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Résumé

La famille des lamiacées considérée comme 1’une des familles les plus évoluées, englobe une
grande variété de plantes aromatiques et médicinales, elle présente des caractéres typiques tres
facile a reconnaitre pour un botaniste débutant : plante herbacée, tige quadrangulaire et la corolle
a une forme de lévre. Dans I’arbre phylogénétique les lamiacées se situent au niveau de
I’angiosperme, dicotylédone et font partie de 1’ordre lamiale. Les lamiacées sont surtout des plantes
méditerranéennes. La présence des huiles essentielles et des composés phénoliques caractéristique
dans cette famille et donne les propriétés biologiques tel que le pouvoir inhibiteur des
microorganismes et des capacités antioxydantes, elles se trouvent dans différentes parties de la
plante.

Il existe de nombreuses méthodes d'extraire ces extraits parmi ces méthodesil y’a
I’hydrodistillation pour obtenir les extraits des huiles et I’infusion et la macération pour extraire les
composés phénoliques et ainsi que de nombreuses méthodes pour identifier leurs composants (GC-
MS et HPLC) et plusieurs tests pour étudier leur activité antioxydante par exemple le Test DPPH

qui est le plus connu et le plus utilisable.

Dans ce travail nous avons choisi deux espéces de cette famille (Mentha rotundifolia L.

Lavandula stoechas L.).

La détermination de Dactivité antioxydante a été fait par des études précédentes des
chercheurs. D’apreés ces résultats nous avons remarqué une différence dans l'activité antioxydante
d'une plante a l'autre, et cela est di a plusieurs facteurs, notamment le type de plante, les quantités

d'extraits qu'elle contient, la méthode d'extraction de ces extraits et le type de test utiliseé.

Mots clés : huiles essentielles, composés phénoliques ; DPPH ; Lamiacées ; activites biologiques ;
activité antioxydante ; GC-MS et HPLC ; Mentha rotundifolia L. Lavandula stoechas L).



Abstract

The lamiaceae family considered as one of the most evolved families, encompasses a wide
variety of aromatic and medicinal plants, it presents typical characters very easy to recognize for a
novice botanist: herbaceous plant, quadrangular stem and the corolla in a shape lip. In the
phylogenetic tree, lamiaceae are found at the level of the angiosperm, dicotyledonous and are part
of the lamial order. Lamiaceae are mostly Mediterranean plants. The presence of essential oils and
phenolic compounds characteristic in this family and gives the biological properties such as the
inhibiting power of microorganisms and antioxidant capacities, they are found in different parts of

the plant.

There are many methods of extracting these extracts among these methods there are
hydrodistillation to obtain the extracts from the oils and the infusion and maceration to extract the
phenolic compounds and as well as many methods to identify their components (GC -MS and
HPLC) and several tests to study their antioxidant activity, for example the DPPH test which is the
best known and the most usable.

In this work we have chosen two species of this family (Mentha rotundifolia L. Lavandula stoechas
L.). The determination of antioxidant activity has been made by previous studies of researchers.
From these results we noticed a difference in antioxidant activity from one plant to another, and
this is due to several factors, including the type of plant, the amounts of extracts it contains, the

method extraction of these extracts and the type of test used.

Keywords: essential oils, phenolic compounds; DPPH; Lamiaceae; biological activities;
antioxidant activity; GC-MS and HPLC; Mentha rotundifolia L. Lavandula stoechas L).
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Introduction



Introduction Générale

L’histoire des Plantes a Parfum, Aromatiques et Médicinales (PPAM) est associée a
I’évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples, montre que
les plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. L’homme utilise les plantes depuis des milliers
d’années, pour traiter divers maux. Le monde végétal est a 1’origine d’un grand nombre de
médicaments (Lahrech, 2010). Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80 %
des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (O.M.S,
2002).

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans 1’industrie alimentaire. En effet, la peroxydation des
lipides au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments sous 1’action des
radicaux libres conduit a la perte de la qualité et de la sécurité des aliments. Les antioxydants de
synthése, généralement utilisés en industrie alimentaire pour retarder I’oxydation des lipides,
sont suspectés d’avoir des effets néfastes sur la santé du consommateur (Ames, 1983 ; Wang et
al., 2008). De plus, 1’'usage excessif d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans
la médication humaine ainsi que dans 1’élevage animal et la conservation des aliments conduit au
développement de microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques (Essawi et Srour,
2000). Suite a cette préoccupation, il semble donc important de trouver une alternative. Le
développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre ces
phénomeénes de résistance bactérienne et d’oxydation des aliments. Dans ce but, 1’utilisation des
plantes représente un potentiel inestimable pour la recherche de nouvelles substances a pouvoir
antimicrobien et/ou antioxydant (Bruneton, 1999). Ces plantes aromatiques ont ’aptitude a
synthétiser de nombreux métabolites secondaires. Ces metabolites possédent diverses propriétés
biologiques. Les huiles essentielles ou essences, font partie de ce groupe de métabolite avec
les alcaloides et les phénols (Haddouchi et al., 2009). Ces huiles se composent d'un certain
nombre de composés de différentes origines biosynthétiques s'étendant des hydrocarbures
terpénoid aux composés de soufre, et de tels composés sont naturellement présents dans

différentes concentrations (Silva et al., 2015).




Dans ce contexte, la famille des Lamiacées constitue une source trés importante de
plantes qui ont des effets antibactériens naturels, antioxydants, antifongiques et anti tumoraux, ce
qui suggére que ses membres peuvent étre viables alternatives aux produits synthétiques dans la
thérapie de diverses maladies. Ainsi, les bienfaits prouvés pour la santé représentent la raison
principale pour laquelle plusieurs plantes medicinales appartenant a cette famille sont de plus en
plus exploités de nos jours, dans diverses formulations. Ces approches ont révélé non seulement
des effets thérapeutiques similaires aux molécules chimiques de synthése, mais aussi elles n'ont
pas produit des effets secondaires et peuvent donc étre utilisées sur de longues périodes
(Cocan et al., 2017).

Ce travail est structuré en quatre chapitres : le premier chapitre est consacré a I’étude botanique
de la famille des Lamiacées. Le second chapitre présente une généralité sur I’activité antioxydante.
Le troisieme chapitre sur les métabolismes secondaires. Le dernier chapitre Comprend la
détermination de I'activité antioxydante des extraits pour certaines plantes a travers des études

faites par des chercheurs.




Chapitre 1 : Generalité sur
la famille des lamiacées



1.1. Historique

La famille des lamiacées (Lamiaceae) est I’une des principales familles des plantes a fleurs
connues depuis longtemps a cause des propriétés medicinales, aromatiques ou culinaires des
especes qu’elle renferme, aussi connue sous le nom de famille de la menthe (Pan et al., 2017).
La dénomination de Lamiaceae provient du genre Lamium et correspond au nom latin des lamiées,
cette famille fut également connue sous le nom des labiées, du latin Labium signifiant lévre, en

référence a la forme caractéristique de ses fleurs (Senejoux, 2011).

Elle a été initialement décrite et nommée par Jussieu 1789 (Brahmi et al., 2017).
Les Lamiacées comprennent 6500 espéces dont l'aire de dispersion est extrémement étendue, mais
avec une prépondérance pour les régions mediterranéennes : Thym, Lavande, Romarin
caractérisent la flore des garrigues. Les Lamiacées sont rares, par contre, dans les régions arctiques
et en haute montagne.
C'est une famille trées homogeéne : une Lamiacée est facile a reconnaitre. (Dupont et Guignard,
2012).

La famille des Lamiacées contient une tres large gamme de composés comme les terpénoides,
les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les huiles essentielles et plus précisément les courtes
chaines des terpénoides qui sont responsables de 1’odeur et la saveur caractéristique des Lamiacees
(Naghibi et al., 2005).

Prés 40 % des especes de la famille des Lamiaceae sont censés contenir des composés qui
possedent des propriétés aromatiques, la plupart des études se sont concentrées sur leurs
composants d'huile essentielle (Veres, 2007).

1.2. Description et caractéristiques botaniques de la famille des Lamiacées

La détermination botanique de cette famille est souvent délicate en raison de la
variabilité extréme de ses espéces qui peuvent étre soit herbacées odorantes, annuelles ou
vivaces, soit des sous-arbrisseaux a poils glanduleux aromatiques, tres rarement des arbres
(Martin, 2014) ayant la consistance et la couleur de I’herbe. Elle constitue 1’une des plus

grandes familles d’angiospermes les plus répandues dans le régne végétal (Bo et al., 2016).




2.1. Appareil végétatif

Ce sont des herbes a tiges quadrangulaires (souvent renflées aux noeuds) se multipliant, en une
méme saison, a I'aide de rejets aériens (stolons) ou rhizomateux ; en climat méditerranéen, ce sont
des chaméphytes (Figure 01) comme les Thyms, Lavandes (la tige, ligneuse et vivace, est alors
arrondie en raison du fonctionnement répété des assises génératrices secondaires, circulaires). En
régions tropicales, on rencontre des arbustes chez les genres Clerodendron et Orthosiphon et
quelques arbres comme des Vitex et le Teck, typique des foréts tropicales de mousson d'Asie.
(Dupont et Guignard, 2012)

Les feuilles sont simples et toujours opposees. Elles sont, chez les especes vivant dans les
endroits secs, coriaces et présentent des adaptations leurs permettant de réduire leur transpiration
(feuilles velues a limbe enroulé par-dessous ; stomates enfoncés). (Dupont et Guignard, 2012)
Ce sont des plantes a essence dont I'odeur se dégage par simple attouchement : en effet, la
localisation des huiles essentielles est trés externe ; elles se forment dans des poils a essence et se
localisent sous la cuticule qui se souleve (Dupont et Guignard, 2012)




Figure 01 : A : Germandrée petit-chéne. B : fleur isolée de Germandrée d’Orient ; ét, 4 étamines
; st, stigmate. On notera ici que les deux pétales supérieurs (ps) sont réduits et ne forment pas de

levre supérieure mais descendent. (Frans A. S., et Richard S. C. 1988)

2.2. Appareil reproducteur
Les inflorescences

Les inflorescences, situées a l'aisselle des feuilles supérieures, sont du type de la cyme : d'abord
bipares, puis unipares par manque de place. Elles sont fréguemment Condensées en glomérules et,
souvent, simulent autour de la tige un verticille de fleurs (et, si les entre-nceuds sont trés courts et

les feuilles réduites a des bractées, un capitule : Menthes) (Dupont et Guignard, 2012)

La fleur

Les fleurs : typiquement zygomorphes a deux levre (rarement a une), parfois a symétrie
radiaire, hermaphrodites ou males-stériles (Martin 2014 ; kokkKini et al., 2003)

e La corolle est typiqguement bilabiée, d'ou le nom de Labiées donné par les premiers

botanistes : une levre est formée des deux pétales supérieurs, l'autre des trois pétales

inférieurs.




e L'androcée posséde quatre étamines rarement réduites a deux inserées sur le tube de la
corolle (Kokkini et al., 2003) mais on trouve chez quelques rares Lamiacées tropicales une
cinquieme étamine (la supérieure) et, quelques genres dont les Sauges, le Romarin, n'ont
plus que deux étamines. (Dupont et Guignard, 2012)

e Le gynécée comporte, disposés sur un disque nectarifére toujours présent, deux carpelles
soudés qui se subdivisent chacun par une fausse cloison en deux demi-loges, chacune
contenant un ovule. Le style unique qui semble partir de la base est dit gynobasique. Chez
quelques especes tropicales primitives, le style est encore terminal ; il est intermédiaire chez
la Bugle. (Dupont et Guignard, 2012)

Le fruit

Le fruit : est un tétrakene (forment de quatre nucules) (Martin, 2014), chaque demi carpelle

donnant naissance & un akene élémentaire. (Martin, 2014 ; Dupont et Guignard, 2012)

1.3. Variations et principales especes

Cette famille étant tres homogeéne, les variantes sont peu nombreuses.
Nous noterons d'abord des variations assez secondaires de la forme du calice et de la corolle.
(Dupont et Guignard, 2012)
e Le calice, formant généralement un tube régulier, peut étre bilabié (Sauge,
Romarin) ou présenter des dents supplémentaires (six a dix chez la Ballote). (Dupont et
Guignard, 2012)
La corolle (Figure 02), presque réguliére chez les Menthes, peut voir la levre supérieure se réduire
considérablement (Bugle). (Dupont et Guignard, 2012)
Plus intéressantes sont les particularités des étamines chez quelques espéces comme les Sauges,
les Romarins. (Dupont et Guignard, 2012)
Les Lamiacées sont, en effet, des plantes tres entomophiles (les miels de Lavande, de Romarin,
sont réputés). Cette entomophilie se traduit dans certains cas, par des dispositifs remarquables.
Par exemple, chez les Sauges (ou il n'y a que deux étamines fertiles), le connectif séparant les deux
loges s'allonge en forme de balancier (Figure 03). Une des loges devient stérile, la téte de l'insecte
butte sur cette derniére et rabat ainsi la loge fertile sur son dos.

De nombreuses Lamiacées seront rencontrées en herborisation, Lamier blanc.




Lierre terrestre, Bugle, Ballote fétide, Origan, Serpolet, Sauge des prés...

Beaucoup de Lamiacées sont utilisées en Pharmacie et en parfumerie pour leurs essences :
Lavande, Menthe, Sauge officinale, Mélisse...

Quantites d'aromates appartiennent a cette famille : Thym, Romarin, Origan, Marjolaine, Sarriette,
Basilic... (Dupont et Guignard, 2012)

Menthe Cas général Bugle Basilic Germandrée
2/3 0/3 41 0/5

Figure 02 : Variation de la corolle bilabiée chez les Lamiacées. (Frans A. S., et Richard S. C.
1988)

Figure 03 : Sauge des prés, portion d'inflorescence et étamine.
Igf : loge fertile. 1gs : loge stérile. cn : connectif. f : filet. . (Frans A. S., et Richard S. C. 1988)

Enfin plusieurs sont cultivées, comme les Sauges a fleurs rouges... Stachys tuberifera fournit les
Crosnes du Japon, utilises comme légume. Des formes arbustives (Clérodendrons, Orthosiphon
[diurétique]) voire arborescentes (Teck, utilisé pour son bois) existent dans les régions tropicales.
(Dupont et Guignard, 2012)




FAMILLE DES LAMIACEES (LABIEES)

Figure 04 : Plante de la famille des lamiacées (Ducerf, 2014).

1.4. Classification des lamiacées

La classification de la majorité des sous-familles a été faite par Bentham en 1876 et la
révision a été présentée par Briquet en 1895. Cependant, les rapports récents de la biologie
moléculaire et le développement de la systématique moléculaire basée sur I’analyse des
séquences de genes, ont bouleversé les classifications usuelles et ont proposé en 1998 une
nouvelle classification ordinale des plantes (APG. 1998). Cette classification révisée en 2002

(APG, 2002) est montrée dans le tableau 01 :




Tableau 01 : Position systématique des lamiacées selon I’APG II (APG, 11 ; Bray, 2005)

Spermatophytae (Plante a graines
Embranchement P phytae ( g )
Angiospermae (graines protégées) ou plantes
Sous-embranchement glosp (@ afleuprs gees) ou p
Dicotylédonae (Eudicots) ou dicotylédone
Classe Vrai
Asteropsydae
Sous-classe Psy
Eustérideae
Groupe
Lamianeae
Superordre
Lamiale
Ordre
] Lamiaceae
Famille

1.5. Distribution géographique des lamiacées

La famille des lamiacées a une distribution cosmopolite, de régions tempérées a
tropicales, mais se trouve principalement dans le bassin méditerranéen (Brahmi et al., 2017).
Cependant, elle est absente dans les régions les plus septentrionales, ce sont des plantes des

milieux ouverts, avec de rares especes en forét tropicale humide (Martin, 2014) (Figure 05).

Figure 05 : Carte de répartition géographique de la famille des lamiacées (en rouge) (Zaabat,
2012)




En Algérie, cette Famille comprend 29 genres et 140 especes se développant aussi bien dans les

zones méditerranéennes que sahariennes (Nouioua, 2012).

1.6. Utilisation

Il s’agit d’une vaste famille trés typiquement du monde végétal et qui posséde une
importance économique due a la production des nombreux composeés phytochimiques.
Plusieurs chercheurs ont souligné que les plantes qui appartiennent a la famille des lamiacées sont
riches en composants actifs tels que menthone, menthol, acide coumarinique et carvone
(Rameshwar et al. 2012) et en composés polys phénoliques et un grand nombre d’entre eux
sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antiallergiques,
antifongiques,anti-tuberculoses, antitumorales, anticholinestérases, anti-leishmanioses, anti-
dépressions, antidiabétiques, antispasmodiques, analgésiques, radioactives...etc. (Bimakr et al.,
2011 ; Rameshwar et al., 2012).

1.7. Généralités sur Quelques Principaux genres de Lamiacée

1.7.1. Le genre Lavandula

Le genre Lavandula est I'un des plus importants genres de la famille des Lamiacées (Labiées,
qui signifie "labié" en référence a la forme des levres des fleurs) (Benabdelkader, 2012), ces
arbustes sont des plantes melliferes et célebres pour leurs fleurs en épis blancs, roses, bleus ou
violets, elles sont agréablement parfumées de mars a septembre (Philippe, 1993). On compte 39
espéces de lavandes, toutes originaires des régions seches, ensoleillées et rocailleuses du monde
(Saadatian et al., 2013). Selon (Quezel et Santa, 1963) le genre Lavandula de la famille des
Lamiacées ne regroupe que cing (5) especes

Description botanique
Calice tubuleux, strie, denté au sommet, offrant une petite bractée arrondie, placée a sa partie
supérieure. Corolle a deux levres : la supérieure érmarginée ; l'inferieure a trois lobes obtus.

Etamines renfermees dans le tube de la corolle. (Frans A. S. et Richard S. C., 1988).

La position Systématique est montrée dans le tableau 02 :




Tableau 02 : Position systématique de Lavandula selon (Quezel et Santa, 1963) :

Régne Plantes
Embranchement Phanérogames ou
Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales (Labiales)
Famille Lamiaceae ou Labieae
Genre Lavandula

Répartition géographique

La répartition du genre Lavandula est répandue dans tout le bassin méditerranéen (Europe
méridionale, I’Afrique du Nord et le Moyen Orient), largement distribué dans les Iles canari,
Islande et a travers tout le tell méditerranéen, Sud West de I'Asie, Afrique tropicale avec une
disjonction vers 1’Inde (Quezel et Santa, 1963 ; Upson et al., 2000).

1.7.2. Le genre Mentha

Les menthes sont des plantes herbacées, vivaces, trés odorantes que [’on trouve
particulierement dans les milieux humides (Brada, 2007). Elles sont susceptibles de se reproduire
a partir de rhizomes et par marcottage. Dans leur ensemble, les menthes apprécient des situations
fraiches, moyennement éclairées, des sols riches en bases et éléments nutritifs (Boutekedjiret,
1999 in Amri, 2001). Ce sont des plantesaromatiques trés utilisées en médecine traditionnelle
dans les préparations culinaires, les confiseries, en cosmétique et en parfumerie (Brada, 2007).

L’huile essentielle des especes du genre Mentha présentes des activités antiinflammatoires,
antimicrobiennes et antioxydants (Zarir, 2012). Le genre Mentha est représenté par environ 42
especes (Bahadori et al., 2018) et 13 hybrides (Mamadalieva et al., 2017), c’est une plante
herbacée vivace, dicotylédone gamopétale, susceptible de se reproduire par des rhizomes, par

marcottage ou par bouturage (Sutour, 2010).

Description botanique

Calice cylindrique, a cing dents presque égales ; corolle un peu plus longue que le calice, a




quatre lobes obtus presque egaux. Fleurs disposées en verticilles, trés-serrées, axillaires ou en épis.
(Frans A. S. et Richard S. C., 1988)

La position Systématique est montrée dans le tableau 03 :

Tableau 03 : Position systématique de Mentha selon Selon (Quezel et Santa, 1963 ; Guignard
et Dupont, 2004)

Regne Plantes
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Mentha

Répartition géographique

La culture de cette plante se pratique principalement dans les régions humides, et subtropicales
d'Europe et d'Asie, mais aussi en Afrique du Sud, en Australie et aux Etats-Unis. Elle est
aujourd’hui retrouvée partout dans le monde, d’ailleurs elle est parfois considérée trés envahissante
(Deschamps et al., 2008 ; Cirlini et al., 2016)

Figure 06 : Aire de la répartition de la menthe par le monde (en vert) (Carlier-Loy, 2015).




1.7.3. Le genre Salvia

Le nom Salvia est dérivé du latin salvare qui signifie « guérir ou étre sar et indemne » en
se référant aux propriétés médicales de certaines especes (Blumenthal, 2000). Ce genre englobe
environ 900 espéces, répandues dans le monde entier et comprend plusieurs espéces

ornementales, culinaires et médicinales parmi eux Salvia verbenaca L. (Kamatou et al., 2008).
Description botanique

Calice tubuleux, subcampanulé, a quatre ou cing dents, quelquefois bilabié ; corolle
tubuleuse, tube dilaté et comprimé latéralement a sa partie supérieure, plus long que le calice ;
levre supérieure comprimée, falciforme ; levre inférieure a trois lobes inégaux, le moyen plus
grand et arrondi ; étamines a filets courts, a anthéres, dont les deux loges sont écartées l'une de
I'autre par un connectif filamentiforme placé transversalement sur le sommet du filet. (Frans A.
S. et Richard S. C., 1988).

La position Systématique est montrée dans le tableau 04 :

Tableau 04 : Position systématique de Salvia selon (Judd et al., 2002)

Royaume Plantes
Sous royaume Tracheobiontes
Embranchement Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Magnoliopsides
Sous classe Asteridae
Superordre Lamianeae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia




Répartition géographique

La repartition du genre est distribuée dans trois régions principales dans le monde : 530 espéces
a L’Amérique centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en régions méditerranéennes, 30
en Afrique du Sud et 90 espéces en Asie de I’Est (Figure 07) (Walker et al., 2004).

Figure 07 : Répartition géographigue du genre Salvia dans le monde (Walker et al., 2004).

1.7.4. Le genre Satureja

Le genre Satureja constitue environ 200 espéces d’herbes et d’arbustes, souvent
aromatiques. 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 aromatique et médicinal. Ce genre est caractérisé par des parties
aériennes ayant un godt distinctif et peuvent étre ajoutées a plusieurs préparations culinaires ou
utilisées en médecine traditionnelle, pour traiter diverses affections (Gulluce et al., 2003).
Elle jouit d’une grande faveur populaire en Algérie et au Maroc comme reméde contre la
toux, 1’indigestion et les infections respiratoires bénignes (Padrini F, et Lucheron M. T.
1996). Cette plante expectorante, stomachique, tonique (Baba Aissa F, 2000) posséde des
propriétés antiseptiques, antispasmodiques et carminatives (Lamendin H, 2007 ; Perrucci
Setal., 1994)




Description botanique

Calice tubuleux, strié : corolle presque réguliére, tube recourbe de la longueur du calice ;
levre supérieure redressée, plane, échancreée ; lI'inférieure a trois lobes, celui du milieu plus

grand, un peu concave et émarginé. (Frans A. S. et Richard S. C., 1988)

La position Systematique est montrée dans le tableau 05 :

Tableau 05 : Position systéematique de Saturja selon (Morales et al., 2002)

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales
Sous ordre Verbéninées
Famille Lamiaceae (Labiae)
Genre Satureja

Répartition géographique

Il est largement distribué dans la région de la Méditerranée, 1’ Asie et I’ Amérique boréale
(Cantino et al., 1992 ; Skocibusic et al., 2006).
Il existe environ 50 espéces du sous genre calamintha repartis dans les régions tempérées
de ’hémisphere nord, elles sont répandues en Iran et en Europe centrale.
En Algérie Le genre Satureja est présent en Algerie avec quatre sous genres ; parmi ces derniers

le sous genre Calamintha regroupe cing especes et trois sous especes (Quezel et santa, 1963).

1.7.5. Le genre Rosmarinus

Rosmarinus en Latin signifie la rosée marine, ce qui fait référence a la fois a la présence du
romarin sur les cotes et les iles de la mediterranée et a diverses légendes liées a cette plante (Boudy,
1948, Favre et al., 1981, Grégory, 1988 in Eloutassi, 2004). Le genre Rosmarinus de cette famille




(Lamiacées) ne regroupe que trois especes (Bartels, 1997) qui sont toutes originaires du bassin
méditerranéen : R. officinalis, R. tomentosus et R. eriocal

Le romarin est & la fois une essence aromatique et médicinale, reconnue pour ses vertus
antiseptiques, toniques-stimulantes, anti-inflammatoires, cholagogues et antispasmodiques
(Campanili, 1998 ; Flamini et al., 2002 ; Fiorenzuoli, 2000).

Description botanique

Calice a deux levres, la supérieure comprimée, entiére, striée, I'inferieure bifide : corolle a
tube renflé supérieurement, a peu prés de méme longueur que le calice ; lévre supérieure a deux
divisions obtuses ; l’inferieure a trois lobes, celui du milieu plus grand, concave, un peu
échancrée. Etamines Saillantes, filets subulés ; antheres rapprochées. (Frans A. S. et Richard S.
C., 1988)

La position Systématique est montrée dans le tableau 06 :

Tableau 06 : Position systématique de Rosmarinus selon (Cronquist, 1981)

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus

Répartition géographique

Originaire du bassin méditerranéen, le romarin pousse a 1’¢état sauvage dans les Tles et les
régions cotieres (Sud et Centre de I’Italie, Sud de la France, Dalmatie, Sud et Est de I’Espagne,
Portugal, Nord du Maroc, Nord de la Tunisie et Gréce), constituant 1’une des essences

typiques des garrigues (Scartezzini, 2001).

1.7.6. Le genre Melissa

Melissa est un genre botanique de la famille des lamiaceae. Il regroupe 4 espéces de plantes




aromatiques pérennes. Depuis plus de 2000 ans, les mélisses ont été utilisées comme plantes
médicinales, notamment dans les monastéres du Moyen Age. Dont I’étymologie grecque renvoie
aux abeilles, sont des plantes herbacées aromatiques et peuvent attendre une hauteur entre 50 et 90

cm.

Description botanique

Calice tubuleux, bilabi¢ ; 1évre supérieure a trois dents ; I’inferieure a deux dents : corolle a
deux lévres : la supérieure en forme de voute, échancrée ; I'inférieure a trois lobes inégaux ; celui
du milieu émarginé et cordiforme.

Ce genre differe thym par son calice, dont I'intérieur est nu ; de l'origan, par ses fleurs non

accompagnees de bractées, ni réunies en téte. (Frans A. S., et Richard S. C. 1988).

La position Systématique est montrée dans le tableau 07 :

Tableau 07 : Position systématique de Melissa selon (Quezel et Santa, 1962-1963)

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicotylédones
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Melissa

Répartition geographique

On rencontre la Mélisse a 1’état sauvage dans I’ Amérique du nord, le sud de I’Europe et en
Asie mineure dans des endroits tels qu’un bois, le bord d’une haie, ou un lieu non cultivé et frais
(Wichtl et Anton, 2003).




1.7.7. Le genre Ajuga

Le genre Ajuga comprend 40- 50 espéces (Diafat et al., 2016). De nombreuses plantes
d'Ajuga sont utilisees en horticulture comme couverture de sol ou de la frontiére, et dans les
jardins de rocaille, mais certains sont considérés comme des mauvaises herbes (Bendif et al.,
2017).

Description botanique

Calice tubuleux, cylindrique, a cing dents : corolle tubuleuse, renflée supérieurement ; lévre
superieure presque nulle, formeée de deux petites dents ; inferieure a trois lobes, les deux latéraux,
ovales, obtue, celui du milieu plus grand et échancre en coeur. Etamines saillantes entre les deux

dents, qui constituent la levre supérieure. (Frans A. S., et Richard S. C. 1988)

La position Systématique est montrée dans le tableau 08 :

Tableau 08 : Position systématique de Ajuga selon (Quezel et Santa, 1962-1963).

Regne Végetal
Embranchement Spermaphytes
S/Embranchement Angiospermes
Classe Eudicotylédones
Sous classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Ajuga

Répartition géographique

Pousse dans différentes parties du monde, principalement dans les zones tempérées et

chaudes,

1.7.8. Le genre Thymus

Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym) de la famille des Lamiacées. Ce
genre comporte plus de 300 especes et pres d’une centaine de variétés de thym, sauvages et/ou

cultivées (cornichon, 2017).




Description botanique

Calice tubuleux, strie, a cing dents, trois supérieures, et deux inferieures, formant deux
levres ; gorge du calice garnie, d’un bouquet circulaire de poils qui en bouche 1’entrée ; tube de
la corolle de la longueur du calice ; limbe.bilabié ; lévre supérieure légérement échancrée;
I'inferieure a trois lobes presque égaux , celui du milieu un peu plus grand et émarginé. (Frans
A.S.etRichard S. C., 1988)

La position Systématique est montrée dans le tableau 09 :

Tableau 09 : Position systématique de Thymus selon (Morales et al., 2002)

Regne Plantae (végetal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales
Sous ordre Verbénacées
Famille Lamiaceae (Labiae)
Sous famille Stachyoideae
Genre Thymus

Répartition géographique

Le thym est distribué dans le vieux continent, sur les cdtes du Groenland et dans la région
Macaronésienne (les canaries, Madere et les Agores). C’est une plante trés répandue dans le nord-
ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye) ainsi que dans les montagnes d’Ethiopie, les
montagnes d’Arabie du sud-ouest et la péninsule de Sinai. Passant par les régions arides de 1’ Asie
occidentale jusqu’a I’Himalaya, il peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon.
Dans le nord, il pousse en Sibérie et en Europe nordique
(Jalas, 1971).

En Algérie Pour I’Algérie, Quezel et Santa (1963) décrivent 12 espéces de thym dont huit sont
endémiques a I’ Algérie et a I’ Afrique du Nord.




1.7.9. Le genre Origanum

Le genre Origanum est une plante frutescente appartenant a la famille des lamiacées qui
comporte environ 38 espéces, répandues dans les régions méditerranéennes, Euro Sibérienne et
d“Irano Sibérienne. Plus 75%, d“Origanumse trouve autour des régions de 1“estméditerranéen.
(Sahin et al., 2004) .Le genre Origanum a été complétement remanié par J. H. letswaart en 1980
qui divisé en 3 groupes, 10 sections, regroupant au total 38 espéces : avec 6 sous-especes et une
autre avec 3 variétes et 17 hybrides naturels (ALLARD, 2015).

Description botanique

Calice court, a cing dents, quelquefois bilabié, non garni de poils a son intérieur tube de la
corolle plus longue que le calice. Lévre supérieure bifide ; I’inferieure a tois lobes, celui du milieu
plus grand, entier ; fleurs serrées, accompagnées chacune a leur base d’une braclée ovale, souvent

colorée, formant de petits épis globuleux, entreméles d’écailles imbriqués. (Frans A. S. et

Richard S. C., 1988) :

La position Systématique est montrée dans le tableau 10 :

Tableau 10 : Position systématique de Origanum selon (Deysson, 1967) :

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Super ordre Tubiflorales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae (Labiae)
Sous famille Népétoidées
Genre Origanum

Répartition géographique

Le genre Origanum a été particulierement étudié par letswaart en 1980. Il reconnait 3 groupes,
10 sections, 38 espéces, 6 sous-espéces, 3 variétés et 16 hybrides. Le genre Origanum est
largement présent des iles Canaries et des Agores, a I’Europe du Nord et jusqu'a I’est de 1’ Asie.
On peut le rencontrer aussi en culture a Cuba ou dans l'ile de Réunion, mais la région

méditerranéenne représente son aire de distribution la plus importante (Figure 08).




Figure 08 : Aire de distribution du genre Origanum (letswaart, 1980).




Chapitre 2 : Activite
antioxydante



2. Activité antioxydante

2.1. Définition

L’oxygene moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes aérobies, toute
fois il peut former des especes partiellement réduites et fortement toxiques appelées les radicaux
libres ou encore les especes réactives d’oxygene (ERO ou ROS, pour reactive oxygen species) et
les espéces réactives de 1’azote (ERN). Aux doses faibles, les ERO sont tres utiles pour
I’organisme et jouent des roles importants dans la production de médiateurs cellulaires,
I'élimination des produits toxiques et la defense contre I'invasion des microbes et des virus, de
méme que contre les cellules tumorales. Dans certain cas les ERO deviennent néfastes et

toxiques pour I’organisme a des doses excessives (Dallio, 2005 ; Koechlin Ramonatxo, 2006).

2.2. Radicaux libres et stress oxydatif

Les radicaux libres sont des entités chimiques (espéces, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron ou plus non apparié « célibataire » capable
d’exister sous forme indépendante. Cela qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomene
d’oxydation (Kholkhal, 2014).

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre la formation des
radicaux libres ou ERO et la capacité du corps a les neutraliser, a réparer les dommages
oxydatifs et a réguler leur production (Zweier et al., 2006).

Les ERO et ERN sont connues pour jouer un double réle dans les systemes biologiques,
puisqu’elles peuvent étre a la fois nocives mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les
organismes vivants

-Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des roles physiologiques au niveau des
réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans les
systemes de signalisation cellulaire.

-Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systemes de
défense, comme conséquence 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule (ADN,

protéines, lipides) en lien avec [’apparition de nombreuses maladies graves (cancer,




artériosclérose, arthrite, maladies neurodégénératives) : c’est le stress oxydatif (Evans et
Halliwell, 1999 ; Bouchouka, 2016).

Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont : le radical superoxyde (O2.), le radical
hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H202) (Roberts
et al., 2010).

ROS
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Figure 09 : Formation des espéces réactives de ’oxygene (ERO) et nitrogéne (ERN)
(Codoner-Franch et al., 2011).

2.2.1. Production des radicaux libres

On distingue deux types de production des radicaux libres :

2.2.1.1 Production endogéne

L’une des sources majeures des ROS est la chaine respiratoire mitochondriale. Cette
production résulte de 1’addition d’un ¢€lectron a I’oxygene moléculaire. Une telle réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial.

02 + le- —_—) 02e- (Marfak, 2003).

Autres chaines du transport d’électrons (ex : peroxymes emicrosomes) contribuent dans la

cellule aérobiose. Les cytochromes P450 et b5 de-également a la production du O2- la chaine du




transport d’électron des microsomes peut produire des ROS quand ils interrompent le cycle
redox normal et détournent le flux d’électrons vers 1’02 (Sevanian et al., 1990).

D’autre part les ROS peuvent se produire au cours des processus pathologiques ou la
production du radical répond a une stimulation et intervient dans le processus inflammatoire
(NADPH oxydase et xanthine oxydase) (Antwerpen, 2006).

Les cellules phagocytaires activées sont le siége d’un phénomeéne appelé “explosion oxydative”,
consistant en 1’activation du complexe NADPH oxydase, enzyme capable d’utiliser I’oxygéne
moléculaire pour produire de grandes quantités d’anions superoxydes au niveau de la membrane
cellulaire. Ce mécanisme lorsqu’il est controlé est capital dans la lutte infectieuse car il permet la

phagocytose des bactéries et des corps étrangeres (Favier, 2003).

Drailleurs le systéme xanthine/xanthine oxydase permet aussi la production de I’anion
superoxyde :
Xanthine + 202 +H20 xanthine oxydase acide urique +202-= +2H+ (Marfak, 2003).

»

Une autre espéce réactive oxygénée produite au cours de I’inflammation est le peroxyde
d’hydrogeéne (H202) ; en vue de réagir directement ou de produire 1’acide hypochloreux par
I’intervention de myéloperoxydase. Cette espece (HCIO) est caractérisée par un pouvoir

oxydant nettement plus élevé que le H202.

H3+0 +H202 +Cl=  myéloperoxydase HCIO +2H20 (Antwepen, 2006).

v

Le monoxyde d’azote est produit aussi par un systeme enzymatique NO synthétase (NOS), a
des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages (Favier,
2003). D’autres systémes sont capables de produire les ROS, citons par exemple : les
réactions catalysées par les lipooxygénases et cyclooxygénases dans la voie de synthese des
leucotriéneset prostaglandines (Babior et al., 2002), les aldéhydes oxydases ou les
protéines hémiques qui peuvent oxyder leur fer (1) en fer (I11) avec production du radical O2-
(Antwerpen, 2006).




C’est ainsi 1’auto-oxydation des monoamines (dopamine, épinéphrine, et norépinéphrine) ; et

I’hémoglobine en présence de traces de métaux peut également €tre a 1’origine de la

production des ROS (Gueye, 2007).
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Figure 10 : Principales étapes de production des espéces réactives de I’oxygene (Babior et al.,
2002)

2.2.1.2 Production exogene

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de donner
naissance a des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthese de
radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par I’intermédiaire d’agents photo-
sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent également la génération de radicaux libres

dérivés de 1I’oxygene (Afonso et al., 2007).

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes
(Hadi, 2004).

Des toxiques tels que 1’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans notre
environnement (goudron, tabac, polluants industriels), sont responsables d’une auto-oxydation des
acides gras polyinsaturés des alvéoles pulmonaires (Hadi, 2004).

La figure 11 résume 1’origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygene, impliqué dans le stress oxydant.
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Figure 11 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

(Hadi, 2004)

2.2.2. Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont responsables de dommages sur toutes les molécules biologiques
comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone (Favier,
2003) :

Au niveau de I’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et mutagenes ou
un arrét des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-
protéines ou des ruptures de brins (Shimizu H., 2004). Les lipides sont une cible privilégiée
des radicaux libres. Ceux-ci provoquent en effet I’oxydation des acides gras poly-insaturés
(AGPI) des phospholipides membranaires (principaux constituants des membranes des
cellules), mais aussi des organites cellulaires et des noyaux. Ce phénomene est appelé
peroxydation lipidique ou lipopéroxydation aboutissant a la formation de LDL oxydées qui sont
captées par des macrophages, formeront le dépot lipidique de la plaque d'athérome des maladies

cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la




membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction
des signaux (Favier, 2003). Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les macromolécules en
provoguant des inactivations enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collagéne,
protéoglycannes, acide hyaluronique) et la formation de diméres ou d’agrégats protéiniques

dans les membranes cytoplasmiques (Shimizu H, 2004).

2.3. Les Antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causeés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule
des concentrations non cytotoxiques de ERO. Chaque individu ne possede pas le méme potentiel
antioxydant selon ses habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou
I’environnement dans lequel il vit. Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers,
incluant le captage de 1’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition
covalente, la réduction de radicaux ou de peroxydes, inhiber la peroxydation lipidique et la
chélation des métaux de transition (Diallo, 2005 ; Favier, 2006).

2.3.1. Classification

Plusieurs antioxydants synthétiques et quelques composés naturels (tocophérol, acide
ascorbique, Béta-caroténe) sont officiellement autorisés pour 1’utilisation dans 1’alimentation. Leur
présence s’avere également nécessaire au sein des produits pharmaceutiques et de cosmétiques afin
d’éviter leur dégradation. Cependant, des études toxicologiques ont jugé certains antioxydants

synthétiques comme sources de danger (Barlow, 1990 ; Evans et Reynhout, 1992).

2.3.1.1. Les antioxydants naturels
L’organisme posséde des systémes de défense tres efficaces, de deux types :

2.3.1.1.1 Les antioxydants endogenes (enzymatiques)

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

sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec I’age (Mika et

al., 2004).




- La superoxyde dismutase (SOD) : accélére la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne, il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a
cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganese (Mn-SOD) (Piquet et Hebuterne, 2007).

- La catalase : présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit
en synergie avec la SOD puisque son réle est d'accélérer la dismutation du peroxyde

d'’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Piquet et Hebuterne, 2007).

- La glutathion peroxydase (GPx) : La glutathion peroxydase joue un role trés important
dans la détoxification du peroxyde d’hydrogeéne, de I’hydroperoxyde résultant de l'oxydation
du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec

I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH) (Piquet et Hebuterne, 2007).

2.3.1.1.2. Les antioxydants exogenes (non enzymatiques)

Les antioxydants exogénes, vu leur efficacité, leur faible codt et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent un besoin de recherche comme

matiéres de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture

(Wang et al., 2003).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la B-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont
également une capacité de lier les acides gras libres (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les sources

alimentaires de ces antioxydants naturelles sont présentées dans le tableau 11.




Tableau 11 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments Sources alimentaires
Antioxydants
Vitamine C Agrumes, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile : de tournesol, de soja, de mais
Beurre, ceufs, noix.
B-caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés
Sélénium Poissons, ceufs, viande, céréales, volaille
Zinc Viande, pain complet, [égumes verts, huitres, produits
laitiers
Flavonoides Fruits, 1égumes, thé vert
Acides phénoliques Céréales complétes, baies, cerises
Tanins Lentilles, thé, raisins, vin
Métabolisme de Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits laitiers
cystéine, glutathion Brocoli, chou ceufs, poissons, viande

2.3.1.2. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques, vu leur efficacité, leur faible colt et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs. Plusieurs antioxydantssynthétiques
comme le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), le
tertiarybutylhydroquinone (TBHQ), le 2,4,5-trihydroxybutyrophenone (THBP), le di-tertbutyl-
4-hydroxyméthylphénol (IONOX-100), le gallate de propyle (PG), le gallate d’octyle (OG),
I’acide nordihydroguaiaretique (NDGA) et le 4-hexylresorcinol (4HR), sont utilisés dans les

cosmétiques et les huiles végétales (Guo et al., 2006).

Le PG et le BHA sont des antioxydants phénoliques synthétiques hautement actifs qui
agissent en inhibant la chaine de réactions d'initiation et en reduisant de la proxidation des
acides gras insaturés (Xiang et al., 2007). Malgré la puissance de leur activité antioxydante,
I’exces de ces antioxydants synthétiques (BHT, BHA, TBHQ) peut étre toxique et peut méme

présenter un danger sur la santé humaine (Williams, 1994).




Les antioxydants peuvent protéger I’organisme contre les effets néfastes des espéces réactives

comme suit ;

e [Inhibition de la formation des radicaux libres.
e Neutralisation des radicaux libres.

e Augmentation du systeme de défense du corps.

e Reéparation des dommages résultants de radicaux libres (Ferdjioui S., 2014).

2.4. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les ROS ont des rdles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations,
sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de
signalisation (Favier, 2003). Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes
sont capables de faire face et détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance
Oxydants /Antioxydants est en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une
surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités
antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation
enzymatiques) un déséquilibre entre la production des radicaux libres et le systeme de défense
est a I’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al., 2002).
Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par 1’apport
d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska,
2002).
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Figure 12 : Balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu H., 2004).

2.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux

ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

2.6. Evaluation in vitro de ’activité antioxydante

Actuellement, une grande diversité des méthodes analytiques pour la détermination de
la capacité antioxydante est disponible. Ces analyses différent entre eux en termes de forme
dont sont exprimés les résultats. En plus, méme lorsque seulement une de ces analyses est
envisagée, ¢ca engendre d’autres parametres a prendre en considération tels que : le solvant, le temps

de réaction et le pH (Magalhaes et al., 2008).

Une batterie d’analyses mesurant différents aspects du comportement des antioxydants est
recommandée pour produire un profil antioxydant complet.

La comparaison des données de différentes études est difficile. Il est également d’une grande
importance de choisir des méthodes acceptées, validées et normalisées, avec des données, a la fois,

comparables et disponibles dans la littérature.




La conception de telles méthodes se fonde sur 1’utilisation des espéces oxydantes et les sondes
(protéines, triacylglycérols, et modéles de cellules) avec la signification biologique appropriée que
la réaction conditionne (concentration, temps de réaction, pH ...), liée étroitement a ce qui peut

étre in vivo (Magalhaes et al., 2008).
2.6.1. Méthodes de piégeage des radicaux libres oxygéenés

2.6.1.1. Piégeage du radical peroxyle (ROQe)

La mesure de ’ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity) développée par (Cao et al.,
1993) est une méthode simple et reproductible permettant d’évaluer la capacité antioxydante
de différentes molécules (Benderitter et al., 2003). La B-PE (Porphyridium cruentum f
Phycoerythrin ou Phycoérythrine) est une protéine fluorescente extrémement sensible au stress
oxydatif. En présence d’AAPH [(2,2’-azobis(2-amidinopropane) dichloride], un donneur du
radical peroxyl, la structure tétramérique de la B-PE est modifiée, elle se dimérise. Cette
dimérisation dépendante de la concentration en radicaux peroxyles du milieu réactionnel peut
étre suivie en mesurant la décroissance de la fluorescence de la B- PE en fonction du temps.
Cette cinétique de décroissance de la fluorescence est directement reliée a la concentration de
radicaux libres présents dans le volume réactionnel dans ces conditions définies de temps et de
concentrations de la B-PE est d’AAPH.

2.6.1.2. Piégeage du radical superoxyde (02:-)

Cet essai évalue la capacité d’un produit a capturer un radical libre, I’anion superoxyde
02--. Ce radical est généré in vitro par le systeme hypoxanthine/xanthine oxydase.
Dans cette méthode, le radical réduit le NBT2+ (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu
de formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm. Ainsi un composé antioxydant capable de
capturer 1’anion superoxyde empéchera la formation du bleu de formazan et la solution restera
jaune. Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage d’inhibition de la
réduction du NBT2+ par rapport & un témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de
composer anti-oxydant. On peut ensuite tracer une courbe représentant le logarithme du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en composé testé, et déterminer la

CI150 (concentration inhibant 50% de 1’activité) du composé (Parejo et al., 2002).




2.6.1.3. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H202 scavenging activity)

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d’hydrogene est basée sur I’absorption de cette molécule dans le domaine de I’UV.
Comme la concentration de H202 diminue par les composés piégeurs la valeur d’absorbance de
ce dernier @ 230nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal que les
¢chantillons absorbent également a cette longueur d’onde, exigeant ainsi 1I’exécution d’une

mesure blanche (Malgalhaes et al., 2008).
2.6.1.4 Analyse de la capacité de piégeage du radical hydroxyle (HO¢)

En raison de la réactivité élevée des radicaux hydroxyles, presque toutes les molécules dans
les systémes biologiques peuvent étre considérées comme des piégeurs du radical HOe. Ainsi,
I'évaluation du piégeage direct de HOe* peut étre non pertinente pour 1'évaluation de I'action
antioxydante d'un composé, simplement parce que des concentrations trés élevées du piégeur
sont exigees pour concurrencer les molécules adjacentes in vivo. Plusieurs méthodologies in vitro
pour la détermination de la capacité du pi¢geage du HOe sont disponibles dans la littérature, la
plupart du temps basé sur 1’ensemble Fe®* + EDTA + H,0: + systéme d'acide ascorbique, pour
produire un flux constant de HOs.

Ces radicaux attaquent le désoxyribose en position 2 (utilisé comme cible), le dégradant en une
série de fragments, certains réagissent lors du chauffage avec de I'acide thiobarbiturique a un pH
faible pour donner un chromogeéne rose (Halliwell et al., 1987).

Si un antioxydant est ajouté au mélange de la réaction, il concurrencera avec le désoxyribose le

radical HOe, empéchant ainsi la dégradation des espéces cibles (Hagerman et al., 1998).

2.6.1.5. Analyse de la capacité de piégeage d'acide hypochloreux (HOCI)

L’acide hypochloreux est obtenu a partir du systéme enzymatique myéloperoxydase/
H202/ClI- ou en acidifiant I'nypochlorite de sodium commercial a pH 6.2 avec de l'acide
sulfuriqgue (Aruoma, 1997). L'analyse de 1’¢lastase, mesure la capacité¢ d'un composé a
protéger 1’a-1-antiproteinase (a-1-AP) contre I'inactivation par HOCI (Haenen et Bast, 1991).
L'activité d'élastase est plus tard mesurée en utilisant un substrat d'élastase (ester de p-

nitrophénol de N-t-BOC-L-alanine), I'absorbance est mesurée a 410 nm (Halliwell et al., 1995).




2.6.1.6. Analyse de la capacité de piégeage de I'oxygene singulet (102)

En raison de son affaiblissement de I'état fondamental d'énergie inférieure, 102 émet la
phosphorescence caractéristique a 1270 nm. Par conséquent, la capacité du piégeage du 102 de
plusieurs composés est mesurée par les taux d'affaiblissement de l'intensité de la lumiére
(Wilkinson et Helman, 1995).

2.6.1.7. Analyse de la capacité du piégeage d'oxyde nitrique (NONe)

Vriesman et ses collaborateurs (1997), ont développé une méthode relativement simple
pour la gquantification de la capacité de piégeage des composés contenant du soufre dans le
soluté utilisant un NONe. L’oxyde nitrique est ajouté aux solutions tampon du composé
piégeur (glutathion, bisulfure de glutathion, glutathion S-méthylique, cystéine N- acétyle, acide
lipoique et acide dihydrolipoique) et sa concentration est suivie en fonction du temps. La
limitation principale de cette méthode, consiste en sa longue durée et que la technique n'est

pas facilement disponible (Perez et al., 2007).

2.6.2. Méthodes de piégeage des radicaux stables et évaluation de leur capacité de réduction

2.6.2.1. Piégeage du radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

Dans cette analyse, le DPPHe de couleur pourpre est réduit par les molécules dites
antioxydantes en hydrazine jaune pale. La capacité de piégeage est généralement évaluée dans des
milieux organiques en surveillant la diminution de lI'absorbance a 515-528 nm jusqu'a ce que
I'absorbance demeure constante (Brand-Williams et al., 1995).

La détermination de la capacité antioxydante est basée sur la réduction ampérométrique du
DPPHe au carbone vitreux. Le courant qui en résulte sur une électrode vitreuse de carbone
polarisée au potentiel fixe, est proportionnel a la concentration résiduelle de DPPHe aprés la
réaction avec les antioxydants (Milardovic et al., 2006).

En opposition a ce qui a été toujours crue, le mécanisme de réaction est basé sur une réaction de
transfert d’€lectron, tandis que I’abstraction d’atome d’hydrogene est un processus réactionnel
marginal, parce qu'elle se produit lentement dans des solvants forts, tels que le méthanol et
I'éthanol (Foti et al., 2004).




L'accessibilité stérique de DPPHe est une cause déterminante de la réaction, puisque les
petites molécules qui ont un meilleur accés a I'emplacement du radical ont sans doute une
capacité antioxydante relativement plus élevée (Huang et al., 2005). D'une part, beaucoup de
composes antioxydants de taille moléculaire élevée qui réagissent rapidement avec les
radicaux peuvent réagir lentement ou peuvent méme étre inertes dans cette analyse.

L'inexistence de DPPHe ou des radicaux semblables dans les systémes biologiques est

également un point faible.
2.6.2.2. Puissance antioxydante de réduction du fer (analyse FRAP)

L'analyse FRAP mesure la capacité des antioxydants a ramener le complexe ferrique
de la tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe (Ill) - (TPTZ) 2] 3+ intensément au complexe ferreux
coloré par le bleu [Fe (I1) - (TPTZ) 2]2+ dans un milieu acide (Benzie et Strain, 1999). Les
valeurs sont calculées en mesurant l'augmentation de I'absorbance a 593 nm et en la

rapportant a une solution étalon d'ions ferreux ou a une solution étalon d’antioxydants (Tsao et
al., 2003).

Un point a prendre en compte est la production concomitante de Fe (1), qui est un prooxydant
bien connu, et peut avoir comme conséquence la génération des radicaux additionnels dans le
milieu de réaction. En plus, les composés qui absorbent a la méme longueur d’onde peuvent s'y

méler, entrainant une surestimation des résultats (Ou et al., 2002).

2.6.2.3. Chélation du fer ferreux

Dans ce test, le pouvoir chélateur est évalué selon la méthode décrite par Le et al. (2007). La
ferrozine forme en présence du fer ferreux un chromophore de couleur rouge (Fe2+-Ferrozine),
qui présente un maximum d’absorption a 562 nm. En présence d'agents chélateurs, la formation
dece complexe est perturbée, ce qui aboutis a une diminution de la couleur rouge qui est suivie

Spectrophotométriquement (Le et al., 2007).

2.6.2.4. Activité antioxydant par le test ABTS. +

Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthybenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS. +)

est stable sous sa forme libre. Ce radical est formé facilement a partir de 1’acide correspondant




par oxydation en présence du persulfate de potassium. L’addition d’un antioxydant a une solution

de ce radical cation entraine sa réduction, (Amarati et al., 2011).

2.6.2.5. Test de reduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Apak et al., 2004), décrite le développement d’un test de capacité
antioxydante par réduction de cuivre et largement applicable pour les flavonoides, les acides
phénoliques, les acide hydroxycinnamiques, les thiols, les antioxydants synthétiques et les
vitamines C et E. Le réactif oxydant chromogéne utilisé pour le dosage CUPRAC est le cation
Cu (I1)-Néocuproine (Cu (11)-Nc) (Ozyirek et al., 2011).

Cette méthode, introduite par la chimie analytique, est basée sur la mesure de I’absorbance du
Chromogéne Cu+-Nc forme a la suite de la réaction redox d’antioxydants avec le réactif Cu2+-
Nc, ou I’absorbance de la lumiére de 450 nm, il s’agit donc d’une méthode a transfert d’électron
(ET) (Figure 13) ; le réactif Cu2+-Nc est donc réagit avec (n-€) réducteur antioxydants de la
maniere suivante :

n Cu2+(Nc) 2 + Ar (OH) n J[In Cu+(Nc) 2 + Ar (=0) n + n H+

2.6.2.6. Activité antioxydante par la méthode de décoloration du béta-caroténe (B-carotene

bleaching method)

Cette technique consiste a mesurer a 470 nm, la décoloration du béta-carotéene
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique.
La dispersion de 1’acide linoléique et du béta-carotene dans la phase aqueuse est assurée par du
Tween. L’oxydation de ’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de maniére non
spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux induit un retard de
la cinétique de la décoloration du béta-carotene (Koleva et al., 2001). Cette méthode est, d’autre
part, sujette au parasitage de composes absorbants dans la fenétre spectrale du béta-caroténe et
I’interprétation des données n’est pas aisée car le béta-caroténe est lui-méme un antioxydant
(Laguerre et al., 2007).




Chapitre 3 : les
meétabolismes secondaires



3. Les métabolites secondaires
3.1. Définition

Ce sont des substances naturelles produites en faible quantité dans les plantes (Ali et al., 2013)
et les microorganismes comme les bactéries et les champignons (Troppens et al., 2013). A
I’inverse des métabolites primaires ; les métabolites secondaires sont des espéces spécifiques qui
ne sont pas directement impliquées dans le cycle de vie normal des plantes (Lee et al., 2013), mais
les végétaux supérieurs ont la capacité de les synthétiser pour diverses fonctions adaptatives
(Wink, 2013). Notamment, en réponse au stress biotique et abiotique qu‘ils peuvent subir tels que
les changements de températures, la sécheresse, la salinité, la radiation, les herbivores, les
infections pathogénes, la défense contre I'attaque des organismes compétitifs dont les bactéries, les
champignons, les insectes, les animaux et les autres plantes (Kliebenstein., 2012 ; Costa et al.,
2013). Cependant, le role écologique le plus important des métabolites secondaires des plantes est
lié a la fonction reproductrice qui garantit le succes évolutif de toutes les especes vivantes, les
pigments et les composés volatils de ces meétabolites peuvent attirer les pollinisateurs et ainsi

favoriser la dispersion des graines et la fécondation (Iriti, 2013).

Ces composés sont importants, non seulement en raison de leur r6le dans les plantes, mais
aussi pour leurs propriétés biologiques comme antioxydant, antimicrobien et anti-cancérigénes et
leurs effets thérapeutiques contre plusieurs maladies a savoir I'nypertension, le diabéte et I'obésité
(Airesetal., 2013).

3.2. Les alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus dans
un systéme hétérocyclique et dont I'activité pharmacologique est significative. Les pseudo-
alcaloides ne sont pas des dérivés des acides aminés. On les nomme alors alcaloides terpéniques
et les proto-alcaloides sont des amines simples dont l'azote n'est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique. Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds,
ce qui permet leur caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de
Bouchardat) (Krief, 2003).

e Les 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 Les pseudo-alcaloides : présentant le plus suivent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des drivés des acides aminés.
e Lesproto-alcaloides : Sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique ; ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés.

I1s sont souvent appelés « amine biologique » et sont soluble d’une I’eau (Badiaga, 2011).

(Figure 13)
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Figure 13 : exemple d’alcaloides A) alcaloides vrais B) pseudo-alcaloide C) proto-
alcaloide) (Krief, 2003)

3.3. Les polyphénols (Composés Phénoliques)

Ou « Composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de 8000 molécules
(Bahorun, 1997 ; Garcia-Salas et al., 2010). Les polyphénols sont synthétisés par deux
voies biosynthétiques : celle du shikimate, et celle issue de 1’acétate (Bruneton, 2009).

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la presence d’au moins
un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que

des groupes fonctionnels (Ester, Méthyle ester, Glycoside...) (Bruneton, 1999).

3.3.1. Localisation dans la plante

Les polyphénols sont majoritairement présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles

et les écorces de bois de tous les végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).




Les principales sources alimentaires sont les fruits et les légumes, les boissons (vin
rouge, the, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs. Les
fruits et les légumes contribuent environ a la moitié de notre apport en polyphénols. Les

boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportent le reste (Middleton et al.,

2000).

3.3.2. Classification des Polyphénols

Les polyphénols sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base
(Dacosta, 2003). Il existe plusieurs classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques

simples, les phénols simples, stilbénes, coumarines, tanins, quinones, flavonoides, lignanes,

lignines et xanthones (Figure 14).
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Figure 14 : Classification des Polyphénols (De la Rosa et al., 2019)
3.3.2.1. Les acides phénoliques : Cette classe est divisée en deux sous-classes :

3.3.2.1.1. Les acides hydroxybenzoiques
Ce sont des dérivés de I'acide benzoique, et ont une structure générale de base de type (C6-

C1). lls existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).




Les hydroxybenzoiques incluent plusieurs molécules et les plus fréquentes sont ; L'acide

gallique, I'acide vanillique, I'acide syringique et le p-hydroxybenzoique
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Figure 15 : Exemples de composé a radical hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

3.3.2.2. Acides hydroxycinnamiques

IIs dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3). lls
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, induisent une réactivité chimique
importante de ces molécules, par exemple on cite 1'acide caféique, 1'acide férulique, 1’acide p-

coumarique, et l'acide sinapique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

3.3.2.3. Les anthocyanidines

Sont des dérivés du flavylium ou 2-phényl- benzopyrylium, ils portent des fonctions

phénolslibres, éthers ou glycosides (Jaakola, 2013).

3.3.2.4. Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygenés ayant comme structure de base le benzo-
2 pyrone (lwueke, 2008).
Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
posseédent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles
(Madhavi, 1996).




3.3.2.5. Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ce sont des
substances naturelles tres répandues dans la famille des Compositae (Eberhard et al., 2005).
Les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-
C3-C6) ; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et
B formant généralement un hétérocycle oxygéné C. L’existence des differentes classes

structurales des flavonoides serait fonction des modifications de ’heterocycle C (De Rijke et
al., 2006).

Figure 16 : Structure de base des flavonoides (Krishna et al., 2001)

3.3.2.6. Tannins

Les tannins son trés abondants chez les angiospermes dicotylédones (Tannins
hydrolysables) et les gymnospermes (Tannins condenseés). Leur masse moléculaire est comprise
entre 500 et 3000 PM (Atefeibu, 2002). Sont répandus, particulierement, dans les tissus agés ou
d’origine pathologique. Ces composés ayant en commun la propriété de tanner la peau
(combinaisons a des macromolécules (Protéines, Polysaccharides...) par des liaisons résistantes
aux attaques fongiques et bactériennes). lls sont utilisés dans le traitement des aliments et la

clarification des vins, des biéres et des jus de fruits (Propriétés biologiques).




3.3.3. Extraction des composés phénoliques :

L’extraction solide-liquide est la procédure la plus couramment utilisée. En effet, ces
techniques sont faciles d'utilisation, trés efficaces et peuvent étre largement appliquées. Les
solvants d'extractions les plus communément utilisés sont les alcools (méthanol, éthanol),
l'acétone, 1'éther éthylique et I’acétate d'éthyle. Cependant, pour les composés trés polaires tels
que les acides phénoliques ne pouvant étre extraits completement avec les solvants
organiques purs, les mélanges d'alcool-eau ou acétone-eau sont recommandés (Naczk et
Shahidi, 2004). Les solvants moins polaires (dichlorométhane, chloroforme, hexane, benzene)

sont utilisés pour éliminer les composés apolaires (cires, huiles, chlorophylle).

Classiquement, les techniques d’extractions solide-liquide utilisées sont : I’infusion, la
macération, la décoction, I’extraction au Soxhlet et, dans certains cas, 1’extraction par

sonication et I’extraction assistée par microondes.

3.3.3.1. L’infusion : c’est une méthode d'extraction des principes actifs ou des ardmes d’un
végeétal par dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que I'on laisse refroidir. Le

terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes et le thé.

3.3.3.2. La macération : c¢’est une méthode d’extraction solide-liquide similaire a 1’infusion
qui s’effectue a température ambiante. Elle est généralement utilisée pour 1’extraction de

composeés sensibles a la chaleur.

3.3.3.3. La décoction : elle consiste a réaliser 1’extraction a température d’ébullition du
solvant. Cette opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant d’extraction est a

température ambiante (Muanda, 2010).

3.3.3.4. Le soxhlet : c’est une méthode classique pour 1’extraction solide-liquide. L’échantillon
entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui aide a déplacer
I’¢équilibre de transfert vers le solvant. Les inconvénients les plus significatifs de cette
méthode sont : la durée importante d’extraction et la grande quantité de solvant consommée, ce
qui conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi des problémes sur le plan
environnemental. Les échantillons étant portés a haute température pendant une période

relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas a négliger si




la matiére vegétale contient des composés thermolabiles. Etant donné la grande quantité de
solvant utilisée, 1’étape postérieure d’évaporation/concentration devient limitante (Grigonis et al.,

2005 ; Penchev, 2010).

3.3.4. Activité antioxydante des polyphénols

L’activité antioxydante des polyphénols est liée a leur structure, il existe une corrélation
entre cette dernicre et I’arrangement spatial des substituants. En effet, la position ainsi que le
degré d’hydroxylation influencent fortement cette activité (Heim et al., 2002 ; Gonzéalez et
al., 2020).

Les polyphénols sont de puissants antioxydants. Grace a leur diversité structurale, ils
sont impliqués dans cette activité via plusieurs mécanismes en agissant a différents niveaux
des réactions radicalaires ; piégeage des radicaux libres, chélation des ions de métaux de
transition, inhibition des enzymes génératrices d'especes réactives de I'oxygéne (ROS),
induction d'enzymes antioxydantes endogénes et prévention de la peroxydation lipidique

(Szymanowska et Baraniak, 2019 ; Sanchez-Rodriguez et al., 2020).

3.3.4.1. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres et
leurs réactions de propagation par la chélation des ions de métaux de transitions, en
particulier ceux du fer (Fe?*) et du cuivre (Cu®") (Brown et al., 1998), qui sont essentiels
pour certaines fonctions physiologiques (Kontoghiorghes, 2020). lls entrent notamment dans la
composition des hémoprotéines et dans certaines enzymes antioxydantes comme la catalase et la
superoxyde dismutase (Cotelle, 2001). Cependant, ils peuvent aussi génerer des radicaux
hydroxyles, trés réactifs, a partir de 1’espéce peu réactive H202, selon la réaction de Fenton
(Cotelle, 2001 ; Ghedira, 2005 ; Gardeli et al., 2008). D’aprés (Kurek Gorecka et al., 2014),
les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques sont (Figure 17) :

e Les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C

e Le noyau catéchol sur le cycle B

e Les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C




Figure 17 : Sites proposés pour la chélation des ions métalliques par les flavonoides
(Kurek-Goérecka et al., 2014)

3.3.4.2. Effet scavenger (Piégeage des especes réactives de I’oxygéne)

Les polyphénols sont de puissants antioxydants qui peuvent non seulement neutraliser les
radicaux libres, mais également supprimer la génération de radicaux libres, réduisant ainsi le
taux d'oxydation en inhibant la formation ou en désactivant les espéces actives et précurseurs
de radicaux libres. Plus fréquemment, ils agissent comme des piégeurs directs de radicaux
des réactions en chaine de peroxydation lipidique. De ce fait, ils donnent un électron aux
radicaux libres, en les neutralisant grace a leur caractere réducteur en devenant eux-mémes
des radicaux stables (moins réactifs), arrétant ainsi les réactions en chaine (Gonzalez et al., 2020)
ou interagir avec un autre radical selon la figure 18 (Pietta, 2000 ; Macheix et al., 2005).

Figure 18 : Mécanisme de l'activité scavenger des flavonoides via la fonction catéchol
(Pietta, 2000)




3.3.4.3. Inhibition enzymatique

Les composés phénoliques possedent un potentiel élevé d'inhibition des enzymes
génératrices de formes réactives d'oxygene dans les systemes biologiques, un mécanisme
important d’effet antioxydant, via l'inhibition de la régulation des enzymes clé telles que xanthine
oxydase, responsable de I'apparition du radical anion superoxyde et d'urate. Plusieurs travaux ont
rapporté que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d’étre impliquées dans cet
effet (Nagao et al., 1999 ; Nessa et al., 2010 ; Kurek-Gérecka et al., 2014 ; De Franco et al.,
2020 ; Mohos et al., 2020).

La relation structure-activité des flavonoides en tant qu'inhibiteurs de la xanthine

Oxydase a montré que l'interaction hydrophobe était importante dans cette liaison et que
I'inhibition de cette enzyme augmentait généralement avec des affinités croissantes dans la
classe des flavones et des flavonols (Lin et al., 2015). Les groupes hydroxyle en C-5 et C-7
et la double liaison entre C-2 et C-3 étaient essentiels pour une meilleure activité inhibitrice sur
la xanthine oxydase. D’autre part, un groupe hydroxyle en C-3' dans le cycle B et en C-3 en
contribuent favorablement (Cos et al., 1998). La chélation est également le mécanisme le plus
fréquent d'inactivation enzymatique (Kurek-Gérecka et al., 2014).

3.3.4.4. Induction de synthese des enzymes antioxydantes

Les polyphénols, notamment les flavonoides peuvent diminuer le stress oxydatif soit par la
capacité réductrice intrinseque, soit par l'induction de I'expression de genes codant pour des
enzymes et des protéines  antioxydantes  (superoxyde  dismutase,  glutathion
peroxydase, catalase, etc.) (Umeno et al., 2016 ; Fusco et al., 2020 ; Roamba et al., 2020).
Tocophérol par le transfert d'un atome d'hydrogéne au radical a-tocopheryle (Miura et al., 1994).




3.4. Les huiles essentielles

3.4.1. Définition

Les huiles volatiles, ou essences aromatiques vegétales nommées huiles essentielles car elles
renferment la "Quinta essentia”, la fragrance de la plante (Lamarti et al., 1994), sont des
substances odorantes, volatiles, huileuses donc de nature hydrophobe, totalement solubles dans
les alcools, I’éther et dans les huiles végétales et minérales. Lorsqu’elles sont pures et naturelles,
elles ne contiennent aucun corps gras : elles sont uniquement constituées de molécules
aromatiques volatiles (Coraline et al., 2006). Actuellement, environ 3000 huiles essentielles sont
connues, dont 300 sont commercialement importantes, surtout pour les produits
pharmaceutiques, agronomiques, alimentaires, hygiéniques, cosmétiques et les industries de

parfum (Prabuseenivasan et al., 2006).

3.4.2. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, végétatifs et
reproducteurs, en particulier les sommités fleuries (lavande, menthe, bergamotier, tubéreuse)
mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier) et bien que cela soit moins habituel, dans
les écorces (cannelier), les bois (bois de rose, santal, camphrier), les racines (vétiver), les
rhizomes (curcuma, gingembre), les fruits (tout-épices, anis, badiane), les graines
(muscade) et les boutons floraux (clou de girofle) (Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle,
1981).

3.4.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés naturels trés complexes qui peuvent contenir
environ 20-60 composantes a de tout a fait différentes concentrations. Ils sont caractérisés par
deux ou trois composantes importantes a d'assez hautes concentrations (20-70 %) comparés a
d'autres composantes présentées en quantités de trace (Croteau et al., 2000 ; Betts, 2001 ;

Bowles, 2003 ; Pichersky et al., 2006). Les constituants des huiles essentielles appartiennent,




de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérises par des origines biogénétiques distinctes : le
groupe des terpénoides (terpénes) d'une part et le groupe des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane beaucoup moins fréquents d'autre part, tous caractérisés par un poids
moléculaire bas (Bakkali et al., 2008).

3.4.3.1. Les terpenes

Les terpénes (= terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales,
impliqués ounon dans des fonctions métaboliques essentielles, on les trouve fréqguemment dans

les huiles volatiles des plantes (Lamarti et al., 1994).

Les terpénes présentent structurellement et fonctionnellement différentes classes. Ils sont formés
des combinaisons de plusieurs unités de 5 carbones a la base (C5) appelé isopréne. Dans le cas
des huiles essentielles, seuls seront rencontreés les terpenes les plus volatils, c'est a dire, ceux dont
la masse moléculaire n’est pas trop élevée : monoterpenes (C10) et sesquiterpénes (C15), mais
existent aussi les hemiterpenes (C5), diterpénes (C20), triterpénes (C30) et tetraterpénes (C40)

(Bruneton, 1999). On appelle un terpéne contenant de 1’oxygene un terpénoide.
a. Les monoterpénes :

Ils sont formés par le couplage de deux unités isopreniques (C10) (Figure 19). lls sont les
molécules les plus représentatives, constituant 90 % des huiles essentielles et permettent une

grande variété de structures.
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Figure 19 : Structure chimique de certains monoterpenes.




b. Les sesquiterpenes :

Ils sont formés par lI'assemblage de trois unités isopréniques (C15). L'extension de la chaine
augmente le nombre de cyclisations qui permet une grande variété de structures (Figure 20). La
structure et la fonction du sesquiterpéne sont semblables a ceux des monoterpénes. Les exemples
de plantes contenant ces composants sont : Angelica, bergamote, cumin des prés, céleri, citronella,
coriandre, eucalyptus, géranium, geniévre, lavandin, lavander, citron, lemongrass, mandarine,

menthe, orange, pastille de menthe, petit grain, pin, Rosemary, sage, thym (Bakkali et al., 2008).

Sesquiterpénes
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Figure 20 : Structure chimique de certains sesquiterpenes.

3.4.3.2. Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ce-C3) sont beaucoup moins fréquents que les précédents.
Ce sont trés souvent des allyles-et des propénylphénols, parfois des aldéhydes. On peut
également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Ce-C1) comme la vanilline ou
comme I’athranilate de méthyle. (Bekhechi et Abdelouahid, 2014).

CHO (o}
No”
CH30” 7 N CH 0~ = = UNH,
OH OCH;4 OH
eugenol E-anéthole vanilline anthraniiate de méthyle

Figure 21 : exemples des composés aromatiques. (Bruneton, 1999)




3.4.3.3. Composés d’origines diverses

11 s’agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles ;

e Composés issus de la dégradation d’acide gras ((3z) -hexén-1-ol, (2E) -hexénals et les
acides jasmoniques) ;

e Composes issus de la dégradation de terpene ;

e Composes non spécifiques pouvant contenir dans leurs structures des atomes d'azote ou de
soufre (Bruneton, 1999).

3.4.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d‘extraction des huiles essentielles de corps végétales, voici

les principales méthodes

3.4.4.1. Extraction par hydro distillation de I’huile essentielle

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de
meilleurs rendements. Le principe consiste a immerger directement la matiere végetale a
traiter dans un ballon figure 22 remplis d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs
hétérogenes vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence

de densité (Bruneton, 1993).
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Figure 22 : Montage d'extraction par hydrodistillation. (Bruneton, 1993).




3.4.4.2. Expression a froids

C’est une technique d’extraction des essences végétale. Le principe de ce procede
mécanique est fondu sur la rupture des péricarpes riche en huiles essentielles L’huiles
essentielles ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau Formation d’une émulsion
constituée d’eau et d’essence L’essence est alors isolée de 1’eau grace a une décantation

(Bruneton ; 1993).

3.4.4.3. Entrainement a la vapeur

Cette technique qui ne met pas en contacte directe 1’eau et le matériel végétale
contrairement a 1’hydro distillation. Elle est basée sur 1’utilisation d’une source de vapeur

externe pour extraie et libéré les huiles essentielles de corps végétales.

Durant le passage de la vapeur a travers le matériel végeétale, les cellules éclatent et
libérent les huiles essentielles qui seront vaporisées sous 1’action de la chaleur pour forme d’un

mélange (eau+huiles essentielles).

Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en
deux phases bien distinctes une phase aqueuse (I’eau aromatique) et une phase organique

I’huile essentielle (Bruneton, 1993).

3.4.4.4. Extraction par les solvants organiques

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins
fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone (Dapkevicius,Venskutonis et al., 1998 ; Kim and
lee 2002).

En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient selon Des hydrolysats : extraction par

solvant en présence d’eau.

- Des alcoolats : extraction avec de I’éthanol dilué.
- Des teintures ou solutions non concentrées obtenues a partir de matieres premieres traitées par
I’éthanol ou des mélanges éthanol/eau.

- Des résinoides ou extraits ethanoliques concentrés.




L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son co(t,
les probléemes de seécurité et de toxicité, ainsi que la réglementation liée a la protection de

I’environnement (lagunez ; 2006)

3.4.5. Méthodes d’analyse des extraits de plante

L’analyse des huiles essentielles et des polyphénols reste une étape importante, cependant,

elle demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques comme :

3.4.5.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est aujourd’hui une
des techniques les plus utilisée en chimie analytique.
Le principe cette technique consiste a transférer les composés séparés par chromatographie
en phase gazeuse par la phase mobile (Gaz vecteur) dans le spectrométre de masse au niveau
duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de
leur masse.
La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande différence de
pression.

En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression trés bas, alors que la
chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau de pression plus éleve.
L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention et des spectres de
masse des constituants individualisés avec ceux des produits de référence contenus dans des

bibliothéques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres.

3.4.5.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance est indiquée pour étudier les constituants
non volatils des concretes et des absolues ou pour effectuer des préfractionnements. Elle peut
étre couplée également a un analyseur de masse.

Cette technique utilise une phase stationnaire et une phase mobile liquide circulant sous 1’effet
d’une haute pression.
Apres la séparation des différents constituants de 1’échantillon, un logiciel assure 1’acquisition

et le traitement des données.




3.4.6. Activité antioxydante des huiles essentielles

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard F, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes de propriétés selon le
niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les
composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto-catalytique de
I’oxydation (Multon, 1998). En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont de
retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene
(Madhavi et al., 1996).




Chapitre 4 : determination
de ’activite antioxydante de
guelques plantes



4. Détermination de ’activité antioxydante de quelques plantes de la famille de Lamiacées

4.1. Etude faite par (FERDJIOUI S, 2014) Espéce : Mentha rotundifolia

Dans le présent travail ; 1’activité antioxydante des extraits méthanoliques et de 1’huile
essentielle de M. rotundifolia a été évaluée par trois tests différents : L’effet piégeur du radical

DPPH’, Le pouvoir réducteur du fer ferrique, I’effet chélateur du fer ferreux.

4.1.1. Effet piégeur du radical DPPH®

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des parties aériennes de Mentha
rotundifolia est comparée a celle du BHA et exprimée en ICso .Ce parametre est défini
comme étant la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical
DPPH" dans le milieu réactionnel, 1’activité est inversement proportionnelle a la valeur d’ICso
.Les ICso sont calculées a partir les équations des courbes qui déterminent le pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration de I’inhibiteur (Figure 23).

Les résultats ont montré que les différents extraits piegent les radicaux DPPH" avec des ICso de
I’ordre de (265,491 +2.221 pg/ml), (133.160 £ 11.346 pg/ml) et (1755+0,006 pg/ml) pour EMM
et EMS I’huile essentielle respectivement. Cette activité reste toujours tres inférieure a celle

du standard, le BHA (20,701 0.065 pg/ml) (Figure 24).
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Figure. 23 : courbes tracés en fonction des concentrations croissantes des EMM (a), EMS (b) de
I’HE (c) et de BHA (d) et le pourcentage d’inhibition du DPPH".

Valeur d'ICs,

Figure 24 : Activités antiradicalaires des extraits méthanoliques et de I’huile essentielle de Mentha
rotundifolia et de BHA manifestées dans le test de DPPH". La comparaison est réalisée avec le BHA ;
**:p<0.01, **: P <0,001.




Nos résultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par (Nickavar et al., 2008) qui ont
étudié I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de quatre plantes médicinales du genre
Mentha dont Mentha rotundifolia qui a donné une valeur d’ICsg de 1’ordre de 21.71 (19.90-23.67)
pg/ml. En revanche, dans une étude faite par (Sarikurkcu et al., 2008) sur une plante de
la famille Lamiaceae (Marrubium globosum subsp. Globosum) ; 1’extraits méthanolique au
Soxhlet a montré une valeur d’ICso de 157.26 + 1.12 pg/ml qui est proche de notre résultat.
De méme I’huile essentielle a montré une ICsg de 1203.38+7.18 pg/ml.

Les travaux concernant 1’évaluation de la capacité d’huile essentielle du genre Mentha de
piéger le radical DPPH" exprimée par les valeurs d’ICsp, ont donné des résultats différents
variant d’une espece a une autre ; a savoir M. longifolia ssp (ICso = 10700 £ 5.0 pg/ml) (Gulluce
et al., 2007), M. piperita (ICso = 60.41+ 0.60 pg/ml) (Kizil et al., 2010), M. pulegium (ICso =
6200 + 0.2 pg/ml) (Teixeira et al., 2012). Cette différence dans les valeurs des 1Cso peut étre
attribuée a la différence dans la concentration de DPPH" utilisée dans le test et le temps
d’incubation d’une part (Sharma et al., 2009) et a I’influence des autres facteurs intrinséques et

extrinseques qui peuvent affecter la composition chimique des plantes d’autre part.

4.1.2. Effet chélateur du fer ferreux

Ce test permet de mettre en évidence la capacité chélatrice des extraits méthanoliques et de
I’huile essentielle de M. rotundifolia. Les résultats obtenus montrent que les extraits
méthanoliques possédent une activité chélatrice en capturant les ions ferreux avant qu’ils soient
complexés avec la ferrozine) dose dépendante en comparaison avec I’EDTA (. Par contre, I’huile
essentielle n’a montré aucune activité chélatrice (Figure 25). La concentration de
I’échantillon qui produit 50% d’effet chélateur (ECso) est présentée dans le (Tableau 12). Les
différences entre les extraits méthanoliques et ’EDTA et entre les extraits eux-mémes sont

statistiquement significatives (p < 0,05).




Tableau 12 : les ECsp des extraits et d’EDTA. Les valeurs représentent la moyenne de deux essais = SD.

Echantillon ECso (mg/ml)
EMM 3.417 £ 0.011™
EMS 2.194 +0.038™
EDTA 0.0111 +0.06

- : pas d’activité, La comparaison est réalisée avec ’EDTA ; ***: p< 0.001.

(a) (b)

y =19,904x - 18,143
R?=0,993

v
o o
i

Chélation (%)
~N w =
[= B -}

=
o
i

cheafation (%)

o

0 1 2 3 4 5
Concentration (ug/ml) 0 1 2 3 4
Concantradion {mo'm)

(c)

Concentration { ug/ml)

Figure 25 : courbes tracées en fonction des concentrations croissantes ’EMM (a), d’EMS (b),

EDTA (c) et des pourcentages de chélation du fer fereux.

Les activités antioxydantes des composés phénoliques sont également attribuées a leur capacité
de chélater les ions de métaux de transition tels que le fer et le cuivre (Vladimir-Knetevié et al.,
2011) qui jouent un role important dans les processus d’oxydation conduisant a la formation de
radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Ebrahimzadeh et al., 2010) Les agents
chelateurs peuvent inhiber la génération de radicaux en stabilisant les métaux de transition et par

conséquent réduire les dommages des radicaux libres (Yumrutas et al., 2012).

(Sivakumar et Meera, 2013) ont rapporté que les agents chélateurs qui forment une liaison de




type o avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondaires car ils réduisent le potentiel
redox et stabilisent la forme oxydée de 1’ion métallique. Parmi les différentes espéces d'ions
métalliques ; les ions ferreux (Fe?*) sont les pro-oxydants les plus puissants (Beyhan et al., 2010)
pour cela on les utilise comme indicateur de I’activité chélatrice de nos extraits. A la lumiére
des résultats obtenus dans ce test, les extraits méthanoliques exercent une activité chélatrice avec
des doses élevées par rapport au standard EDTA. Par contre, 1’huile essentielle n’a manifesté

aucun effet chélateur vis-a-vis du Fe?* dans les concentrations utilisées.

(Ebrahimzadeh et al. 2010) ont révélé que 1’extrait de la plante Mentha spicata obtenu par
1’éthanol-eau (70-30 v/v) est capable de chélater les ions Fe?* avec une valeur d’ICso de 757.4+
29.5ug/ml. Cette valeur est significativement inferieure a notre résultas, ceci peut étre expliqué
par la différence de la méthode d’extraction et la composition chimique des plantes. En revanche,
notre résultat obtenu avec I’HE est en accord avec celui obtenu par (Bounatirou et al., 2007) ;
En effet ces derniers ont montré que 1’huile essentielle de la plante Thymus capitatus (famille
lamiaceae) n’exerce aucun effet chélateur ce qu’ils ont expliqué par la présence des composés

monohydroxylés comme le carvacrol, incapables de former des complexes avec le Fe?*,

4.1.3. Le pouvoir réducteur du fer ferrique

C’est une analyse de 1’activité antioxydante qui est basée sur la capacité des constituants des extraits
a réduire le fer ferrique Fe3*en fer ferreux Fe?*. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des
courbes pour chaque extrait. Les résultats représentés dans la Figure 26 montrent que la capacité de
réduction est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des échantillons. Le Tableau 13
résume les concentrations effectrices 50% (ECso) des extraits et de BHA. Les différences entre les

extraits méthanoliques, I’HE et le BHA sont statistiquement significatives (***: p <0.001).




Tableau 13 : Les ECs des extraits et du BHA. Les valeurs représentent la moyenne de deux essais = SD.

Echantillon ECso (mg /ml)
EMM 0.550 + 3.613™
EMS 0.468 + 1™
L’huile essentielle 1.625 + 0.004™"
BHA 0.089 + 0.285

Les comparaisons sont réalisées avec le BHA ; ***: p< 0.001
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Figure 26 : courbes tracés en fonction des concentrations croissantes des EMM (a), EMS (b) de ’'HE

(c) et de BHA (d) et le pouvoir réducteur.

Le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante (Yumrutas et al., 2012) parce qu’il est lié a sa capacité de faire un don d'électrons
a des especes de radicaux libres et les réduire en une forme plus stable et non réactive (Osman,
2013). Les agents réducteurs peuvent également réduire les intermédiaires oxydés du processus
de la peroxydation lipidique (Sivakumar et Meera, 2013) donc ils peuvent réagir comme des
antioxydants primaires et secondaires (Misra et Dey, 2012).




Les valeurs des CEso obtenues dans ce test montrent que les extraits méthanoliques et I’huile
essentielle de M. rotundifolia possédent une capacité réductrice importante mais elle est inférieure
a celle du BHA, cette activité démontre leur propriété de donation d’électrons et par

conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux libres.

Dans une étude faite par (Sarikurkcu et al., 2008) ; les extraits de la plante Marrubium
globosum subsp. globosum a montré une capacité réductrice avec une valeur d’CEsp égale a
4315.80 £2.54 ng/ml et 625.63 £ 1.02 pg/ml pour I’HE et I’extrait méthanoliques au Soxhlet

respectivement. Cette activité est semblée faible en comparaison de nos résultats.

Les résultats obtenus dans ces tests montrent qu’il y a une relation dose - dépendante corrélation
positive entre le potentiel antioxydant et la teneur en composés phénoliques des extraits

méthanoliques ce qu’est en accord avec d’autres travaux (Aljadi et Kamaruddin; 2004; Lee et
al, 2011; Stagos et al., 2013; Gourchala et al., 2013 ). Toutefois, certaines équipes de chercheurs

n’ont pas confirmé cette relation (Matkowski et al., 2006 ; Boulanouar et al., 2013).

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante est un aspect
intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques répondent
difféeremment dans 1’analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les COMpOSés
phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre

présents dans un extrait (Athamena et al., 2010).

Les composés phénoliques les plus antioxydants sont les flavonoides (Tapas et al., 2008) et
les acides hydroxycinamiques comme (p-coumarique, ferulique, chlorogenique, 1’acide

transcinnamique) (Bourgou et al., 2008).

L’activité antioxydante des huiles essentielles pourrait étre due aussi a la présence des composés
phénoliques. Dans une étude faite par (Gharib et Silva., 2013) sur quatre plantes
médicinales de la famille Lamiaceae a montré qu’il y a une corrélation positive entre les

quantités des composés phénoliques dans les huiles essentielles et I’activité antioxydante.

Selon (Bourgou et al., 2008), les composés des huiles essentielles les plus efficaces dans
I’activité antioxydantes sont les monoterpeénes oxygénés en particulier les phénols et les alcools.
Notre huile est riche en monoterpénes oxygénés essentiellement 1’oxyde piperitenone ce qui peut

expliquer leur activité antioxydante. En revanche d’aprés (Djenane et al., 2010) les huiles




essentielles qui sont riche en composés non phénoliques ont également un pouvoir antioxydants.

Il faut noter que ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables
de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui
peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéeme efficace vis-

a-vis des radicaux libres (Laib, 2012).

4.2. Etude faite par (Abbou H et Benabida W, 2017) Espéce : Lavandula stoechas

L’utilisation de plusieurs méthodes analytiques complémentaires est recommandée pour

I’évaluation de I’efficacité antioxydante des HEs (Sacchetti et al., 2005 ; Sarikurkcu et al., 2010).

Presque 90% des études sur I’activité antioxydante (AA) utilisent la méthode du DPPH
(Kulisic et al., 2004 ; Moon et Shibamoto, 2009). Cette méthode est simple et rapide d’étudier
I’antioxydant (Koleva et al., 2002) mais fortement sensible (Moon et Shibamoto, 2009).

Dans notre travail 1’objectif est évaluer I’AA des HEs de L.stoechas L. par le test de piégeage
du radical DPPH pour déterminer 1’ICso, cette derniére a été employé par plusieurs groupes de
chercheurs afin de pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005 ; Ranga et al., 2009
; Ahmad et al., 2012).

Il est bien connu que quand une solution de DPPH est mélangée avec celle d'une
substance contenant des antioxydants, le radical libre stable DPPH (couleur violet foncé) est
converti en 2,2-diphényl-1-picryle hydrazine ce qui entraine une décoloration facilement

mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (Molyneux, 2004).

A partir des valeurs obtenues de 1’ Abs (ou DO), les PI des HEs et I’antioxydant standard
(BHT) ont été calculés. Les résultats lors de ce test ont permis de tracer les courbes de la figure

(27, 28), qui représente le P1 en fonction de la concentration.
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Figure 27 : Activité anti-radicalaire au DPPH des HEs de L. stoechas L
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Figure 28 : Activité anti-radicalaire au DPPH de standard BHT.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la

concentration soit pour les HEs ou pour le BHT.

La cinétique du pourcentage d’activité antiradicalaire nous a permis de déterminer
I’ICs0, qui correspond a la concentration d’HEs, ou de BHT nécessaire a I’inhibition de 50%
du DPPH présent dans le milieu. Notant que plus 1’ICs est faible plus 1’activité antioxydante du
composeé est importante. Les résultats des propriétés antioxydantes des HEs de la plante étudiée




et le BHT sont présentés dans le tableau 14 et figure 29. L'activité est exprimée sous la forme de

valeurs d’ICsp et d’indice d’activité antioxydant (AAI).

Tableau 14 : Résultat du test antioxydant exprimant 1’ICsp en pug /ml et AAL.

Extrait/substance chimique ICs0 £ SD AAl
Huile essentielle de L. stoechas 4140 £ 0,05 0,001
|
BHT 29,62 +£0,13 1,35

Chague valeur représente la moyenne £ SD (n = 3)

Lavandula stoechas L.

g

1C50 (ug/mi)
§ 8 8

:

o

Figure 29 : I1Cs0en ng/ml des HEs L. stoechas L. et de standard (BHT).

Les HEs présentent une activité antioxydante modéré avec une ICso de 4140 %= 0,05
pg/ml et un AAI de 0,001 par rapport a I’antioxydant synthétique de référence, le BHT (ICso=
29,62 = 0,13ug/ml et AAI = 1,35) (P< 0,0001). Et plus élevé que celles menée par
Benabdelkader (2012) sur les HEs de L. stoechas L. de trois régions de la wilaya de Bouira
(Algérie) (Lakhedaria, Ain Bessam, Taguedit) avec des valeurs d’ICso de (5100pg/ml ; 32420
pg/ml ; 26800ug/ml).




L’AA des HEs peut étre attribuée a divers mécanismes, de nombreuses études ont montré
que les activités biologiques des HEs sont liées a leur composition chimique telle que les
composés majoritaires. Cependant ce n’est pas uniquement ces derniéres qui sont
responsables de cette activité, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui
peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-vis

des radicaux libres (Sidi Boulenouar et Ziane, 2003).

Cette activité peut étre entendue a la forte proportion de sesquiterpenes oxygénés (Cherrat,
2013). En outre, la présence du méthyl de 1’eugénol peut jouer un réle important dans les
propriétés antioxydantes de cette HEs (Ruberto et Baratta, 2000), ce qui peut mener a des
résultats variables selon le test employé.

Néanmoins, des substances supplémentaires, méme a 1’état de trace, participent a cette activité,
ainsi, la présence de carvacrol méme a faible concentration dans les HEs peut expliquer

I’activité de piégeage du radical DPPH (Economou et Venskutonis, 1991).

D’apreés les résultats de (Benabdelkader, 2012), il semble que I'AA des HEs de L.
stoechas L. algériennes peut étre due a la présence de différentes molécules. En accord, ’HEs
qui contient le plus grand nombre de molécules antioxydantes s’est avérée étre également

la plus antioxydante.




Conclusion



Conclusion

De nos jours, 1’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain d’intérét vient
d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication

par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques et des
huiles essentielles auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes et des

capacités antioxydantes.

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets antioxydants des extraits de quelque plante de

la famille de Lamiacée, plantes largement utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde.

Nous avons collecté des informations sur 1’activité antioxydante des extraits de deux plantes
(Mentha rotundifolia L. Lavandula stoechas L,). En se basant sur des études précédentes mené par

des chercheurs dans ce domaine

D’aprés ces informations nous pouvons déduire que les extraits tel que les composés phénoliques
et les huiles essentielles ont une importance dans notre vie quotidienne en raison de leur propriété
biologique tel que I’activité antioxydante. Alors ces substances sont considérées comme des agents
antioxydants qui ont été particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines

pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé.

Nous pouvons également conclure que l'activité antioxydante des huiles essentielles et des
composés phénoliques differe d'une plante a l'autre, et cela est d0 a plusieurs facteurs, dont la
différence de type, ce qui signifie que chaque plante possede des quantités variables de ces

extraits, aussi a la methode de son extraction, le type de test utilisé.
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