classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées(labiaocées)
Genre Mentha

Espéce MenthaPiperita

I1.4. La composition chimique de Mentha piperita

Les études entérieurs de 'espeéce mentha piperitaon montré la diversité et la richesse de
cette plante en plusieurs constituent 1'huile essentielle ( 1,5% au lmaximum), dont le menthol
(entre 35 et 55%) et la menthone (entre 10 et 40%), flavonoides (lutéolme, menthoside) et le
menthol se présente principalement sous forme d'alcool libre, avec de petites quantités sous
forme d'esters d'acétate (3 a 5%) et de valérate. le phénols, acide phénols: acide caféique,
acide rosmarinique (page2sur4-monographie menthe Xpiperita L-version 200515) , les
terpénes (Larouss;p116), comme (monoterpénes présents comprennent l'isomenthone (2-10%)
le 1,8-cinéole (6-14%), l'a-pinéne (1,0-1,5%), le B-pinéne( 1-2%), le limonéne (1-5%),
néomenthol (2,5-3,5%) et menthofurane (1-9%) (Geneva ; 2002), Triterpénes (acide ursolique)
cire), ainsi que les caroténoides (Bruneton ; 2009)et le isomenthone, console et le cis-carone
(Benabdallah A ; 2016/2017) . La menthe reforment également, pinéme, thymol, trace
d'aldéhydes et acides acétiquen et valérique, mais aussi les substances améres, comme les
Tanis (SchmidJ 5 2010).

I1.5. Utilisation de la mentha piperita en médecine traditionnel

Dans la médecine traditionnel la Mentha piperita est largement utilisé contre : les
Trouble digestif, la menthe poivrée et excellente pour le systeme digestif elle stimule la
sécrétion des sucs digestifs et de la bile, et décontracté les muscles intestinaux. Douleur,
appliquée sur la peau la Menthe poivrée calme la douleur elle soulage aussi les maux de téte
liés a une mauvaise digestion. Les infections I'huile essentielle dillu¢ de la Menthe piperita
peut étre utilise par inhalation en cas d'infection bronchique.(Andrew chevallier;2001). Les
feuilles de Menthe piperata L sont utilise pour soulager l'inflammation des muqueuses de
I'estomac, soulager la nausée et calmé la douleur (Ndzeli ; 1997). En utilise également
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dans l'affection du tube digestif, I'affection neurologique et 'affection respiratoire.(Chraibi., et
al ;2017)

La Mentha piperita est utilisé dans les vois interne et externe pour traité les symptomes du
catarrhe et de la toux, non étayés par des donnés expérimentales ou cliniques traitement de la
dysménorrhée, des fiévres, de la jaunisse et des infection urinaires (Geneva ; 2002)., elle est
utilisé aussi depuis fort longtemps pour ses propriétés diurétique et leur capacité a faire tomber la
fiévre, les font recommander contre 1'ensemble des maladies d'origine infectieises (Brahmi., et al ;
2008)

I1.6.L'activité biologique de I’espéce mentha piperita

Tableaux 04 : Présente les études antérieures de mentha piperita :

Activitébiologique Référence

Activités anti oxydante Iran Rasooli ; 2010.
Benabdllah .A ; 2016/2017.
Mohamed Bilal Goudjil., et al ; 2015.

Chraibi .M., et al ; 2017.

Activités antifoaming Gevena ; 2002.

Antispasmodique Mohamed., et al ; 2015.
SalimaBennadja., et al ; 2007.

Geneva ; 2002.

Activitésantibactérienne Mohamed., et al ; 2015.
Brahmi et al ; 2008.
Geneva ; 2002.

Chraibi .M ; 2017.

Antiseptique Mohamed., et al ; 2015.

Bennadja ; 2007.

12
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Antivirales Mohamed., et al ; 2015.

Activitésanticancer Ferreira ; 2014.

Antimicrobiel Ferreira ; 2014.

Activité anti- Ferreira ; 2014.

inflammatoires

Chraibi .M ; 2017.
Activités anti fongique Chraibi .M et al ; 2017.
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I11. Polyphénols
II1.1. Définition

Les polyphénols constituent 1'un des métabolites secondaires les plus répandu chez les
plantes .c'est une famille de molécules hydrosolubles complexes généralement de haut
poids moléculaire. Ils produisent naturellement par les plantes pour se défendre contre
diverses agressions. Ils sont caractérisés, comme l'indique leurs nom, par la présence d'au

moins deux phénols, composées d'au moins un groupe hydroxyles OH. (Fleuriet., et al ;
2005).

OH

Figure 07: structure chimique du phénole simple

I11.2.Classification des polyphénols

Les polyphénols sont communément subdivisés en flavonoides (flavones, flavonols,
anthocyanidines, isoflavones, flavonones, catéchines) ou non-flavonoide (resvératrol, les
acides phénoliques, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les phytostérols

ou bien phytostanols.etc. Les plus importants sont : les acides phénols, les flavonoides et
les tanins.
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Figure 08: Les différentes classes des composés phénoliques

Tableau 05: Quelque exemples des composés phénolique et leurs origines (Harborne ;
1980),(Macheix., et al ; 1990)

Squel Classe Exemple Origine
ette

carbo

né

Cé6 Phénols simples Catéchol

Cé- Acides p-Hydroxybenzoiques Epices,
C1 hydroxybenzoiques fraise
Cé- Acides Acides caféique, Citrus
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C3 hydroxycinnamiq férulique Scopolétine
ue coumarines

Cé6- Naphtoquinones Juglone Noix
C4
Co- Stilbénes Resvératol Vigne
C2-
Cé
Co- Flavonoides Kaempférol,quercétine -Fruits,
C3- o . . légumes,
cé6 Flavonols Cyanidine,pélargonidin fleurs
e
Anthocyanes . ) Fleure,
téchine. épicatéchi .
Flavanols atéchine, épicatéchine fruits rouge
Naringénine p
Flavanones -romme,
Déidzéne rasin
Isoflavonoides
-Citrus
-Soja, pois
(Ceé- Lingnanes Pinorésinol Pin
C3)2
(Co- Lignines / Bois, noyau
C3)n des fruits
(C15) Tannins / Raisin
n rouge, Kaki
I1L.2.1.Tannins

Les tanins sont des substances phénoliques polymériques, ayant une masse moléculaire
compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des réactions classiques des phénols, la
propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Haslam ;
1996) ,(Cowan ; 1999).

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans toute les
parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert ;1991).
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On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique :

1- Tannins hydrolysables: sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénolique (acide gallique ou acide
héxahydroxydiphénique (HHDP) .(Bruneton .J ; 1999). Ils sont facilement hydrolysables
par voie chimique ou enzymatique. (Edwin ; 1996).

2- Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. (Bruneton ; 1999).Ce sont
des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols
(leucoanthocyanidines). (Edwin ; 1996)

Figure 09 : Unité structurelle de base des taninscondensés (Garrido et Borges ; 2013).

- Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués :

I11.2.2.Acides phénoliques

A. Acides hydroxybenzoiques : dérivés de I’acide benzoique et ont une formule de
base de type C6 - C1. IIs sont particuliérement représentés chez les gymnospermes et les
angiospermes.

Incluse plusieurs molécules et les plus fréquentes sont; (p- hydroxybenzoiques,
protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, salicyclique, gentisique, etc.)
(Guignard ; 1974)(Guignard., et al ; 1985).
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Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous forme d’esters ou de
glucosides (Bruneton ; 1993), (Macheix et al ; 2005).

R, COOH

Figure 10 : Acides hydroxybenzoiques

R1=R2=R3=R4=H. acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=R4=H, R3=0H. Acide p-hydroxybenzoique
R1=R4=H, R2=R3=0H. Acide protocatéchique
R1=R4=H, R2=0OCH3, R3=0OH. Acide vanillique

R1=H, R2=R3=R4=0H. Acide gallique

R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0H. Acide syringique
R1=0OH,R2=R3=R4=H. Acide salicylique

R1=R4=0H, R2=R3=H. Acide gentisique

B. Acides hydroxycinnamiques : Les acides hydroxycinnamiques représentent une
classe trés importante dont la structure de base (C6 — C3) dérive de celle de 1’acide
cinnamique grace a des substitutions au niveau du cycle aromatique (Richeter ; 1993 ,
Guignard ; 1974 , Psotova., et al ; 2003).

Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques 1’acide p-coumarique (et ses
isoméres, les acides o- et m-coumariques), 1’acide caféique, I’acide férulique et son
dérivé 5-hydroxyle et enfin I’acide sinapique (Macheix., et al ; 2005).
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COOH

Ry

Figure 11: Acides hydroxycinnamiques « phénylpropanoides »

R1=R2=R3=H. Acide cinnamique (non phénolique)
R1=R3=H, R2=0H. Acide p-coumarique

R1=R2=0H, R3=H. Acide caféique

R1=0OCH3, R2=0H, R3=H. Acide férulique

R1=R3=0CH3, R2=0OH. Acide sinapique

111.2.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols complexes qui ont une origine biosynthétique
commune, ce qui explique qu’ils partagent la méme structure de base (Grotewold E,
2006), qui est constitué d’un squelette de phényl-2-benzopyrane que désigne le noyau
FLAVONE a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), conformé de deux noyaux aromatiques
en C6 (noyaux A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné de trois carbones qui dit cycle
pyrone C (Erlund ; 2004),(Yao., et al ; 2004).

Figure 12: Structure de base des flavonoides (Bravo ; 1998).

Peau des fruits, persil, et céleri
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Tableau 06 : Principales classes des flavonoides et leurs sources alimentaires (Moon ;
2006).

Classe Squelette Exemples Source
alimentaires
Flavone Apigénine, Peau des
Lutéoline, fruits, persil,
Chrysine et céleri
Flavonol Quercétine, Poireau,
< o ] Kaempférol radis, thé
b | Myricétine noir, oignon,
¥ pomme,
olive et
brocolis
Flavanone Naringénine, Poireau,
- Eriodictyol radis, thé
: , Taxifoline noir, oignon,
pomme,
olive,
brocolis, et
vin rouge
Dihydrofla OH Dihydrokae Fruits de
vonols £ | mpférol genre citrus
e s
L 1 ]
Y o
OH O
Aurone Hispidol,
Aureusidine, S
! ulfurétine,
Maritimetine. 4
i
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Chalcone Butéine et
phlorétine
/
Anthocyani Cyanidol, Raisin, fraise
dol 2 malvidol et et framboise
| ] Ir apigénidol
L. )
Isoflavones 0 Genisteine, Légumineuse
[@' “\[# H“i Daidzeine s (soja, et
o arr'“x_f:ch pois chiches
0 ‘lx;;:?’ verts), et
graines de
tourne sol

I11.2.4.Les propriétés biologiques des polyphénols

Le tableau ci de sous résume quelque propriété biologique des polyphénols :

Tableau 07: propriétés biologiques des quelques polyphénols dans l'organisme

Composantphénol Activitébiologique Référence
ique
Acidephénolique Antibactériennes (Badereddine., et
) ) al ; 2014).
Antifongiques
Antioxydants
antiulcéreuses (Nsemi Muanda ;
antiparasitaires 2010).
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-Antitumorales (Nsemi
) ] o Muanda ;
Flavonoides -Ant¥para51t.a1res 2010).
-Antibactériennes

-Anti-inflammatoires
analgésiques
hypotenseurs

-Antivirales
diurétiques
antioxydants

-Antithrombotique

(Yezza., et al;

2014).

-Anti-
allergiqueanticarcinog
ene

-Anti-ulcere
-Antispasmodiques

-Anti-hépatotoxique

(Hamza.,
2015).

et al;

-Activité
hypocholestérolémian
te

-Activité
antidiabétique

-Activité
antimitotique

-Activité anxiolytique

(Zoughlache ;

2009).
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-Activités
estrogéniques
-Anti-estrogéniques
-Activité  sur  les
maladies-neuro-
dégénératives
-Activité insecticide

(Morel ; 2011).

-Anti-influenza

(Khaldi ; 2015).

Vasodilatateur

(Tigrine ; 2014).

Coumarine

Protectricesvasculairs,
anti- inflammatoires,
anti  Inductrice de
I’apoptose ,Anti
diarrhéique
parasitaires
analgésiques

-Anti cedémateuses

(Nsemi
Muanda ; 2010).

Tanin

-Anticoagulant
antioxydant

-Antitumorales
Immunostimulant

-Antimutagéne

(Biaye ; 2002).

-Anti hypertensive
Antiinflammatoire

-Antivirale
-Antibactérienne

-Antifongique

-Antiulcéreuse stabilisation

du collagene cicatrisant

(Hamza., et al.,
2015).

(Aissous ., et al ;
2016).
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Antiviral, (Aissous., et al ;
o anticancéreux, 2016).
Lignine antimicrobienantio
xydant

L'activité anti oxydant des principaux polyphénols (flavonoide, Acide phénolique, les
tanins)

II1.3. L'activité anti oxydant des polyphénols
II1.3.1. L'activité anti oxydant des flavonoides

De nombreuses études ont établi que les flavonoides sont des antioxydants puissants
susceptibles d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a 1’oxydation des
macromolécules par différentes actions (Van Acker. ; et al ; 1995).

A. Effet scavenger des radicaux libres : les flavonoides (FI-OH) sont capables de
réduire les radicaux libres par transfert d’hydrogene et le radical Flavonoxy (FL-O) qui

en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure stable.(Jovanovic.,
etal ; 1994). (Figure 15).

IIIH

UL (y

Flavonouds Flivoeony fuinone

Figure 13: Effet scavenger sur les radicaux libres (Re) par les flavonoides (Jovanovic.,
etal ; 1994).

- La capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres est due a la présence de la
structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol), la double liaison insaturée
entre C2 et C3 adjacente a la fonction 4-o0xo et la présence du groupe 3-OH en combinaison
avec la double liaison C2-C3 (Rice-Evans., et al ; 1996). (Figure 16).
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Figure 14 : Eléments essentiels pour I’activité antioxydante desflavonoides (Rice-
Evans., et al ; 1996).

B. La chélation d’ions métalliques de transition comme les ions du fer (Fe2+) et du
cuivre (Cu+t) qui sont responsables de la production du radical hydroxyle par la
réduction du peroxyde d’hydrogéne (empéchant ainsi la réaction de Fenton) (Ahmad,
1995; Dacosta, 2003; Ferrali et al., 1997), Les sites essentiels pour la chélation des ions
métalliques sont le noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du
cycle C et les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles C et A (Moridani., et al ;
2003). (Figurel7).

o Coil

OH I
_1-[ S [ ]
” B |
s | "'-.-D. S __
(A el
I|_-_|'-.--"""'-..__r____,.--q-._ i
L, 17
e : :r
s ! m\]._-""’

Figure 15: Sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Van Acker., et al ;
1996).

- la protection des systémes de

C. défense antioxydants par la régénération des antioxydants liés aux membranes
comme I’ —tocophérol (Chebil ; 2006).
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D. Inhibition ou neutralisation de 1’activit¢é de certaines enzymes oxydantes
responsables de la production d’ERO comme I’oxygénase et la xanthine
oxydase(Cotelle ; 2001),(Chebil ; 2006).

I11.3.2. Les tanins

La capacité des tanins a créer des complexes avec les protéines par des liaisons
hydrogénes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur permet alors de
désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires
transportant les protéines des microorganismes (Cowan ; 1999). Concernant le pouvoir
antioxydant des tannins, cette propriété est trés remarquable due a leurs noyaux phénols
et la présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5, 7
dihydroxyles sur le cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine,
gallate d’épigallocatéchine et I’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux
libres (Rahman., et al ; 2006), ils inhibent les ions Cu2+ qui catalysent 1’oxydation des
lipoprotéines dans les macrophages in vitro (Yoshida., et al ; 1999).

I11.3.3. Les acides phénoliques

Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont les acides
cinnamiques et caféiques, On les retrouve présents dans le thym et la téragone .1’acide
gallique et I’acide chlorogénique. (Cheng.,et al ; 2008). .Pour ’acide caféique, il se
montre tres efficace contre les virus, bactéries et champignons (Cowan ; 1999). Alors,
I’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon
chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments
anticancéreux tels la cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer
(Kawada.,et al ; 2001) ,(Rangkadilok., et al ; 2007). Il peut aussi prévenir les dommages
oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible concentration et exerce une forte activité
antiproliférative tels que la quercétine sur les cellules humaines cancéreuses du colon et
les cellules épithéliales du foie chez les rats normaux (Lee., et al ; 2005).
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IV.les radicaux libres, stress oxydant et antioxydant

IV.1. les radicaux libres

Le radical libreest une espece chimique (molécule ou atome) qui posséde un ou plusieurs
¢lectrons célibatair dans la couche extern. Cette especes est tres instable et réagit rapidementavec
d’autres molécules. Il est un composant, tentant de capturer I’électron nécessaire a la stabilité.
Lorsqu'un radical libre attaque la molécule stable la plus proche, une réaction en chaine
commence. En libérant son électron, la molécule atteinte se transforme en radical libre.

IV.1.1. Especes réactives de I'oxygéne (ERO)

Les especes réactives de l'oxygene (ERO), sont des molécule qui dérives de la molécule
d’oxygene, ils sont constitutes des radicaux liber comme:Le radical superoxyde (Os- ), le radical
hydroxyle (*OH), le monoxyde d'azote (NOe). et dérivés oxygénés non radicalaires a forte
toxicité, comme: le peroxyde d'hydrogene (H202) et le peroxynitrite ( ONOO- ) sont les espéces

réactives de 1'oxygene les plus courantes.

Tableau 08: les principales espeéces réactives de I'oxygeéne (Sebastien F; 2006).

ERO Formule chimique
Anion radical superoxide O2e-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Trioxygene moléculaire 03
Oxygeéne singulet ‘02
Radical hydroxyle OH-
Radical hydroperoxyle HOO-
Radical peroxyle ROO-
Peroxide et hydroperoxyde ROOR et ROOH
Radical alkoxyle RO-
Radical oxyde nitrique NO-
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Peroxynitrite ONOO-

Hypochlorite ClO-

IV.1.2.Source et formation des ERO
On distingue deux type de source soit endogens ou exogenes
IV.1.2.1. Les sources endogéne

A. La mitochondrie

90% des ERO seraient produits par la mitochondrie lors du transfert d’électrons dans sa chaine
respiratoire au cours du métabolisme énergétique cellulaire (Balabanetal ; 2005 , Milane ; 2004 ,
Haton ; 2005 , Borg&Reeber ; 2008). Ils'agit de I'anion superoxide O2et du peroxide
d’hydrogene H202 (Chatre; 2017).

O2+le- ——» O2¢-(Marfak .A et Radiolyse ; 2003).
B. L'inflammation et NADPH oxydase

L'inflammation et une source importante d'especes réactives de 1'oxygene, qui sont produit
directement par le complexe enzymatique NADPH oxydase qui joue un role important dans la
réponse immunitaire (NadjiB ; 2010), dans les cellules phagocytaires actives telles que les
neutrophiles, (Rahman ; 2007).Les éosinophiles et les macrophages. Lors de 1’activation, les
macrophages provoquent une augmentation de 1’absorption d’oxygene, entrainant une variété de
ERO, notamment I’anion superoxide, 1’oxygene nitrite et le de peroxyde d’hydrogéne (Conneret
Grisham ; 1996).

NADPHoxydase

204NADPH _____ § 202*-+NADP+H+
(Alain .M ; 2011) , (Guillaume .J ; 2008) , (Servais.S ; 2004) , (Caroline.J ; 2003).
C. Le systeme xanthine/xanthine oxydase

Deplus,lesystemexanthine/xanthineoxydasepermetlaformationdel'anionsuperoxide par la réaction
suivant.

Xanthine oxydase

Xanthine + 20+ H. 5 acideurique +202¢- + 2H+ (Marfak .A et Radiolyse ; 2003).

28



Chapitre I Revue bibliographique

D. Le NO-synthase

Cette enzyme produit du monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique, un radical libre de formule
chimique <N=O présente dans la circulation sanguine (Huiying Li, C.S. ; 1999). Ces enzyme
catalysent I’oxydation de 1’acide amine L-arginine pour produire de la L-citrulline et du NO par
la réaction suivantes:

2 L-arginine + 3 NADPH + H+ + 4 O2 ——— 2 L-citrulline + 2 NO + 3 NADP+ + 4
H20.

E. Le Peroxysome

Les peroxysomes sontune impotante source de production d’H202 cellulaire (Boveris et al, 1972).
Toute fois, I’H202 est utilize comme substrat de la catalase peroxysomale. Ces réactions sont
importantes dans le processus de détoxification présent dant 1’foie et le rein (Balaban., et al ;
2005).

F. Le lipoxygénase

Les lipoxygénase ou LOX font partie de la famille des oxydoréductases. Chez les plantes, sont
généralment classes selon la position spécifiaue d’oxygénation de 1’acide linoléique: 9-
lipoxygénase ou 13-lipoxygénase (Gilabert., et al ; 2002) ,(Yokota., et al ; 2003).
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Figure 16: Source endogéne des éspece réactive de I’oxygéne.
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IV.1.2.2.Les sources exogéne

Le corps humain est soumis a une variété de substances capables de provoquer des ERO,
n’ycomprisedes toxines environnementales telles quel' azote (NO) et le dioxide (NO2),peuvent
aussi réagir avec le HI 1Ol Iproduit par les macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et
donner naissance a des radical OH (Kohen&Nyska ; 2002).des médicaments anticancéreux tels
que les anthracyclines,(Peinetal ; 1995) , (Sinhaetal ; 1989),des xénobiotiques tels que des
herbicides,(Kohen & Nyska ; 2002),la consommation d'alcool,la contamination par des métaux
lourds et des composés chlorés(Priyadarsini,2005).Rayonnements ionisants (rayons X et gamma)
(Kohen& Nyska ; 2002), (Schrder& Krutmann ; 2005), (Sasaki ; 2006), (Sinhaetal ; 1989),et non
ionisants (rayons UV),(Sinhaetal ; 1989), (Chenetal ; 2012).Une alimentation raffinée riche en
graisses saturées,sont autant d’é¢léments favorisant la genése de radicaux libres (Menaetal ; 2009)
et ’alimentation deséquilibrée car en ces envitamins etoligo-éléments(Zerargui ; 2015).
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Figure 17: Origine et formation des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives
de I’oxygéne impliqués en biologie (Favier .A; 2003;108-15).
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IV.1.3. Roles physiologique des ERO

ERO remplissent une variété de fonctions physiologique utiles qui, a part la phagocytose, n'ont
été découvertes que récemment. La fonction de certaines enzymes, la transduction des signaux
cellulaires, la défense immunitaire contre les pathogenes, 'apoptose des cellules tumorales , la
régulation de la dilatation capillaire , la fonction de certains neurones, notamment ceux
impliqués dans la mémoire, la fécondation de I' ovule, la régulation des geénes ,régulation de la
croissance cellulaire et mort cellulaire.

IV.2. Stress oxydant

Le stress oxydant est une circonstance anormale. Est défini comme un deséquilibre dans la
balance entre les Espéces Réactives de 1'0Oxygene (ERO) et les systemes de défenses
antioxydants, que se soit par déficit en antioxydants, par suite d’une surproduction de radicaux
libres ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece., et al ; 2007).L’évaluation du stress
oxydant peut se faire directement par la méthode de Résonance Paramagnétique Electronique
(RPE) ou indirectement par la mesure des métabolites issus des réactions radicalaires
(peroxydation lipidique, oxydation des protéines, oxydation de I’ADN), ou encore par
I’évaluation des défenses anti-oxydantes.

Les molécules responsables de cette oxydation sont les radicaux libres. Ils proviennent de
I'oxygeéne contenu dans 1'air que nous respirons.

I11.2.1. Conséquences de stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes sur différentes
molécule biologique (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides) pouvant
affecter considérablement les mécanismes cellulaires.

IV.2.1.1. Effets sur les lipides

Les acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée d'attaque par le radical hydroxyle capable
d'arracher un hydrogene sur les carbones situés sur deux doubles liaisons, pour former un radical
diene conjugué, oxydé en radical peroxyle (Favier ; 2003) . Cette réaction appelée peroxydation
lipidique, dans cette réactions le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact
d'un autre acide gras.
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Figure 18 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras Polyinsaturés

1V.2.1.2.0xydation de ’ADN

L’ADN et une molecule tres sensible a 1’attaque par les radicaux libers, cette attaque pourit étre
directe et entrainer 1’oxydation des bases. Cela peut aussi se produire au niveau de la liaison
entre la base et le désoxyribose entraine la formation de site abasique. L’attaque des radicaux
libres aux niveaux des sucre provoque I’hydrolyse de la liaison phosphodiester enter le
groupement phosphate et sucre entrant ainsi le coupure simple ou double brin. Les radicaux
libres peuvent aussi attaquer Irs proteins qui sont trés nombreuses a entrer en contact avec I’ADN
pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzyme et facteurs de la replication ou de la
transcription), entraine des pontages des proteins (figure 4). Toutes ces attaques ont le potential
de perturber le mécanismes de replication de I’ADN (H¢léne ; 2013) ,(Rehman .A ; 1999) ,
(Favier .A ; 2003).
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Figure 19 : Lésions de ’ADN formées par attaque radicalaire (Halliwell; 2007).

1V.2.1.3. Effets sur les protéines

Les protéines sont une cible majeure pour ERO en raison de leur abondance dans I’organisme.
On pense que les protéines sont capables d’absorber la majorit¢ des ERO produits ( 50 a
75 % )(Alain .M ; 2013). Les protéines les plus vulnérables aux attaques radicalaires sont celles
qui ont un groupement shtol (-SH) (Alain .F ; 2003),(Jessica .T; 2011).Les protéines qui ont été
oxydées perdent leurs propriétés Dbiologiques et deviennent plus sensibles aux
bactéries.(Jessica .T; 2011),(Ronald S.L.M; 2011).

Les radicaux libres sont également responsables de la production de ponts disulfure, qui altérent
la structure des protéines et altérent leur activité biologique (activité enzymatique, transduction
du signal ou systéme de transport).
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IV.2.2. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydatif et la cause de nombreuses maladies le tableau fait desous représent les
different phathologie et issus de stress oxydant:

Tableau 09: quelque maladie liée au stress oxydant

La maladies " La réference

Alzheimer Souad A ; 2007.

Maladiesde Parkinson Halliwell .B et Gutteridge J.M.C; 1999.
Atawodi S.E; 2005.

L’infertilité masculine Carin Daum-B; 2006.

L’ischémie reperfusion Mitchinson M.J et Ball R.Y ; 1987.

Cardiovasculaires Yokada .M et Kitta .T; 1988.

Cancer Pullerits .R et Bokarewa .M ; 2005.

Cataracte Pastre et priymenko ; 2007 , Surveswaran et
al ; 2007.

L’asthme Cavin ; 1999.

La cancérogenese Klaunig et Kamendulis ; 2004.

Parkinson Carney & Carney ; 1994

Vieillissement accéléré Sohal R.S et Mockett R.J ;2002.

Arthrose Pastre et priymenko ; 2007.

Rhumatisme Montagnier .L et Olivier .R ; 1998.

L’atérosclérose Ko et al ; 1998 , Harrisson et al ; 2003.

Le daibéte. Zou et all ; 2008.
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IV.3. Antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible. ils servents a controler le niveau des espéces
réactives pour minimiser le dommage oxydatif.

IV.3.1. Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés en antioxydants endogene et exogene.

I1V.3.1.1. Antioxydants endogénes

Les antioxydants endogenes sont a la foi enzymatique et non enzymatique.

A.Antioxydants enzymatiques

* Superoxyde dismutase (SOD)

Le superoxide dismutase (SOD) est le plus puissant antioxydant enzymatique.Il agit comme le
premicre systheme de défense contre les especes réactives de I’oxygéne dans la cellule. Elle
catalyse la dismutation de deux molécules d’anion superoxide (O2¢) au peroxyde d’hydrogene
H20: et de l’oxygéne moléculaire O2, rendant par consequent 1’anion superoxide moins
potentiellement dangereux (Hamadi .N ; 2010).

I1 catalyse selon la réaction suivante (Hamadi .N; 2010).
SOD
202e- +2 Ht —— - H202 + O2
 Catalase

La catalase est I'une des enzymes antioxydantes les plus importantes comme le SOD. Elle est
présente dans presque tous les organismes aérobies. Elle décompose deux molécules de peroxyde
d'hydrogéne en une molécule d'oxygéne (Hamadi .N ; 2010). et deux molécules d'eau selon la
reaction suivante.

CAT

2H.02 —» 2 H20+ 02 (Nadji.B; 2010)
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* Glutathion peroxydase (GPx) et laglutathion réductase (GR).

La GPx catalyse la transformation du H20: et des hydroperoxydes de type lipidique (LOOH).
(Hamadi .N; 2010).

GPx

H20:+2GSH — . 2H>0 + GSSG

GPx
LOOH +2 GSH ——» LOH + H20 + GSSG

Le (GSSQG) ainsi produit est a nouveau réduit par la GR en utilisant le NADPH comme donneur
d'¢lectron selon la reaction suivante.(Ahmad .S; 1995), (Mates J.M; 1999), (Hamadi N; 2010).

GR

GSSG + NADPH H+ —» 2 GSH + NADP+

B. Antioxydants non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants est constitu¢ de plusieurs composes capables de réagir directement
ou réfléchis avec les ERO. Certains composes reproduisent en piégeant les radicaux libres et en
captant 1’¢lectron célibataire. Le glutathion, la bilirubine, 1’acide urique, la coenzyme Q, les
cestrogenes, la mélanine, la mélatonine et 1’acide lipoique ne sont que quelques-uns des réducteur
ERO endogenes.

« Glutathion (GSH)

Le GSH est plus largement impliqué dans la détoxification cellulaire, il permet également la
réduction du peroxyde d’hydrogéne dans 1’eau via une réaction catalysée par la glutathion
peroxydase.

e L’acide urique

C’est un piégeur puissant des radicaux *OH, ROOe< et NOOe, produisant le stable du fait de la
délocalisation des ¢lectrons dans le noyau purique.
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I1V.3.1.2. Antioxydants exogenes

A. Antioxydants phénoliques

Les composés phénoliques sont les composés phytochimiques antioxydants les plus importants
présents dans les plantes (Beta T; 2005). Pour les flavonoides, la propriété antioxydante la plus
connue est la capacité a absorber les radicaux libres tels que OHe , Oze- et LOO<.En raison de
son groupement hydroxyle (CsOH) hautement réactif (Ghedira K ; 2005) , les flavonoides
inactivent et stabilisent les radicaux libres .Ils peuvent également protéger les membranes
cellulaires en agissant a différents niveaux sur la peroxydation des lipids.(Macheix J.J; 2005).

B.Vitamines

Les vitamines sont des microélement nécessaires a divers processus biochimiques et
physiologiques dans le corps. Il est bien connu que la plupart des vitamines ne peuvent pas étre
synthétisées par la cellule (vitamine C,D,E,B12).

¢ Vitamine E

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, propose pour la premicére fois en 1936 par
Evans et collaborateurs. Est une vitamine liposoluble présente en grande quantité dans les
végétaux (par exemple, I'huile de palme, d'olive et de tournesol) reconnue comme antioxydante.

La vitamine E, elle, s’occupera de la régénération des cellules. De par son action anti-age, elle
bloquera les effets des radicaux libres tout en maintenant I’¢lasticité et 1’hydratation de la peau.
Elle est un antioxydant puissant qui réduir les dommages causés par les rayons UV sur peau. La
vitamine E facilement trouvable dans les fruits oléagineux, comme la noisette ou les amandes,
ainsi que dans les céréales complétes et les huiles végétales (huile de blé, huile de tournesol...).

*Vitamine C

C’est I'un des antioxydants hydrosolubles les plus courants trouvés dans les fluids
intracellulaires et extracellules. Les ERO tells que HO® ou Oz¢- peuvent réagir directement avec
la vitamine C. Elle a la capacité de recycler I’a-tocophérol pour aider a prévenir I’oxydation des
lipids. (Hamadi .N; 2010).

C. Caroténoides (Car)

Les caroténes et xantophylles sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles. Ils permettent, en particulier, de neutraliser I’oxygene
unique (Valko., et al ; 2000).
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Chapitre II. Matériels et méthodes

Le but de la présente étude est 1’évaluation de I’effet de différentes méthodes
d’extraction des composés phénoliques (la décoction et la macération) de la partie
aérienne de la plante médicinale Mentha piperata par différents solvants (méthanol,

acétone et éthanol) sur la teneur en composés phénolique set I'effet antioxydants.
Chapitre I1. Matériels et méthodes
I. Matériels :

I.1. Matériel végétal plante médicinale Menthapiperata-

L’espéce Mentha piperata a été récolté dans la région de Khenchela en mars 2022 et
identifi¢ par Mm Kara Ali. W, Docteur a ['université Abbes Laghrour de Khenchela et
membre dans 1’équipe de recherche physiopathologie cellulaire et plantes médicinales
dans le laboratoire de biologie et de I’environnement a 1’Université des fréres Mentourie,
Constantine 1.Les feuilles et les tiges de la plante récoltée ont été ensuite bien nettoyées
et séchées a température ambiante et a I’abri de la lumicre du soleil pendant 15 jours puis

broyée en poudre fine pour qu’elle soit préte a 1’utilisation.

I.2. Réactif schimiques et solvants

Les réactifs chimiques et les solvants utilisés dont la présente étude sont présentés dans le
tableau ci-dessous

Tableau 10 : Réactif schimiques et solvants

- Méthanol - DPPH" (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyl)

- Ethanol -Réactif de Fehling

- Acétone -Réactif de Wagner

- Acétate d’éthyle - Réactif de Folin-Ciocalteu
- Butanol - Carbonate de sodium

- Chloroforme - Acétate de sodium

I.3. Les équipements

- Agitateur

- Rotavapeur

- Spectrophotométre
- Bain-marie

- Vortex

- Balance
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II. Méthodes

I1.1. Préparation des extraits de Mentha piperita

Le présent travail a été effectué par deux méthodes d’extraction (macération ( a froid) et
décoction (a chaud), et par I’utilisation de trois types de solvants (methanol, ethanol et

acétone).

I1.1.1.Extraction par décoction

L’extraction des composés phénoliques par décoction (I’extraction a chaud) a été
effectué¢e selon la méthode décrite par Chavane et al (Chavane et a/.,2001) en y apportant
quelques modifications: Briévement, 50 g de la poudre de Mentha piperita ont été ajouté
a 100 ml de solvant d’extraction (méthanol, éthanol ou acétone a 70 % v/v dans 1’eau).
Chaque mélange a été porté a ébullition dans un bain Marie durant 30 min puis filtré sur
un tissu compresse et un coton. Ce procédé a été réalisé 2 fois, suivie chaque fois d’une
filtration et soumis a une évaporation rotative a 50 °C afin d’obtenir 1’extrait brut

méthanolique, éthanolique ou acétonique a chaud.

I1.1.2. Extraction par macération

Le protocole décrit par Romani (Romani et al., 2006) a été apporté afin de pratiquer
I’extraction des polyphénols de Mentha piperita par macération (I’extraction a froid), en
y apportant quelques modifications: 50 g de la poudre de la plante ont ét¢ macéré a
température ambiante pendant 24 h (deux fois) avec 100ml de solutions aqueuses des
solvants : méthanol, éthanol, acétone, a 70 % v/v). Apres filtration sur un tissu compresse
et un coton, les filtrats ont été concentré dans un Rotavapeur a 50C° afin d’obtenir les

extraits brut méthanolique, éthanolique et acétonique a froid.(Romani, 2006. pp.221-225).
I1.2. Le Rendement des extraits de R.montana

Le rendement des différents extraits de la partie aérienne de Mentha piperita été calculé

selon 1’équation suivante :

R(%)= (P1/P2) x 100

P1 : poids de ’extrait
P2 : poids de la poudre végétale de départ
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I1.3. Etude qualitative
I1.3.1. Screening phytochimique

Le but de screening phytochimique est basé sur la recherche et la détection des

différentes classes des métabolites secondaires contenues dans notre plante.

Tableau 11: Dans la page suivante montre les différents tests de screening

phytochimique.
Métabolites Méthode Résultats Références
attendues
Flavonoides 5 ml extrait Apparition d’une (Edeaga
+quelques gouttes couleur jaune H.O, Okwu
d’AlCI3 (1%) D.E,
Mbaebie
BO,
2005)
Polyphénols 2 ml extrait + Apparition d’une (Bourmada
quelques gouttes couleur bleue- et
de FeCl3 a2% noiratre ou vert Chaabana,
foncé 2020-2021).
Alcaloides Extrait + 5 ml La présence de (Benmahdi
d’HCI (2N) au turbidité ou de A.,
résidu. précipitation 2001)

-chauffer dans un
bain marie —filtrer
le mélange
-Ajouter leréactif
de Wagner (2g de
Klet1.27 d’I2
solubilisé dans
100 ml d’eau
distillée)
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Tanins 2mldela Apparition d’une (Karumi Y.,
totaux solution d’extrait coloration bleue- Onyeyili

+ 2a3 gouttes de noire et un PA.,

la solution de précipité apres Ogugbuaja

FeCl3 a2% quelques minutes VO,

2004)

Tanins 5 ml de ’extrait + Apparition d’une (Edeaga
galliques 2g d’acétate de coloration Bleu H.O, Okwu

sodium et foncé. D.E,

quelques gouttes Mbaebie

de FeCl3 BO.,

2005)

Saponosides Test 1:5ml La formation (Bourmada

d’extrait ont été d’une mousse et

bien mélange persistante apres Chaabana,

avec 10 ml d’eau 15 min confirme 2020-2021).

distillée pendant 2 la présence des

min saponosides.

Test2 : 5 mlde

I’extrait ont été

mélange avec 2

ml de

chloroforme et 3

ml d’acide

sulfurique

concentré
Composés 1 ml de P’extrait + La formation de (Edeaga
réducteurs 5 ml d’acide deux phases, une H.O, Okwu

acétique colorée en brun D.E,

contenant des rouge (acide Mbaebie

traces de FeCl3 + acétique) et la BO.,

5 ml d’acide deuxiéme en 2005)
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sulfurique bleu-vert (acide
contenant des sulfurique).
traces de FeCl3
Anthocyane 5 ml de Pextrait Apparition d’une Karumi Y.,
s +quelques gouttes couleur rouge Onyeyili
de HCI PA.,
Ogugbuaja
VO., 2004
Irridoides 2 ml de Iextrait + Apparition d’une Karumi Y.,
quelques gouttes couleur bleu Onyeyili
d’HCL Chauffer PA.,
sur plaque Ogugbuaja
chauffante VO., 2004
quelques minutes
Mucilages 1 ml d’infusé + 5 Formation d’un Karumi Y.,
ml d’alcool précipité Onyeyili
absolu pendant 10 PA.,
min Ogugbuaja
VO., 2004
Sucres 5 ml d’extrait + 5 Formation d’un (Edeaga
réducteurs ml de réactif de précipité rouge H.O, Okwu
Fehling brique D.E,
Le mélange a été Mbaebie
chauffé dans un BO.,
bain-Marie 2005)
pendant 3 min
Caroténoide 10 ml d’extrait + Apparition d’une (Edeaga
S 3mld’HCl et 3 couleur Vert bleu H.O, Okwu
ml de H2S0O4 D.
E, Mbaebie
BO.,2005)
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Coumarines Introduire 5 ml Apparition une
d’extrait dans un fluorescence
tube, ajouter 0.5 intense indique la
ml de NH40OH a présence des
10%, mélanger et coumarines.
observer sous UV
a 366nm.

I1.3.2. Chromatographique sur couche mince (CCM)

La Chromatographie sur Couche Mince-CCM- repose sur la séparation des différents
métabolites d’un extrait selon leur force de migration dans une phase mobile (mélange de
solvant)adapté au type de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis une phase
stationnaire (papier, gel de silice ou de polyamide).La CCM n’est pas suffisante pour
identifier un produit mais elle apporte des informations (Rapport frontal - Rf - et

coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothése de structure.

Les analyses par CCM dans la présente étude ont été effectuées avec des plaques de silica
gel, sur support rigide en aluminium 10x10cm. L’extrait est déposé a 1’aide d’une
micropipette (2 pl) a des points repéres a 1 cm du bord inférieur de la plaque. Ensuite, les
plaques ont été placées dans les cuves de développement dans les Différents systémes de
solvants ont été utilisés pour définir ceux qui donnent les meilleures séparations

(Tableau 02).

Tableau 12: Systémes de solvants utilisés pour CCM sur gel de silice

Systemes solvants Pourcentage

Acétate d’éthyle/acide. (100/11/11/26)
formique/acide acétique/eau

distille

Toluéne/acide acétique/méthanol (50/30/10)
Acétone/eau distillée (50/50)
Chloroforme/méthanol/eau distille (85/10/5)
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Aprés développement dans une cuve en verre, les plaques ont été séchées, puis
visualisées séparément par une lampe UV a 365 nm dans une chambre noire. Les
couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme pour les Rf. Pour chaque spot on a

calculé le facteur de rétention selon la formule suivante :

Rf =distance parcourue par le constituant/ la distance parcourue par le solvant.

Ce facteur permet de mentionner une information préliminaire sur la structure des

composés phénoliques Séparés.

I1.4. Etude quantitative
11.4.1. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans I’extrait de la décoction (extraction a froid) et de la
macération (extraction a chaud) de la plante Mentha piperita La été quantifiés par la
méthode du trichlorure d’aluminium de (Boharun et al ., 1996) . Le principe de dosage est
basé sur la formation d’un complexe entre trichlorure d’aluminium (AICI3) et les
flavonoides.1 ml de chaque extrait (préparés dans 1’eau distillé a été ajouté a 1 ml de la
solution d’AICI3 (2 %, dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, I’absorbance a
¢té lue a 430 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplagant AICI3 par le méthanol
(1 ml extrait + 1ml méthanol). La concentration des flavonoides dans les extraits a été
calculée a partir d’'une courbe d’étalonnage y= ax+b établie avec la quercétine a
différentes concentrations (0-40 pg / ml, chacune a été préparée dans le méthanol)
pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les extraits servira a la
quantification des flavonoides (figure 07). La teneur en flavonoides a été exprimé en

milligrammes équivalent de quercétine par gramme du poids d’extrait (mg EQ / g E).
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de quercétine (mg EQ/g extrait).
(Boharun T, (1996).
11.4.2. Dosage de polyphénols

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux dans ’extrait de la décoction et de la
macération de la plante de Mentha piperita L ont été réalisé en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (constitué¢ par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PWi12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMO12040) par une méthode de dosage spectophotométrique
(Singleton et Rossi, 1965). Cette technique est basée sur le principe de réduction de Folin-
Ciocalteu, lors de I'oxydation des phénols. La coloration bleue produite est proportionnelle
a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption maximum a 760 nm.

Briévement, 0.3 ml de chaque extrait (dilués dans I’eau distillée) a étéajouté a 1.5 ml de
Folinciocalteu dilué¢ (1 :10) et 1.13 ml de carbonate de sodium (7,5%) . Aprés 90 min
d’incubation dans I’obscurité minutes et a température ambiante et, I’absorbance a été lue a
760 nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de
régression de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (0-0.2 mg / ml)

Figure 08 et exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids

d’extrait.
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Figure 21: Courbe d’étalonnage d’acide gallique (mg EAG/ gE)

I1.5. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH"’

L’activité¢ antioxydante des extraits a piéger les radicaux libres a été déterminé par la
méthodede Koleva (Koleva et al. 2002) qui utilise le radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPHe) .(Koleva II, 2002. 13: 8-17).

I1.5.1. Principe de la méthode

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du radical DPPH" (2,2-diphenyle-1-
picrylhydrazyl) de couleur violet foncée par un agent antioxydant (extrait de la plante) en 2,2

diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune pale (Figure 3).
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Figure 22: La réduction du DPPHe en DPPH-H par un agent antioxydant
(Molyneux, 2004)

I1.5.2. Les étapes de la méthode

A. Préparation de DPPHe : Le DPPH2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (C18HI2N506)
a été solubilisé dans le méthanol absolu pour avoir une solution de 100uM qui a été gardé a
-20°C et a I’abri de la lumiére ;

B. Préparation des dillutions des extraits : A partir d’une solution méthanolique
mére de concentration C1=3 mg/ml de chaque extrait, les dilutions suivantes ont été
préparées : C2:2mg/ml, C3:1mg/ml, C4: 0.5mg/ml, C5:0.25mg/ml ;

C.  Procédure : A chaque volume de 3 ml de la solution méthanolique du DPPH., un
volume de 30 pul de chaque concentration préparée de 1’extrait a été ajouté. Apres agitation
et incubation a une température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des
mélanges réactionnels ont ét¢ mesurée par le spectrophotomeétre a 517 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions par le méthanol.L’activité antioxydante est comparée a

celle d’un flavonoide commercial qui est laquercetine .
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I1.5.3. Expression des résultatsLes résultats ont été exprimé en pourcentage d’inhibition

(% PI) du DPPH’selon la formule suivante :

% PI du DPPH'= [(AB— AE) / AB] x100

Ag et A€ sont les valeurs de I’absorbance du blanc et de I’extrait respectivement a 517 nm

A partir d’équations de régression linéaire des graphes: | y=3 X + b

la concentration de I’extrait essentiel pour balayer 50 % des radicaux libres ou CI50 a été
calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, (pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des différents extraits de Mentha

piperita L) selon 1’équation suivante :
Clso=(Y-b)/a

I1.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont €té faites en triple, Les résultats ont été exprimés en moyenne avec

son écart type (n = 3) pour chaque cas.
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Chapitre I1I .Résultats et discussion

I. Rendement I’extraction

L’extraction par décoction (extraction a chaud) et par macération (extraction a froid) par les
différents solvants (méthanol, éthanol et acétone) a permis d’obtenir des résidus secs des extraits
bruts qui ont été caractérisé par leurs couleur, leurs aspect et leurs rendement par rapport a la

poudre végétale seche ( tableau 1)

Tableau 13: Rendement, couleur et aspect des extraits de Mentha piperita.

2 = Les extraits Poids du Poids des Rendement Aspect Couleur
< ;;.9) matériel extraits en en (%)
= g végétal en ©
= s (8
= Meéthanol Froid 50¢g 10.65 21.3 Gelée  Vert foncé
o
E .g Ethanol Froid 50g 8.99 17.98 Pouder Vert foncé
S £
£ € AcétonFroid  50g 9373 18.74 Gelée  Vert
=
= g
Méthanol chaud 50 g 8.65 17.29 Gelée  Vert foncé
L]
s 7
z- Ethanol chaud 50 g 8.58 17.16 Pouder Vert foncé
S =
§ '§ Acéton chaud 50g 8.74 17.17 Gelée  Vert
- O

L'opération de l'extraction de Mentha piperitaa 1'aide des deux méthodes d’extraction montre
que la méthode d’extraction par macération (extraction a froid)a été révélé des rendements de
21,3 %, 17,98 % et 18,74% pour les extraits méthanolique, éthanolique et acétonique
respectivement; tandis que la méthode d’extraction par décoction (extraction a chaud) a été
montré des rendements de 17,29, 17,16 et 17,17 respectivement pour les trois extraits

méthanolique, éthanolique et acétonique.

D’aprés ces résultats et selon la méthode d’extraction, on note que, le rendement de I’extrait

méthanolique froid (21.3 %) est supérieur au rendement de 1’extrait méthanoique chaud
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(17.29 %) alors que les deux extraits éthanoliques froid et chaud poss¢dent presque le méme
rendement (17.98 % et 17.16 %) respectivement. On remarque aussi la méme chose pour les

deux extraits acétoniques (18,74% pour I’extrait chaud et 17,17 pour I’extrait froid)

Il ressort a travers I’observation des rendements et selon le solvant utilis¢ pour 1’extraction, que
dans la méthode de décoction le méthanol donne le meilleur rendement d’extraction suivi par
I’¢éthanol et I’acétone qui donnent presque des valeurs treés proches. Tandis que, on ne remarque
pas une grande différence dans le rendement apres 1’utilisation des trois solvants par la méthode
de macération.

(Mahmoudi et al ; 2012) dans leurs étude sur I’espéce Cymara scolymus L.) Ont trouvé
¢galementque le méthanol par la méthode de décoction donne le meilleur rendement d’extraction
avec une valeur de 20.13 %.

En revanche, les résultats des rendements obtenus par macération apres 1’utilisation des trois
solvant sont différentes a ceux trouvés par ( Ozsoy et al ; 2008) sur Smilax excelsa.

Brievement, I’extraction est une méthode discontinue dans laquelle le solvant doit étre remplacé
jusqu'a épuisement du matériel végétal, il est donc difficile de comparer ces résultats avec ceux
de la bibliographie en général. En effet, le rendement n'est pas relatif, il dépend des conditions de
séchage (lieu de séchage, la température et la durée de séchage) est le stade de croissance de la
plante avant la récolte (Su Y.C., Ho C.L; 2006),(Gazi M. R ; 2004)(Lee et al., 2003; Fellah,
2006).

II. Les tests phytochimiques

Afin d’identifierles différents composés chimiques dans les trois extraits méthanolique,
¢thanoique et acétonique) par la méthode de décoction et de la macération nous avons réalisé un
criblage phytochimique en mettant en place un ensemble des réactions de caractérisation des
métabolites secondaires a savoir : les flavonoides, les polyphénol, les alcaloides, les tanins

Totaux, les tanins gallique, les saponoside, ...etc

Les résultats présentés dans le tableau 2.
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Tableau 14: Les résultats des tests phytochimiques.

Les extraits

Méthanolique  Ethanolique Acétonique Observation
M D M D M D
Flavonoides 4= + +++ + ++ I Apparition
d’une couleur jaune
Apparition d’une couleur
bleu-Noiratre
Polyphénol +++ +++ +++ + +++ +
Alcaloides - - - - - - Absent de turbidité
Ou de précipitation
Présence d’une coloration
bleu-noir et precipité
Tanins Totaux +++ +++  +++ +++  +++ +  aprés quelques minutes
Tanins F=F ++ + +++ I Apparition d’une
allique .
g coloration bleu foncé
Saponoside La formation d’une
mousse presistante apres
+4++ +++ +++ ++ + +++ 15 min
Composés Formation d’uneseul
phase rouge brune
réducteur I + - - + -
Anthocyanines - - - - - - Absence de la couleur
rouge
Irridoide - - - - - - Absence de la couleur
Bleu.
Mucillages - - - - - - Absence d’un précipité

51




Chapitre 111 Résultat et discussion

Sucres Formation d’un
réducteur L .., :
e A - - - - précipité rouge brique
Caroténoides - - + 4 44 + 4+  Formation d’une couleur
vert-bleu.

Note :(M): Macération; (D): Décoction;(-): test négative ; (+) : test faiblement positif ; (++): test
positif ; (+++): test fortement positif.
Le screening phytochimique des différents extraits de la partie aérienne de la plante Mentha

Piperita montre une richesse relative en métabolites secondaires.

L’extrait méthanolique, par les deux méthodes d’extraction , montre la présence des flavonoides,
des polyphénols, des saponoside, des tanins totaux et gallique, des composés réducteurs et des
sucres réducteurs et I’absence des alkaloides, des anthocyanines des caroténoides, des mucillages

et des Irridoide.

On note aussi les méme résultats pour I’extrait éthanolique par les deux méthodes d’extraction
sauf on remarque la détection des caroténoides et I’absence des composés réducteur et des sucres

réducteurs en comparaison avec 1’extrait méthanolique.

Les résultats de screening dans I’extrait acétonique obtenus par les deux méthodes d’extraction
sont comparables a ceux obtenus par I’extrait éthanolique a I’exception on remarque la présence

des composés réducteur dans I’extrait préparés par macération.

Les résultats présentées dans le tableau2, ne révéle pas une différence dans la composition
chimique des extraits par rapport aux méthodes d’extraction. Alors que ces résultats montrent
que le solvant utilis¢é dans ’extraction peut affecter les types des métabolites secondaires

détectés dans les différents extraits.
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Ainsi selon la littérature plusieurs parameétres que ce soit géographiques, physicochimiques ou
biologiques peuvent affecter les types des métabolites secondaires dans les extraits a savoir :
différence dans le site de récolte, I’environnement de la plante, la lumiére, la saison, le type de
sols, la période de récolte, le patrimoine génétique, la procédure d’extraction utilisée, la partie de
la plante étudiée ou leurs produits phytochimiques (Malik F ; 2012 , Sujana, P ; 2013 , N Akhtar ;
2015).

II1. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué au moyen des dosages spectrophotométriques, selon la
méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3). Une courbe d’étalonnage (Figure 23) a été tracée
pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes concentration. Des mesures de densité
pour chaque extrait ont été réalisées a 430 nm. Les quantités des flavonoides correspondantes ont
été rapportées en équivalent milligramme de quercétine par gramme d’extrait (Figure 23) et

déterminés par I’équation de type : y=0.0416x + 0.0109

40 1 22 76+0 9

] B Me froi
3 27.34:2.54

30 ~ 24.47+0.6

2 20.21£0.81 723.5740.9 H Ethanol froi
M Ethanol ch
H Acéton froi

B B Acéton ch

10 A

> 1.8+0.47

0 - : : : .

B Me ch

Qté des flavonoides en
mgEquercetine/g extrait
N
o

Me froi Me ch Ethanol Ethanol Acéton Acétonch
froi ch froi

Les extrait

Figure 23 : Teneur en flavonoides (mgEQ/gE) dans différents extraits de Mentha pipérata.
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La figure ci-dessus, montre que la teneur en flavonoides dans Mentha piperita par
I’utilisation des trois solvants (méthanol, éthanol et acétone) exprimés en mg équivalent
quercétine par g extrait, dans les décoctés est supérieur a celui de macérates, a savoir une moyenne
de 24.47, 76.33 et 23.57 dans les extraits préparés par décoction respectivement contre 20.21, 27.34
et 1.8mg EGA/g E pour les trois extrais préparés par macération.

IV. Dosage des polyphénol

Le dosage des polyphénols totaux dans 1’extrait (méthanol, éthanol et acétone) dans la plante a
été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu’s. Une courbe d’étalonnage (Figure 24) a été
tracée pour cet objectif, établie avec ’acide gallique comme standard a différentes concentration.
L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 760 nm. Les quantités des polyphénols
correspondantes ont €té rapportées en équivalent milligramme d’acide gallique par gramme
d’extrait (Figure 16) et déterminés par I’équation de type:y=0.0686x+0.113. Les résultats sont
présentés dans la figure ci dessous.

250 - .
m Me froi
0.34+200.2 = Me ch
200 1.374167.9 H Ethanol froi
Tcg 0.2+155.1 M Ethanol ch
% 150 - W Acéton froi
= w ,
S gz W Acéton ch
2 3.13+86.3
3 100 1 3.87475.9
g
50 - 1+39.1
O = T T T T . T
Me froi Me ch  Ethanol froi Ethanol ch Acéton froi Acéton ch
Les extrait

Figure 24: Teneur en polyphénol dans différents extraits de Mentha piperita.

Selon les résultats obtenus dans la figure Les teneurs en polyphénols totaux obtenus par les deux
méthodes d’extraction, révelent que la macération semble étre la meilleure méthode d’extraction

des polyphénols totaux soit dans les extraits méthanolique, éthaolique ou acétonique en moyenne
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de 167.9, 200.2 et 155.1 mg EAG/gE respectivement contre 75.9, 86.3 et 39.1 mg EAG/gE pour
la décoction.
V. Les résultats de I’étude qualitative par CCM

L’analyse qualitative du contenu phénolique par ’utilisation de CCM (dans des plaques de gel de
silice ) pour les trois extraits (méthanolique, éthanolique et acétonique) préparés par décoction
et macération a été réalisée par 1’utilisation de quatre systéme de solvants :

Systéme 1 : Acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique/eau distille (100/11/11/26) ;
Systéme 2 : Toluene/acide acétique/méthanol (50/30/10) ;

Systéme 3 : Acétone/eau distillée (50/50) ;

Systéme 4 : Chloroforme/méthanol/eau distille (85/10/5)

Les résultats obtenus sont représentés dans les figures et les tableaux .

A B C D E F

Figure 25: photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait sur gel de silice par
le systéme solvant 1 ( 365 nm).
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A B C D E F

Figure 26:Photo de chromatogramme résultant de ’analyse d’extrait sur gel de silice par le
systéme solvant 2 a 365 nm.

A B C D E F

Figure 27 : photo de chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait sur gel de silice par
le systéme solvant: 3 a 365 nm.
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A

B C D E F

Figure 28 : photo de chromatogramme résultant de ’analyse d’extrait sur gel de silice par
le systéme solvant: 4 et a 365 nm.

Tableau 15 : Les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par le méthanol

froid

Systémes

Longueur

d’onde

(nm)

Rf (cm)

Constituants

possibles

Références

Jaune 0.29 - Flavones 6(A) Madjour;
2014
365
Svsté i Bleu 0.61 - Flavonols, Markham ;
ysteme flavonones, 1982
aurones
Blanc 0.89 -Acide phénol Markham ;
1982
Rouge 1 Anthocyanidin Markham ;
e 3 glucoside 1982
Marron 0.021 -Flavone 7(A)  Markham ;
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365 Rouge 0.052 Anthocyanidin 1982
e 3 glucoside
Systeme 2 1
Rouge 0.17 8(A)

0.44 Anthocyanidin
e 3 glucoside

Systéme 3 365 Rouge clair 0.81 Markham ;
1982
Rouge 0.88
1
Blanc 0.07 - Flavonols, 9(A)
flavonones,
365 AULONES Markham ;
1982
Systeme 4

Rouge clair  0.17 Anthocyanidin
e 3 glucoside

Violet 0.43 -Flavone Mamyrbeko
méthyle va-Bekro et
al ; 2013
Bleu 1 - Flavonols, Markham ;
flavonones, 1982
aurones

Tableau 16 : les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par le méthanol

chaud
Systemes Longueur Couleur  Rf Constituants Figure Références
NI (cm) .
d’onde (nm) possibles
uv
Jaune 0.29 - Flavones Madjour ;
2014
Bleu 0.61 - Flavonols, Markham ;
flavonones,
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Systeme
1

Systeme
2

Systeme
3

Systeme
4

365

aurones 1982
Blanc 0.89  -Acide phénol 6(B) Markham ;
1982
Rouge 1 Anthocyanidine
3 glucoside
Violet 0.041 -Flavone Mamyrbekova-
méthyle Bekro et al ;
2013
oy 7(B) -
Rouge 0.072  Anthocyanidine Markham ;
clair 3 glucoside 1982
Rouge 1
Voilet 0.13  -Flavone Mamyrbekova-
méthyle Bekro et al ;
2013
Jaune 0.56 - Flavones Madjour ;
2014
Jaune 0.65
Rouge 0.71
clair 8(B
0.80 ®)
0.9 Anthocyanidine
3 glucoside
Rouge 1
foncé
Blanc 0.038  -Acide phénol
Rouge 0.15  Anthocyanidine
clair 3 glucoside
Markham ;
Bleu 0.30 - Flavonols, 1982
flavonones,
aurones 9(B)
Rouge 0.47  Anthocyanidine

3 glucoside
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Bleu 1 - Flavonols,
flavonones,
aurones

Tableau 17: les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par I’Ethanol froid

Systemes Longueur Couleur Rf Constituants Figure = Références
sous (cm) .
d’onde possibles
(nm)
Systeme Jaune 0.33 - Flavones Madjour ;
1 2014
Blanc 0.66 Acide phénol
365
Bleu 0.95 - Flavonols, 6(C)
flavonones,
Markham ;
aurones
1982
Rouge 1 Anthocyanidine
3 glucoside
Systeme Marron 0.061 -Flavone
2
Rouge 0.12
fonce o
365 Anthocyanidine ~ 7(C) ~ Markham ;
Rouge clair 0.32 3 glucoside 1982
Rouge 0.73
fonce
Systeme Rouge 0.16
3
Rouge 0.31

Rouge clair 0.44  Anthocyanidine

3 glucoside
365 Rouge 051 8(C) Markham ;

1982

Rouge 0.64
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Rouge 0.8 Anthocyanidine
3 glucoside
Rouge clair 1
Systeme Rouge 0.11 Anthocyanidine Markham ;
4 3 glucoside 1982
365
Blanc 0.30  -Acide phénol
Voilet 0.70  -Flavone 9(C) Mamyrbeko
méthyle va-Bekro et
al ; 2013
Bleu 1 - Flavonols, Markham ;
flavonones, 1982
aurones

Tableau 18: les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par I’Ethanol

chaud
Systémes Longueur Couleur Rf Constituants Figure = Références
sous (cm) .
d’onde possibles
(nm)
Jaune 0.33 - Flavones Madjour ; 2014
Systéeme 1 365 Blanc 0.66 -Acide phénol
Bleu 0.95 - Flavonols, 6(D)
flavonones,
Markham ; 1982
aurones
Rouge 1 Anthocyanidine

3 glucoside

Violet 0.076  -Flavone Mamyrbekova-
. méthyle Bekro et al ;
Systéme 2 365 2013
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Rouge 0.12 7(D)
clair
Anthocyanidine Markham ; 1982
Rouge 1 3 glucoside
Rouge 0.16
clair
0.41
365
0.60
Systéme 3
Rouge
ge 0.68 8(D)  Markham ; 1982
0.73  Anthocyanidine
3 glucoside
0.82
Rouge 1
clair
Rouge 0.09  Anthocyanidine Markham ; 1982
3 glucoside
Systeme 4 365
Jaune 0.33 - Flavones Madjour ; 2014
Violet 0.44  -Flavone 9(D)  Mamyrbekova-
méthyle Bekro et al ;
2013
Bleu 1 - Flavonols, Markham ; 1982
flavonones,
aurones
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Tableau 19: les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par acétone froid

Systémes Longueur Couleur Rf Constituants Figure Références
sous (cm) .
d’onde possibles
(nm)
Systéme Jaune 0.32 - Flavones Madjour ; 2014
1
365 Vert clair ~ 0.62 -Rutine Markham ;
1982
Blanc 0.87 -Acide phénol ~ 6(E)
Rouge clair 1 Anthocyanidine Markham; 1982
3 glucoside
Systéme 365 Rouge 0.03  Anthocyanidine 7(E) Markham ;
2 3 glucoside 1982
Rouge clair 1
Systéeme Violet 0.1  -Flavone Mamyrbekova-
3 méthyle Bekro et al ;
2013
Jaune 0.27 - Flavones Madjour ; 2014
365 Rouge clair 0.39 8(E)
Rouge 0.53 Anthocyanidine
3 glucoside
Rouge 0.58 Markham ;
1982
Rouge 0.84
Marron 1 -Flavone
Systeéme Rouge 0.28  Anthocyanidine Markham ;
4 3 glucoside 1982
365 9(E)
Violet 0.45 -Flavone Mamyrbekova-
: méthyle Bekro et al ;
Violet 1 2013
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Tableau 20 : les Rf et les couleurs des spots pour les deux extraits préparés par acétone chaud

Systémes Longueur Couleur Rf Constituants Figure Références
sous (cm) .
d’onde possibles
(nm)
Systéme Jaune 0.26 - Flavones Madjour ;
2014
365
Vert 0.52 Rutine
1 6(F)
Blanc 0.85 Acide phénol Markham ;
1982
Rouge 1 Anthocyanidine
3 glucoside
Systeme Marron 0.032 -Flavone
2 365 Rouge 0.057 Anthocyanidine 7(F) Markham
clair 3 glucoside ;1982
Rouge 1
Systéeme Blanc 0.17 Acide phénol
365 Rouge 0.75 Markham ;
1982
3 Rouge 0.84  Anthocyanidine 8(F)
3 glucoside
Rouge 1
clair
Systéme Marron 0.21  -Flavone Markham ;
1982
4 365
Jaune 0.40 - Flavones o(F Madjour ;
() 2014
Bleu 1 - Flavonols, Markham ;
flavonones, 1982
aurones
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Les résultats de CCM présentés dans les figures 25,26,27et 28 et les tableaux 12,13,14,15,16 et 17
montrent la présence des anthocyanidin 3-glycosides, flavones et Flavone méthyle, flavonols,
flavonones, aurones, et acides phénoliques dans les décoctées et les macérates de la M. Piperita
préparés par les trois solvants .

D’apres ces résultants ont peut noter que la phase mobile (Acétone/eau distillée (50/50)) est la
meilleur pour la séparation des composés phénolique dans les décoctés et macérates de Mentha
piperita.

La CCM nous a permis de controler la qualité des différents extraits, méme si elle n’est pas
suffisante pour identifier un constituant précis, elle nous a permis d’obtenir des renseignements
utiles sur les ¢léments constitutifs de nos extraits (fluorescence, coloration, facteur de
rétention...). Selon Markham (Markham, 1982) la plupart des flavonoides ne sont pas visibles sur
le gel de chromatographie (cellulose) aprés leur migration, a l'exception des anthocyanines qui
apparaissent en spots orange et les chacones, aurones et 6-hydroxyflavonols qui apparaissent en
jaune. Pour cette raison, les chromatogrammes doivent étre visionnés sous lumiere UV, et les
flavonoides deviennent visibles (fluorescents) sous cette lumic¢re (Markham, 1982 ; Hamlat,

2006).

VI. Résultats et discussion de I’activité antioxydant

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour estimer 1’effet antioxydant des plantes par le piégeage
de radicaux libres synthétiques en solution dans des solvants polaires comme le méthanol a
température ambiante. Les radicaux les plus fréquemment utilisés incluent le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) parce qu'elle est I'une des méthodes les plus simple, les plus rapide et les
plus efficace a cause de la grande stabilit¢ du radical DPPHe (Bozin, et al., 2008;Y1 et al .,2008;
Nur Alam et al., 2013).

Dans ce test, la réduction de DPPHe a une forme non radicalaire DPPH-H, par les antioxydants
donneurs d'hydrogenes présent dans 'extrait de plante

Le DPPHe présente une coloration violet sombre, lorsqu’il est piéger par des substances
antioxydants donneurs d'hydrogeénes présent dans l'extrait, la forme réduite conféré a la solution
une coloration jaune péale, le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration

de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et la puissance de

la substance antiradicalaire.
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Les résultats de I’activité antioxydante exercée sur le radical libre DPPH.- par les décoctées et les
macérates de Menthapiperita sont exprimés par le parametre ICso (concentration efficace de
I’extrait qui cause la perte de 50% de 1’activit¢ de DPPHe )ce paramétre a été employé dans
plusieurs études antérieurs, Plus cette concentration est faible plus I’effet antioxydant est trés

¢levé  (Brand-Williams ; 1995 , Tsimogiannis D.I ; 2004 , Atoui A.K ; 2005).

Les résultats de cette activité sont figurent dans le tableau 18

Tableau 21 : Valeurs d’IC50 des extraits

Extraits ICso mg/ml

Méthanol froid 0.013+0.001
Méthanol chaud 0.014 £ 0.002
Ethanol froid 0.003 + 0.0001
Ethanol chaud 0.003 £ 0.0001
Acétone froid IC50<[0,001]
Acétone chaud IC50<[0,001]

L’¢évaluation de 1’activité antioxydant via la méthode de réduction de radical libre DPPH révele
qu’il n’est y a pas une différence entre les décoctés et les macérates. Tandis que selon le solvant
de I’extraction et indépendamment de la méthode d’extraction on note que 1’extrait acétonique et
le plus actif comparé aux différents extraits (IC50 < 0,001 mg/ml), suivi par I’extrait éthanolique
(IC50 = 0.003 mg/ ml) puis I’extrait méthanolique (IC 50 =0.013 mg/ ml par la macération et
0.014 mg/ml par la décoction).

En effet (Falleh et al., 2008) a montré que I’activit¢ antioxydants ne dépend pas de la
concentration des polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans
I’extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des groupements hydroxyles
présentent une activité antioxydants trés importante L’effet scavenger des composés phénoliques

sur les radicaux libres dépend de la présence d’un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) libres,
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fixés sur un cycle benzénique Il est généralement admis que les composés phénoliques peuvent
agir comme des antioxydants par leur capacité de piégeage des radicaux libres, ils brisent la

chaine de ces derniers grace a leur effet donneur d’atome d’hydrogéne (Heim et al., 2002).
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Conclusion générale et perspectives

La connaissance et l'usage des plantes médicinales et aromatiques constituent un vrai
patrimoine pour I'étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés
accentuée durant ces dernieres années grace aux thérapeutiques qu'elles procurent. Cette diversité
en propriétés biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribués a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par les plantes non seulement comme des
agents chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des
agents médicinaux tels que les antioxydants. Ces molécules naturelles de nature phénolique sont
trés recherchées en phytothérapie vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles

néfastes des molécules chimiques de synthese.

Ce travail porte sur la détermination de l'activité¢ antioxydant de la plante Mentha piperita, de
chercher des alternatives aux substances chimiques de synthése, Dans un premier temps, la teneur
en polyphénols et flavonoides totaux et en tannins des trois extraits (méthanol et éthanol et acéton)

par les deux méthode (macération et décoction) .

L'extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante a permis d'obtenir des rendements
qui différent en fonction des solvants utilisés, alors que la teneur en composés phénoliques,

flavonoides était conséquente.

Le screening phytochimique et le CCM ont montré que la plante est riche en substances naturelles
trés variées tels que les flavonoides, les tannins et les saponines, les alcaloides les sucres

réducteurs, les polyphénols, les caroténoides.

Ainsi, I'¢tude de l'activité antioxydant en utilisant une méthode complémentaire (le test de DPPH),
a démontré que la plante étudiée est dotée d'un pouvoir antioxydant considérable probablement
due a sa richesse en polyphénols et flavonoides, ceci est confirmé par I'évaluation de la teneur en

ces deux composés donnant des valeurs assez importantes.

Ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes utilisées en
médecine traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs et

I’évaluation de leurs activités biologiques.
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Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu'une premiére étape
dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, donc, de nombreuse
perspective expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des études plus approfondies

nécessaires concluant plusieurs points a savoir :
- L’étude du pouvoir antioxydant par le test de DPPH a révélé un fort pouvoir antioxydant.
- Faire une étude comparative avec les autres fractions extraites a partir la méme plante.

- Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des ¢études approfondies et

complémentaires de 1'activité biologique des composés polyphénoliques en général.

Enfin, La plante médicinale mentha piperita riche en polyphénols et est une source prometteuse

d'agents antioxydants, une recherche d’autres activités des extraits de ces plantes est nécessaire.
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Etude comparative de ’effet des méthodes d’extraction sur le teneur en composé
phénoliques et I’effet antioxydants de I’extrait de plante médicinale

Résumé

L’opération d’extraction est une étape trés importante dans la récupération des composés
d’intérét. Elle est influencée par plusieurs facteurs notamment la méthode utilisée et le type de
solvant. Le but de la présente étude est 1’évaluation de ’effet de deux méthodes d’extraction des
composés phénoliques a savoir la décoction (extraction a froid) et la macération (extraction a chaud)
de la plante Mentha piperata par trois solvants (méthanol, éthanol et acétone) sur l'effet anti-oxydant
et la teneur en polyphénol et en flavonoide.

Le rendement de l’extraction a montré que le rendement de l’extrait méthanolique par
macération (21.3 %) est supérieur au rendement de I’extrait méthanoique par décoction (17.29 %)
alors que les deux extraits éthanolique et acétonique par les deux méthodes possédent presque le méme
rendement (17.98 % a froid et 17.16 % a chaud) et (18.74 % a froid et 17.17% a chaud)
respectivement.

Les résultats de screening phytochimique, ne révele pas une différence dans la composition
chimique du méme extrait par rapport aux deux méthodes d’extraction. Par ailleurs les résultats
montrent que le solvant utilisé dans [’extraction peut affecter les types des métabolites secondaires
dans les différents extraits.

Les teneurs en polyphénols totaux obtenus par les deux méthodes d’extraction, réveélent que la
macération semble étre la meilleure méthode d’extraction des polyphénols totaux soit dans les extraits
méthanolique, éthaolique ou acétonique en moyenne de 167.9, 200.2 et 155.1 mg EAG/gE
respectivement contre 75.9, 86.3 et 39.1 mg EAG/gE pour la décoction. Par contre la teneur en
flavonoides des décoctés et des macérates par les différents solvants montrent que la décoction est
préférable pour extraire les flavonoides a savoir une moyenne de 24.47, 76.33 et 23.57 dans les extraits
méthanolique, éthanolique et acétonique respectivement contre 20.21, 27.34 et 1.8mg EGA/g E pour la
macération.

L’ étude qualitative des flavonoides et des polyphénols par CCM des décoctés et des macérates de
la M. Piperata préparés par les trois solvants a montré la présence des anthocyanidin 3-glycosides,
flavones et Flavone méthyle, flavonols, flavonones, aurones, et acides phénoliques

L’¢évaluation de I’activité antioxydants via la méthode de réduction de radical libre DPPH révele
qu’il n’est y a pas une différence entre les  décoctés et les macérates. Tandis que selon le solvant de
I’extraction et indépendamment de la méthode d’extraction on note que I’extrait acétonique et le plus
actif comparé aux différents extraits (IC50 < 0,001 mg/ml), suivi par I’extrait éthanolique (IC50 =
0.003 mg/ ml) puis I’extrait méthanolique (IC 50 =0.013 mg/ ml par la macération et 0.014 mg/ml par
la décoction)

Cette étude montre que pour la plante Mentha piperata I’extraction par décoction est la meilleure
méthode pour extraire les flavonoides et la macération semble étre meilleure pour 1’extraction des
polyphénols totaux. Ainsi il est intéressent de noté que pour cette plante 1’activité antioxydants est
indépendante de la méthode d’extraction mais elle dépend essentiellement du type de solvant utilisés ;
ainsi 1’éthanol et I’acétone sont préférables pour obtenir un extrait avec une forte capacité
antioxydante.

Mot clés : Décoction, Macération, Flavonoides, Polyphénoles, activité antioxydants



Etude comparative de ’effet des méthodes d’extraction sur le teneur en composé
phénoliques et ’effet antioxydants de I’extrait de plante médicinale.

Abstract
The extraction operation is a very important step in the recovery of the compounds of interest.

it is influenced by several factors including the method used and the type of solvent. the purpose of
this study is to evaluate the effect of two methods of extraction of phenolic compounds, namely
decoction (cold extraction) and maceration (hot extraction) of the mentha piperata plant by three
solvents (methanol , ethanol and acetone) on the antioxidant effect and the content of polyphenol and
flavonoids.

the yield of the extraction showed that the yield of the methanolic extract by maceration (21.3%) is
higher than the yield of the methanoic extract by decoction (17.29%) whereas the two ethanolic and
acetone extracts by the two methods possess almost the same efficiency (17.98% cold and 17.16% hot)
and (18.74% cold and 17.17% hot) respectively.

the phytochemical screening results, does not reveal a difference in the chemical composition of the
same extract compared to the two extraction methods. moreover, the results show that the solvent used
in the extraction can affect the types of secondary metabolites in the different extracts.

the contents of total polyphenols obtained by the two methods of extraction, reveal that maceration
seems to be the best method of extraction of total polyphenols either in the methanolic, ethaolic or
acetonic extracts on average of 167.9, 200.2 and 155.1 mg eag/ge respectively against 75.9, 86.3 and
39.1 mg eag/ge for the decoction. on the other hand, the flavonoid content of the decoctions and
macerates by the different solvents show that the decoction is preferable for extracting the flavonoids,
namely an average of 24.47, 76.33 and 23.57 in the methanolic, ethanolic and acetonic extracts
respectively against 20.21, 27.34 and 1.8 mg ega/g e for maceration.

The qualitative study of flavonoides and polyphenols by tlc of decoction and maceration of M. piperata
prepared by the three solvents showed the presence of anthocyanidin 3-glycosides, flavones, flavone
methyl, flavonols, flavonones, aurones, and phenolic acids.

The evaluation of the antioxidant activity via the dpph free radical reduction method reveals that
there is no difference between decoctions and macerates. while depending on the extraction solvent
and independently of the extraction method, it is noted that the acetone extract is the most active
compared to the different extracts (ic50 < 0.001 mg/ml), followed by the ethanolic extract (ic50 =
0.003 mg/ml) then the methanolic extract (ic 50 =0.013 mg/ml by maceration and 0.014 mg/ml by
decoction)

this study shows that for the plant mentha piperata the extraction by decoction is the best method to
extract the flavonoids and the maceration seems to be better for the extraction of the total
polyphenols.thus it is interesting to note that for this plant the antioxidant activity is independent of the
method of extraction but it depends essentially on the type of solvent used; thus ethanol and acetone
are preferable to obtain an extract with a strong antioxidant capacity.
keywords: decoction, maceration, flavonoids, polyphenols, antioxidant activity.
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