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Résumé

De nombreuses recherches portent sur I’utilisation des antioxydants naturels pour la
prévention et le traitement de différentes maladies. Dans ce contexte nous nous sommes
intéresses a une étude phytochimique et a la recherche et a 1’évaluation de 1’activité
antioxydante des différents extraits préparés des tiges et feuilles de Mentha spicata L.

Famille des lamiacées récoltée dans la région Hennaya, wilaya Tlemcen.

Ce travail est initié par un screening phytochimique suivi de dosages des composés
phénoliques de 1’extrait brut eau-acétone (30/70 : v/v), sa fraction organique acétate d’éthyle
et la phase résiduelle aqueuse. La recherche de leur activité anti-oxydante a été effectuée par
la méthode de piégeage du radical DPPH et la capacité de réduction de fer (FRAP).

L’analyse qualitative a montré la richesse des trois extraits en tanins, quinones libres et

terpénoides.

L’analyse quantitative a enregistré une faible teneur en tanins dans tous les extraits préparés.
Les taux les plus élevés en polyphénols totaux et en flavonoides ont été observés dans la
fraction acétate d’éthyle avec des valeurs d’ordre 2031+£106,9ug EAG/ mg E et
593,8+36,29ug EC/ mg E, respectivement.

La fraction acétate d’éthyle a montré ’activité antioxydante la plus puissante avec une
valeur de Clso d’ordre 195,949,35 pg/ml et une valeur de CEsod’ordre 250+0,6ug/ml. Cette
activité reste faible par rapport a celle présentée par I’acide ascorbique qui a enregistré une
Clsod’ordre de 169,01+6,83ug/ml et une CEsp d’ordre de 208, 333+0,001pg/ml.

Une forte corrélation a été notée entre la teneur en polyphénols et I’activité antioxydante
(piégeage du DPPH et FRAP). Cela confirme que les polyphénols sont des composants

antioxydants prédominants dans notre plante.

Mots clés : Mentha spicata L., Screening phytochimique, Composés phénoliques, Activité
anti-oxydante, DPPH, FRAP.



Abstract

A lot of research focuses on the use of natural antioxidants for the prevention and treatment of
different diseases. In this context we are interested in a phytochemical study and in the
research and evaluation of the antioxidant activity of the different extracts prepared from the
stems and leaves of Mentha spicata L. Family of lamiaceae harvested in the Hennaya region,
wilaya Tlemcen.

This work is initiated by a phytochemical screening followed by dosages of phenolic
compounds of the raw water-acetone extract (30/70: v/v), organic fraction and the aqueous
residual phase. The search for their antioxidant activity was carried out by the DPPH radical
scavenging method and the FRAP iron reduction capacity.

Qualitative analysis showed the richness of all extracts in tannins, free quinones and
terpenoids.

Quantitative analysis recorded low tannin content in the three extracts. The highest levels of
polyphenols and flavonoids were observed in the ethyl acetate fraction with values of 2031
+106,9ug EAG/ mg E and 593,8+36,29ug EC/ mg E respectively.

The ethyl acetate fraction showed the most powerful antioxidant activity with an IC50 value
of around 195.9 + 9.35 pg / ml and an EC50 value of around 250 + 0.6ug / ml. This activity
remains weak compared to that presented by ascorbic acid which recorded an IC50 of around
169.01 + 6.83 pg / ml and an EC50 of around 208, 333 + 0.001pg / ml.

A strong correlation was noted between the polyphenol content and the antioxidant activity

(DPPH scavenging and FRAP). This confirms that polyphenols are predominant antioxidant

components in our plant.

Keywords: Mentha spicata L., Phytochemical screening, phenolic compounds, Antioxidant
activity, DPPH, FRAP
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Introduction

Dans les cellules saines, il existe un équilibre entre les espéces réactives d’oxygene (ERO) et
les différents systemes de défense enzymatique et non enzymatique. La surproduction de ces
especes provoque un déséquilibre d’ou la naissance d’un stress oxydatif. Et par conséquence
de nombreuses maladies apparaissent comme le cancer, les problémes cardiovasculaires, le

diabete sucré et méme le vieillissement (Aruoma, 1998).

La nature est trés riche en ressources aux propriétés bénéfiques pour I’homme (Rebbas et al.,
2012). Depuis longtemps, 1’étre humain s’est préoccupé a satisfaire ses besoins alimentaires et
sanitaires. Il a développé une relation intime avec le milieu qui I’entourait. Il a appris a utiliser
un grand nombre d’espéces végétales a des fins traditionnelles et médicinales (Pousset,

1989 ; Snoussi et al., 2015).

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), environ 65 & 80% de la population dans les
pays en développement dépendent et utilisent les plantes médicinales traditionnelles pour leur
soin de santé primaire (OMS, 2002).

Une des particularités de ces plantes est leur capacité a synthétiser des métabolites
secondaires. Ce sont des composeés naturels dotés des activités biologiques tres importantes et
appartenant a 3 groupes chimiques: les composés phénoliques, les composés azotés
(alcaloides) et les composés terpéniques (les terpénes) (Bourgaud et al., 2001 ; Macheix et
al., 2005).

De nos jours, ces composés représentent des substances précieuses en pharmacie, en
cosmétologie, en alimentation et en industrie. Elles sont trés utilisées comme des agents anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antiseptiques et comme agents antioxydants (Bourgaud et
al., 2001 ; Kar, 2007).

Plusieurs études algériennes se sont intéressées a développer la médecine traditionnelle et les
traitements a base de plantes compte tenu du véritable réservoir phylogénétique, la richesse et

la multiplicité de la flore de ce pays (Rebbas et al., 2012 ; Hamel et al., 2018 )

L’espéce Mentha spicata L., est une plante aromatique de la famille des lamiacées trés
cultivée en Algérie et utilisée diversement pour ses propriétés antibactériennes, antifungiques

et antioxydantes (Quezel et Santa, 1962 ; Chrysargyris et al., 2018).



Introduction

Notre travail a pour objectifs I’analyse phytochimique ainsi que la recherche et 1’évaluation
de I’activité antioxydante (in vitro) des extraits préparés de la partie aérienne de la menthe

verte (Mentha spicata L.).

Il est composé de deux parties :

Premiére partie : la synthése bibliographique, divisée en trois chapitres :
1. Stress oxydatif
2. Meétabolites secondaires
3. Laplante étudiée

Deuxiéme partie : la partie expérimentale ou nous allons procéder a une préparation des
extraits a partir des tiges et feuilles de cette plante , une analyse phytochimique, le dosage des
différents composés phénoliques et la recherche et 1’évaluation de 1’activité antioxydante des
extraits préparés par la méthode de piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur de fer
FRAP.
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Synthese Bibliographique Chapitre 1 : Stress Oxydatif

L’organisme vivant subit un phénoméne d’oxydation a I’état naturel. C’est un processus
complexe, difficile a étudier a cause d’utilisation des espeéces moléculaires trés réactives et
trés labiles. Il se fait de maniere irréversible, c’est-a-dire, une cascade de réactions en chaine
qui ne s’arréte qu’une fois toute la matrice mitochondriale est oxydée. En revanche, il peut
étre influencé par un systeme de défense, par exemple l’intervention des agents de

terminaison comme les antioxydants (Rolland, 2004).
1. Stress oxydatif

1.1. Définition

C’est un équilibre qui est rompu entre les systéemes oxydants (especes réactives) et les
défenses antioxydants d’un organisme (Hamma et al., 2015) . Ceci est a ’origine dd a la
fumée de tabac, a la pollution, aux rayons du soleil, a la suite d’efforts physiques
intenses...(Figure 1) (Rolland, 2004).

En d’autres termes, c’est lorsque la cellule n’arrive pas a détruire de manieére adéquate le

surplus de radicaux libres formés par la mitochondrie (Pham-Huyetal., 2008).

Radicaux libres

Stress oxvdatif

T Antioxydants

Pathologies multiples |

Figure 1: Stress oxydatif: déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants (Ighodaro et
Akinloye, 2018).



Synthese Bibliographique Chapitre 1 : Stress Oxydatif

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (molécule ou atome) qui possede un électron non

apparié (Afonso et al., 2007).

Les radicaux sont des molécules chargés ou neutres, non stables qui cherchent a capter un

¢lectron dans leur environnement pour le retour a 1’état le plus stable (Rolland, 2004).

Dans le systeme vivant, les radicaux libres sont synthétisés de facon continue. Ils ont un effet
dans tout I’organisme et peuvent se manifester dans de nombreuses pathologies. Ces
éléments touchent toutes les molécules biologiques qui possédent des doubles liaisons
conduisant a leurs tres grandes réactivités vis-a-vis des lipides, des protéines et de I’ADN
(Goudable et favier, 1997).

Il existe plusieurs sources de formation des radicaux libres :

» Le métabolisme cellulaire de 1’O; et les réactions d’oxydo-réduction au niveau de la

mitochondrie ;

» La conversion des phospholipides membranaires en acide arachidonique par la
phospholipase A2, par la voie des cyclo-oxygénases et des lipo-oxygénases produit

I’anion superoxyde (O7) ;

> Les polynucléaires grace a leur richesse en oxydase. Lors de I’inflammation, elles
consomment rapidement [’oxygene provoquant la formation des radicaux libres

comme 1’0y et I’H20, qui leur servent a détruire les bactéries, les parasites ...

» Dans le réticulum endoplasmique, leur synthése se fait par le cytochrome P50 (CYP)
en oxydant les acides gras insaturés et les xénobiotiques (Babior, 1984 ; Morel et al.,
1999 ; Vergelly et Rochette, 2005).

Les espéces réactives peuvent étre classees en 4 groupes selon 1’atome principal : espéces
réactives d’oxygéne (ERO), espéces réactives d’azote (ERN), especes reactives de soufre
(ERS) et espéeces réactives de chlorure (ERC) (Bannister, 2007).

Le tableau 1 présente les principales ERO et ERN.



Synthese Bibliographique Chapitre 1 : Stress Oxydatif

Tableau 1 : Les principales espéces réactives de 1’oxygene et de I’azote (Simic et al., 1989 ;
Moreno et Reyes, 2014).

Espéces réactives de I’oxygene (ERO) Espéces réactives de 1’azote (ERN)
(Simic et al., 1989). (Moreno et Reyes, 2014)
Le radical superoxyde (0,*") Oxyde nitrique (NO®)
Le radical hydroxile (OH®) Peroxynitrite (ONOO®)
Le peroxyde d’hydrogene (H,0,) Dioxyde d’azote (NO,°)
Oxygene singulet (*02) et ozone (O3)

Les radicaux libres les plus abondamment synthétisés sont les ERO (Sosa et al., 2013). Ce
sont des intermédiaires métaboliques entre 1’0, et I’eau (Fontaine, 2007). lls ont une demi
vie de quelques nanosecondes a quelques heures tout dépend de la stabilité des molécules
(Sosa et al., 2013). lIs rentrent dans divers processus physiologiques (Favier, 2003). Leurs
accumulations peuvent devenir toxique et peuvent sérieusement altérer les membranes
cellulaires et d’autres composants comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques
(Valko et al., 2006 ). Ces derniers une fois modifiés, vont perdre leurs activités essentielles ce

qui retentit sur la physiologie cellulaire (Fontaine, 2007).

Les ERN sont synthétisés principalement sous 1’action de 1’oxyde nitrique synthase (NOS)
(Muriel, 2009). Leurs demi-vies longues les rendent plus nuisibles par rapport aux ERO
(Balazy et Nigam, 2003).

1.3.  Maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses pathologies comme le cancer et les
pathologies oculaires (cataracte, dégénérescence maculaire) (Favier, 2003). La maladie
d’Alzheimer, le syndrome de parkinson idiopathique et la sclérose latérale amyotrophique

sont ses altérations les plus courantes (Desport et Cauratier, 2002)

Il est également 1’un des facteurs qui provoque 1’apparition de détresse respiratoire aigie,
I’cedéme pulmonaire, [’accélération du vieillissement, le diabéte sucré, les rhumatismes et

les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003 ; Montagnier et al., 1998).
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2. Les antioxydants

C’est une substance qui avec des concentrations faibles est capable de rentrer en compétition

avec d’autres substrats oxydables et d’empécher leur oxydation (Tableau 2) (Berger, 2006).

Tableau 2 : Classification des antioxydants (Haleng et al., 2007 ; Hokayem et al., 2012).

D’origine exogene
D’origine endogéne
(provient de I’alimentation)

Glutathion Vitamine C

Acide urique Vitamine E
Systeme de defense | Njjcotinamide adénine Dinucléotide -
non enzymatique | phosphate (NADPH) Caroténoide

Coenzyme Q Polyphénols

Albumine, Bilirubine

Superoxyde dimustase (SOD)

Systéme de défense

enzymatique Catalase (CAT)

Glutathion peroxydase (Gpx)

Sélénium (Se)

Oligoéléments Cuivre (Cu)

Zinc (Zn)

Une autre classification effectuée par Ighodaro et Akinloye (2018) consiste a classer les
antioxydants en 4 lignes de défense selon leur niveau d’action qui peuvent étre une prévention
radicale, un nettoyage radical ou une réparation des dommages induits par les radicaux
(Tableau 3).
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Tableau 3: Classification des antioxydants selon leur niveau d’action (lghodaro et
Akinloye, 2018).

Les lignes de
défense

Niveau d’action

Exemple
d’antioxydant

1% Ligne de
défense

-Supprimer ou prévenir la formation des Radicaux
libres.

-1ls sont tres rapides dans la neutralisation de
n’importe quelle molécule capable de se transformer

en radical libre ou tout radical libre capable de
provoquer la formation de d’autres radicaux libres

(Ighodaro et Akinloye, 2018).

-Superoxyde dimustase
-Catalase
-Glutathion peroxydase

2°™ Ligne de
défense

Ces des antioxydants piégeurs.

- lls captent les radicaux libres pour empécher
I’initiation de la chaine de peroxydation lipidique
membranaire.

- lls leurs neutralisent en leur donnant un électron,
donc ils deviennent eux méme des radicaux libres
mais moins nocifs et facilement dégradables par
d’autres antioxydants (Ighodaro et Akinloye, 2018).

-Acide ascorbique
-Acide urique
-Glutathion
-Vitamine E
-Ubiquinol

3*™ |igne de
défense

-Agissent une fois les radicaux libres sont formés.

-1ls favorisent la réparation des dommages induits par
les radicaux libres (ADN, protéines, lipides
endommages).

-1ls jouent aussi un réle dans le nettoyage (dégradent
et éliminent I’ADN, les protéines et les lipides
oxydés) pour éviter leurs accumulations et donc leurs
toxicités (Ighodaro et Akinloye, 2018).

-Systéme enzymatique
de réparation de I’ADN
(polymérase, nucléase,
glycosylase)

-Enzymes
protéolytiques
(protéinase, protéase,
peptidase)

45™ |_igne de
défense

-Ils impliquent un mécanisme d’adaptation dans lequel
ils utilisent un signal nécessaire pour la production des
radicaux libres. Le signal généré par le radical libre
provoque la formation et I’orientation de
I’antioxydant approprié vers son site d’action (Poli
et al., 1993).
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Les plantes se distinguent de la plupart des étres vivants par leur capacité a fabriquer des
substances naturelles trés diversifiées. Des molécules qui ont un réle important dans la
nutrition, la croissance et la survie de I’espéce végétale sont qualifiees de métabolites
primaires (glucides, protéines et lipides). D’autres, qui ne semblent pas participer dans les
mécanismes vitaux du developpement végétal sont appelées des métabolites secondaires
(Zhao et al., 2013).

1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composes chimiques appartenant a 3 groupes : les
composés phénoliques, les composés azotés (alcaloides) et les composés terpéniques (les
terpénes) et qui sont répartis de fagon inégale chez les especes végétales ou méme entre

différentes sous-espéces (Macheix et al., 2005).

Ces éléments ne sont pas synthétisés directement lors de la photosynthese, mais via des

réactions chimiques ultérieures (Kechida et Meghiche, 2019).
2. Biosynthése des métabolites secondaires

Plusieurs voies métaboliques permettent la biosynthése des métabolites secondaires. Parmi

ces voies on peut citer :

» La voie shikimate: C’est une voie métabolique permettant la biosynthése des acides
aminés aromatiques. Elle se déroule chez les bactéries, les champignons et les plantes
(Herrmann et Weaver, 1999 ; Amelot, 2010). C’est une série de réactions convertissant
le phospho-enolpyruvate (PEP: intermédiaire de la glycolyse) et 1’érythrose 4-phosphate
(E4P : intermédiaire de la voie des pentoses phosphates) en chorismate a partir duquel
seront synthétisés les acides aminés aromatiques qui sont des précurseurs pour de
nombreux metaboliques secondaires indoliques et aromatiques comme les polyphénols
(Macheroux et al., 1999 ; Hoffmann, 2003).

> La voie du mévalonate: Elle se déroule dans le cytoplasme de la cellule végétale. Elle
commence par la condensation de deux molécules d’acétyl-CoA en Acétoacétyl-CoA. Ce
dernier va subir un ensemble de réactions chimiques donnant naissance au mevalonate
(MVA). Ensuite, Une série de phosphorylations et une décarboxylation sont nécessaires

pour la formation de I’isopentenyl diphosphate (IPP) et le dimethylallyl diphosphate
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(DMAPP) qui sont des précurseurs pour les isoprénoides, 1’¢lément de base des terpénes
(Newman et Chappell, 1999 ; Lange et al., 2000 ; Hedl et al., 2004).

» La voie de I’acétate: C’est la voie de biosynthése du squelette des flavonoides durant
laquelle trois molécules de malonyl coenzyme A (synthétisé a partir de 1’acétyl-COA
carboxylé) se condense avec le 4-coumaroyl-coenzyme A pour former la chalcone par la
chalcone synthase. La chalcone peut subir différentes transformations, variables suivant le
type de flavonoide (Forkmann, 1993; Enaud, 2004).

» Certain métabolites secondaires sont synthétisés a partir des acides aminés comme la
lysine (Lys), phényle alanine (Phe), tryptophane (Trp), tyrosine (Tyr). C’est le cas des
composés azotes (les alcaloides) (Muniz, 2006).

3. Classification des métabolites secondaires

3.1.Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés comportant au moins un noyau aromatique
(groupement phénolique) associé a un ou plusieurs groupements hydroxyles (-OH)
(Bennetau-Pelissero, 2014). Ils peuvent étre classés en acides phénoliques, flavonoides,
tannins, coumarines... En raison de leurs puissantes propriétés antioxydantes. Ils sont tres
utilisés comme des agents protecteurs contre le cancer et les maladies cardiaques (Cartea et
al., 2011).

3.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui possedent au moins un hydroxyle
phénolique dont I’un des groupes fonctionnels est 1’acide carboxylique. Ils sont représentes

par 2 sous-classes : L’acide hydroxy benzoique (Figure 2) et L’acide hydroxy cinnamique
(Figure 3) (Jan et Abbas, 2018).

Figure 2: Structure de 1’acide hydroxy benzoique (Saxena et., 2013).
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Figure 3: Structure de 1’acide hydroxy cinnamique (Saxen a et., 2013).
3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques qui se trouvent généralement dans les
fruits, les Iégumes, les fleurs, les noix ... (Ahmad et al., 2015). Ils ont tous une structure
commune C6-C3-C6 (Figure 4). lls sont largement synthétisés dans le réticulum
endoplasmique puis transportés et stockés dans les vacuoles de la cellule productrice
(Jackson, 2014).

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Jackson, 2014).

Selon le type d’hétérocycle, lls sont divisés en plusieurs classes : Flavone, Flavonol,
Flavan-3-ols, Isoflavones, Flavonones, Anthocyanidines,... (Figure 5) (Ignat et al., 2011 ;
Manach et al., 2004).
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2-Phenyt-chromen-4-one 3-Hydraxy-2-phenyl-chromen- 2-Phenyl-chromen-4-ane
Flavones 4-one Flavanone

Flavanol

3-Hydroxy-2-phenyl
chromenivone 3-Phenyl-chromen-4-one 2-Phenyl-chromen-3-ol

Flavanonol lsoSavons Flavan-3-ols

Anthocyanidine or flavylium salt

O O\ O 3-Hydraxy-2-phenyl chromenylium

-
OH

Figure 5: Structure chimique des différents types de flavonoides (Saxena et al., 2013).
3.1.3. Lestanins

Les tanins sont un groupe hétérogéne de poids moléculaire élevé capable de former des
complexes réversibles ou irréversibles avec des protéines, des polysaccharides (cellulose,
hémicellulose...), des alcaloides, des acides nucléiques, des minéraux ... (Mueller-Harvey et
McAllan, 1992 ; Schofield et al., 2001).

Ces composés peuvent étre classés en 2 groupes : tanins hydrolysables (Figure 6) et tanins
non hydrolysables ou condensés (Figure 7) (Mueller-Harvey, 2001 ; Okuda et Ito, 2011).

HO OH

HO
O HO
[e] o) OH
S
o o
o OH

O <

HO.
/
HO

— o
>
HO
O
OH
HO OH
OH

OH
HO

Figure 6: Structure de pentagalloyl glucose: Tanin hydrolysable (Koleckar et al., 2008).
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Ot

— 1 Procyanidine A -1
-+ OH Procyanidine A -2

Figure 7: Structure de Procyanidine A: Tanin condensé (Koleckar et al., 2008).
3.1.4. Lescoumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues par leurs agréables odeurs de vanille
(Poumale et al., 2013). Elles font parties de la famille des benzopyrones, qui est un hétérocycle
bicycliqgue composé d’un benzéne 1i¢ a un cycle pyrone (Kurt et al., 2017 ; Srikrishna et al.,
2018). Elles peuvent étre classees en Coumarine simple(1) Coumarine dimérique (2),
Furanocoumarine (Coumarine-7-oxygénée) (3-4) et Pyranocoumarine (5-6) (Figure 8) (Bourgaud
et al., 2006).

Crr OO
o O O

(1) @

=
= =
oo - @ (5)

(3)

Figure 8: Structure basique des coumarines et ses dérivés (Poumale et al., 2013).
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3.2. Les composés azotés (Alcaloides)

Les alcaloides sont synthétisés par différents organismes comme les plantes, les bactéries,
les mycétes et les animaux (Barbieri et al., 2017). La majorité sont caractérisées par la
présence d’un seul atome d’azote dans un systéme hétérocyclique, d’autres en ont jusqu’a

cing (Cushnie et al., 2014). lls peuvent étre classés en :

v Alcaloides vrais: Des composés dérivés d’acides aminés et comportent un atome
d’azote hétérocyclique.

v’ Proto alcaloides: Des composés ou I’atome d’azote n’est pas inclut dans le systéme
hétérocyclique.

v Pseudo alcaloides : Présentent les caractéristiques des alcaloides vrais mais ils ne sont
pas synthétisés a partir des acides aminés (Eagleson, 1994 ; Amirkia et Heinrich,
2014).

3.3. Les composes terpéniques (terpénes)
Les terpénes forment une classe importante des composés aromatiques de nombreuses fleurs,

fruits, graines, feuilles, bois et racines (Jackson,2014).

Ce sont des hydrocarbures dont 1’isopréne est la molécule de base (CsHg) (Figure 9)
(Hyldgaard et al., 2012).

isoprenc isoprene skeleton

Figure 9: Structure de I’isopréne ( Jackson, 2014).

Les plus répandus des terpénes sont des mono terpénes (CioHis) et des sesquiterpénes
(C1sHa4). 1l existe également dans la cellule végétale des chaines plus longues comme les di
terpénes(CyoH3) et les tri terpénes (CsoHa4o) ... (Nazzaro et al., 2013).
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4. Activités biologiques des métabolites secondaires

Actuellement, un nombre considérable de métabolites secondaires est reconnu par ses

propriétés pharmacologiques, la raison pour laquelle, ils sont tres utilisés en médecine

moderne et auparavant en médecine traditionnelle. Nous citerons ci-dessous quelques

activités biologiques de ces composés (Tableau 4).

Tableau 4: Quelques activités biologiques des métabolites secondaires :

Composés secondaires

Activités biologiques

Les acides
phénoliques

IIs ont un rdle dans la prévention contre les dommages
oxydatifs et certains maladies dégénératives comme le

cancer, I’inflammation et les maladies cardiovasculaires
(Jan et Abbas, 2018).

Les flavonoides

Les composes

- lls Constituent une premiére ligne de défense contre les
agents pathogénes microbiens, les insectes ravageurs et les
herbivores.

-1ls ont un réle antioxydant important (Jackson, 2014).

phénoliques

Les tannins

-Tres utiles pour guérir plusieurs types de maladies
comme la diarrhée, les tumeurs gastriques et duodenales
(De bruyne et al., 1999).

-1ls sont utilisés comme des médicaments antiseptiques,
anti-inflammatoires, antioxydants et hémostatiques
(Dolara et al., 2005).

Les coumarines

-Caractérisées par leur r6le antidépresseur, anticoagulant,
anti-inflammatoire, anti-HIV, anticancéreux et
antioxydant (Srikrishna et al., 2018).

Alcaloides

-1Is sont doués d’un effet antipaludique, antihypertenseur,
vasodilatateur, anti tumoral et anti arythmique (Barbieri
etal., 2017).

Les terpénes

-Possédent un effet chimio préventif du cancer, des
activités antimicrobiennes, antifongiques, antivirales,
antiparasitaires, anti hyper glycémiques et anti-
inflammatoires (Paduch et al., 2007).
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La menthe est une plante herbacée aromatique faisant partie de la famille des lamiacées. Elle

est parmi les herbes les plus anciennes et les plus connues au monde (Prakash et al., 2016).

Le genre Mentha présente 25 a 30 especes cultives un peu partout dans les régions tempérées
d’Australie, I’Europe, 1’Asie et I’Afrique du sud (Dorman et al., 2003). L’Algérie est
marquée par la culture de 5 espéces majeures qui sont Mentha rotundifolia (L.), Mentha
pulegium (L.), Mentha spicata (L.), Mentha aquatica (L.) et Mentha longifolia (L.) (Quezel
et Santa, 1962).

Mentha spicata L., couramment connue sous le nom de Naéna4, est souvent consommeée lors
de la préparation du thé ou ajoutée aux plats comme arome. Les feuilles de cette plante sont
également utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les troubles biliaires, les crampes
menstruelles, les douleurs de 1’estomac, la constipation...(Brahmi et al., 2012). Son huile est
utilisé comme un agent aromatisant du chewinggum, des dentifrices, en cosmétique, en

confiserie et en industrie pharmaceutique (Mahboubi, 2017 ; Chrysargyris et al., 2018).
1. Description de la menthe verte

Mentha spicata L., est une herbe vivace de 30 a 100cm de longueur. Elle se caractérise par
des tiges et des feuilles variablement glabres a poilues aves des rhizomes qui poussent sous
la terre et se diffusent largement. Ses feuilles sont de 5 a 9 cm de longueur et de 1,5 a 3cm de
largeur avec un bord dentelé. Elles ont toutes une tige carrée. Les fleurs forment de beau épis
minces roses ou blanches de couleur dont chacune est de 2,5 a 3 mm de longueur et de
largeur (Figurel0) (Snoussi et al., 2015). Elles sont petites, bisexuelles de différentes formes.
Elles comportent un calice sous forme campanulé ou tubulaire a 5 dents et une corolle a 4

lobes presque égaux en forme d’entonnoir qui enserre 4 étamines identiques (Gaur, 1999).
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Figure 10: Feuilles de Mentha spicata L. (Photo Personnel)
2. Habitat

Les espéces de menthes sont considérées comme des plantes envahissantes. Une fois plantées
elles se développent rapidement et se propagent sans contr6le. Elles préferent des
environnements et des sols frais et humides semi ombragés ou en plein soleil (Abbaszadeh et

al., 2009). Sa floraison a lieu de juillet & septembre / octobre selon les régions.
3. Taxonomie

Selon Landsdown (2014) et Moon et al., (2009) Mentha spicata L. peut étre classée comme

suit :
Régne Plantea
Sous régne Trachéophytes
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiale
Famille Lamiaceae
Sous-famille Neptoideae
Tribu Menthea
Sous-tribu Menthinae
Genre Mentha
Espece spicata L.
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4. Composition chimique

Le tableau ci-dessous regroupe la composition chimique de la partie aérienne de Mentha
spicata

Tableau 6: Composition chimique de la partie aérienne de Mentha spicata.

Familles du métabolite

. Molécules Références
secondaire

Acide gallique, Acide 3,4 di hydroxy
Les polyphénols benzoique, Acide vanillique, Acide caféique,
Acide férulique, Acide rosmarinigue.

-Papageorgiou et al.,
2008

Catéchine, Epi catéchine, Rutine, Myricétine,

Les flavonoides . - . .
Lutéoline, Apigénine, Naringenine.

-Bimakr et al., 2011

Carvone, Limonene, Dipenténe, -Bhat et al.. 2002 -
Huile essentielle Dihydrocarvéole, Dihydrocarvéole acétate,

1,8-cineole, -pinene. -Snoussi et al., 2015

- Chlorophylle a et b, Caroténoides. _Curutchet et al.,

-Xanthophylle (Néoxanthine, Violaxanthine, |2014 :

Autres constituants Lutéine, Zéaxanthine). Raju et al., 2007

- Stéroides, Saponines, Alcaloides, _Padmini et al., 2008

Athraquinones, Quinines.

5. Activités biologiques
5.1. Activité anti-inflammatoire

Arumugam et al., (2008) ont évalué les effets anti inflammatoire des différentes fractions de
I’extrait éthanolique de Mentha spicata chez des rats Albinos Wistar. lls ont trouvé que
I’extrait d’acétate d’éthyle et aqueux ont été les plus efficaces pour diminuer 1’inflammation
chronique de 85 % et 53 % respectivement en 24h, et seule la fraction d’acétate d’éthyle qui

été efficace pour inhiber 65 % de I’inflammation aigue.
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5.2. Cytotoxicité

Une étude faite par Hajighasemi et al., (2011) a montré que I’extrait aqueux de Mentha
spicata a significativement réduit la prolifération des lignées cellulaires tumorales
(fibrosarcome de souris ainsi que des cellules de la leucémie monocytaire humaine ) a partir

de 2,5 mg/ml de concentration d’extrait aprés 24h d’incubation.
5.3. Activité antimicrobienne

Scherer et al., (2013) ont démontré lors de la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) que les extrait de Mentha spicata obtenus avec du méthanol, de 1’acétone et
de dichlorométhane n’ont pas montré une activité significative contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, tandis que son huile essentielle a été plus efficace pour inhiber leur
croissance. S. aureus été le plus sensible avec une concentration d’extrait de 0,67mg/ml qui a

montré une inhibition de 100 %de croissance).
5.4. Activité antioxydante

Mata et al., (2007), ont trouvé que I’extrait aqueux de cette plante a une activité de
piégeage du radical DPPH la plus élevée par rapport aux 4 autres especes étudiées avec une
Clsp de 5,7 = 0,4ug/ml.
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

Notre travail a été realisé au sein de laboratoire antibiotiques, antifongiques, physico- chimie,
synthese et activité biologique, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la
Terre et de I’Univers (SNV — STU), Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

L’objectif de notre travail est 1’étude phytochimique et la recherche et 1’évaluation de
I’activité anti-oxydante des extraits préparés a partir de la partie aérienne de la menthe verte

(Mentha spicata L).
1. Matériel végétal

La partie aérienne (tiges et feuilles) de Mentha spicata a été récoltée durant le mois d’octobre
2019, dans la région de Hennaya (wilaya de Tlemcen). Les tiges et les feuilles ont été séchées

dans un endroit sec, a I’abri de la lumiére et a température ambiante.

Une fois séchées, elles ont été découpées en petites morceaux (Figure 11).

Figure 11: la partie aérienne (tiges et feuilles) de Mentha spicata séchée et découpée (photo
de laboratoire).

2. Préparation des extraits

Trois extraits ont été prépares a partir de la partie aérienne de Mentha spicata : un extrait brut
eau-acétone (30/70 : v/v), préparé par la méthode d’infusion suivie d’une macération et deux
extraits obtenus apres fractionnement de I’extrait brut par 1’acétate d’éthyle (fraction

organique et la phase aqueuse résiduelle) (Figure 12).
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Peser 5 g du matériel végétal et le verser dans 100 ml du
mélange eau distillé / acétone (30 /70 : v/v) bouillant.

Laisser le mélange macérer pendant 48h a
I’obscurité et a température ambiante.

Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.

Elimination de la chlorophylle par le
chloroforme.

Récupération de la phase aqueuse. (La Fractionnement de la phase aqueuse
phase dépourvue de chlorophylle). avec 1’acétate d’éthyle 3fois.
Evaporation de ’extrait a I’aide Récupération de la Phase Récupération de la Phase
d’un Rotavapor puis séchage a organique. aqueuse.

I’étuve (35°).

Evaporation de la phase Evaporation de la phase aqueuse

séchage a I’étuve a 37°.

Figue 12: schéma méthode de préparation d’extraits brut eau—acétone et sa fraction acétate
d’éthyle.
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Aprés élimination du solvant, les 3 extraits ont été récupérés pour le calcul du rendement,

I’étude phytochimique, le dosage des composés phénoliques et enfin pour 1’évaluation de

I’activité antioxydante.

Figure 13: Filtration de I’extrait

brut aprés 48h d’incubation.

Figure 14: Elimination de la

chlorophylle par le chloroforme.

Figurel5: Fractionnement de 1’extrait

brut par ’acétate d’éthyle.

3. Calcul du rendement

Le pourcentage du rendement de chaque extrait a été calculé par la formule suivante :

Avec :

R(%) = M /MO x 100

R: Rendement exprimé en %o.
M: masse de I’extrait obtenu aprés évaporation exprimee en gramme (g).
MO: masse initiale du matériel végétal en (g).

4. Les tests phytochimiques

Ce sont des tests qualitatifs réalisés essentiellement pour mettre en évidence la présence ou

I’absence des différents groupements des composés chimiques dans notre plante. La détection

se fait soit par un virage de couleur ou la formation d’un précipité, en utilisant les procédures
standards décrites par Harborne (1998) et Trease et Evans (1989).
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Les résultats ont été exprimés comme suit :

+++ : Fortement positif ~ ++ : moyennement positif ~ + : faiblement positif - : négatif
4.1. Les composés phénoliques
> Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeClz (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noirétre.
» Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire Iml d’extrait a analyser, puis ajouter Iml d’acide
chlorhydrique HCI (1%) et quelques coupeaux de magnésium. La présence des flavonoides

est indiquée par une coloration rose, rouge ou jaune.
» Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait a analyser, puis ajouter 0,1ml d’hydroxyde de
sodium NaOH (1%). Un virage de couleur jaune, rouge ou violet prouve la présence des

quinones libres.
» Les anthraquinones

Dans un tube a essai, ajouter a 1 ml d’extrait & analyser, 1ml de NH,OH (10%) puis agiter.

L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
4.2. Les composeés terpéniques
> Les terpénoides (Test de Slakowski)

Iml de I’extrait est jouté a 0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’acide sulfurique concentré. La

formation a I’interphase d’un anneau marron-rouge indique leurs présences.
» Les saponines (Test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10ml d’extrait a analyser, puis agiter fortement pendant
15secondes. La présence des saponines est indiquée par la formation d’une mousse persistante

d’une hauteur supérieure a 1 cm.
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4.3. Les composees azotées (les alcaloides)

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5ml d’extrait, acidifier le milieu par quelque goutes de
HCI (1%). Ajouter au premier tube 0,5ml de réactif de Mayer et au deuxieme tube 0,5ml de
réactif de Wagner. La présence des alcaloides est indiquée par 1’apparition d’un précipité

blanc ou brun, respectivement.
4.4. Les composes réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B)
a | ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
5. Dosage des composes phénoliques

5.1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Afin de doser la teneur en polyphénols des trois extraits étudiés, nous avons suivi le protocole

décrit par Vermerius et Nicholson (2006).

Le reactif Folin-Ciocalteu de couleur jaune est composé de I’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012,040). 1l est réduit lors de 1’oxydation
par les composés phénoliques en un nouveau complexe molybdene — tungstene de couleur
bleu qui absorbe a 725nm. Cette couleur est proportionnelle a la quantité des polyphénols

présente dans les extraits.
» Mode opératoire

v" Mélanger 100 pl de chaque extrait (Img/ml) avec 2000ul de la solution de carbonate de
sodium Na,CO3(2 %) ;

v Agiter et incuber les tubes pendant 5min a température ambiante ;
v Ajouter 100pl de réactif de Folin-Ciocalteu (1 N) ;
v Incuber pendant 30min a température ambiante et a I’obscurité ;

v" Mesurer I’absorbance au spectrophotometre a 725 nm ;

23



Partie expérimentale Matériel et méthodes

En parallele, une gamme d’étalonnage a éeté réalisée dans les mémes conditions opératoires a

partir de I’acide gallique a différentes concentrations (150 a 450ug /ml) ;

Les résultats sont exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ mg E).

5.2. Dosage des flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode décrite par Ardestani et
Yazdanparast (2007).

Le principe de cette méthode repose sur I’oxydation des flavonoides dans un milieu alcalin en
utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl3) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides
et devient rose en présence de la soude (NaOH) qui absorbe a 510nm. Cette couleur est

proportionnelle aux concentrations en flavonoides présente dans les extraits.

» Mode opératoire

<\

Diluer 250 ul de chaque extrait (Img/ml) avec 1000l d’eau distillée ;

Ajouter 75 pl de la solution de nitrite de sodium NaNO; (15 %) ;

<X

Incuber pendant 6min a température ambiante ;

<\

Ajouter au mélange 75 pl de trichlorure d’aluminium AlCl3 (10%) ;
v Incuber les tubes pendant 6min a température ambiante ;

v Ajouter ensuite 1000 pl d’hydroxyde de sodium NaOH (4%) et ajuster le volume total a
2500 pl avec I’eau distillée ;

v Agiter les tubes et incuber le mélange pendant 15min a température ambiante ;
v Mesurer I’absorbance au spectrophotométre a 510nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la catéchine comme contréle positif a différentes concentrations (50 a 400ug /ml).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme equivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC /mg E).
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5.3. Dosage des tanins condensés
» Principe

Le dosage des tanins condensés est réalisé par le réactif de la vanilline, selon la méthode
décrite par Sun et al., (1998).

Les tanins condensés se dépolymérisent en milieu acide et se transforment en réaction avec la
vanilline en anthocyanidols de couleur rouge qui absorbe a 550nm. Cette couleur est

proportionnelle & la quantité des tanins condensés présente dans les extraits.
» Mode opératoire

v Mélanger 50 pl de chaque extrait (Img/ml) avec 1500ul de la solution

vanilline/méthanol (4%, m/v) ;
v Agiter les tubes au vortex et ajouter 750ul du HCI (35%) ;
v' Laisser le mélange incubé pendant 20min a température ambiante ;
v' Mesurer ’absorbance a 550 nm.

Une gamme d’étalonnage de la catéchine (100 a1000ug /ml) a été préparée dans les mémes

conditions expérimentales.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC /mg E).
6. Recherche d’activité antioxydante des extraits étudies

6.1. Test de piégeage du radical DPPH
» Principe

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) est un radical libre de couleur violette utilisé

pour évaluer I’activité antiradicalaire des différents extraits de plante.

En présence des antioxydants, le radical libre DPPH est réduit en un complexe jaune dont
I’intensité de la couleur et ’absorbance sont inversement proportionnelles a la capacité de
réduction des radicaux libres présents dans le milieu réactionnel (Gulgin et al., 2004;
Miliauskaset al., 2004).

» Mode opératoire
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Nous avons suivi le protocole décrit par Atoui et al., (2005) pour mesurer 1’activité anti-

radicalaire du radical DPPH en présence de chaque extrait :

v 50ul pl des différentes concentrations d’extraits (100 a 1000 pg/ml) sont ajoutés a
1950ul du DPPH fraichement préparé (2,5mg du DPPH dans 100ml de méthanol) ;

v" Un blanc est préparé pour chaque concentration contenant 50 pl d’extrait et 1950 ul du

méthanol ;

v' En paralléle, un contrble négatif est préparé en mélangeant 50ul du méthanol avec
1950pu! du DPPH ;

v" L’ensemble des tubes sont incubés durant 30min a 1’obscurité et a température

ambiante ;
v' L’absorbance est mesurée a 517nm, a I’aide d’un spectrophotométre.

v L’acide ascorbique est un antioxydant standard. Il est utilis€ comme un contrdle positif

a différentes concentrations (50 a 400ug/ml).
» Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé a partir la formule suivante :
I (%) = [(A cont — A ech) /A cont] X 100

Avec:

I (%): Pourcentage d’inhibition.

Acont : Absorbance du contrdle négatif.

Agch - Absorbance de 1’échantillon testé.
» Calcul des Clsg

Clso représente la concentration de 1’extrait capable d’inhiber 50 % du radical DPPH.

Elle est calculée graphiquement par les régressions logarithmiques des pourcentages

d’inhibition en fonction des concentrations de chaque extrait étudié (Sokmen et al., 2004).

L’extrait le plus efficace est celui qui a la valeur de Clsg la plus faible.
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6.2. Pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Antioxidant Power ; FRAP)

» Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette méthode est

basée sur la capacité antioxydante des extraits & réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le

complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe**). Cela est évalué par une augmentation de

I’intensité de la couleur vers le bleu vert avec une augmentation de 1’absorbance qui

correspond & une augmentation du pouvoir réducteur des extraits analyses (Hubert, 2006).

» Mode opératoire

Nous avons suivi le protocole décrit par Oyaizu (1986), pour évaluer 1’activité réductrice du

Fer par les extraits étudiés :

v

AR NEEEN

<\

Ajouter a 100 pl de I’extrait a différentes concentrations (100 a 1000ug/ml), 250 ul de
la solution tampon (0,2M, pH 6,6) et 250l de la solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s (1 %) ;

Incuber les tubes a 50°c dans I’étuve pendant 20min ;
Apreés refroidissement des tubes, ajouter 250l de 1’acide trichloracétique TCA (10%) ;
Centrifuger le mélange pendant 10 min a 3000 rotation par minutes (rpm);

Ensuite, additionner 500 pl d’eau distillée et 100ul de la solution de trichlorure de fer
FeCl3 (0,1 %) a 500ul du surnagent ;

Mesurer ’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre a700nm contre un blanc.

Un control positif représenté par I’acide ascorbique a différentes concentrations (50 a

400ug/ml) a été préparé dans les mémes conditions opératoires.

> Calcul des CEsg

CEsp est définie comme étant la concentration efficace de chaque extrait qui donne une

réponse demi maximale (absorbance =0,5)

Elle est calculée a partir de 1’équation de régression linéaire des absorbances en fonctions

des différentes concentrations de chaque extrait étudié.

L’extrait le plus efficace est celui qui a la valeur de CEsg la plus faible.
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7. Analyse statistique

Dans notre travail nous avons calculé les moyennes et les écarts types des tests répétés 3
fois. Les résultats ont été exprimés en moyenne £ SEM (erreur standard de la moyenne).

Les graphiques ont été réalises par le logiciel Microsoft Office Excel 2007. L'analyse
statistique a été traitée avec les tests de ’ANOVA one-way (analyse de variance) du logiciel
Graph Pad Prism 5 (version 5.03, 2009) suivi par le test de Dunnet pour la comparaison des
échantillons avec le contrble et la détermination des taux de signification. Des valeurs de

p=<0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.

Analyse de corrélation

Une analyse de corrélation a été réalisée entre I’activité antioxydante évaluée par la méthode
de piégeage du DPPH et FRAP et les teneurs en polyphénols des extraits étudiés en tracant

des courbes linéaires des Clsg, CEsp en fonction des teneurs en polyphénols.

Plus le R%est proche de 1, plus il y a une forte corrélation.
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1. Caractéristiques des extraits étudiés

Dans notre étude, trois extraits de la partie aérienne (tiges et feuilles) de Mentha spicata
L. ont été récupérés : extrait brut Eau-Acétone (EB), fraction organique acétate d’éthyle

(FAE) et une phase aqueuse résiduelle (PR).

Le tableau 7 résume le rendement d’extraction, 1’aspect, la couleur et le solvant de solubilité

pour chaque extrait récupéré.

Tableau 7: Caractéristiques des extraits obtenus de la partie aérienne de Mentha spicata L.

Extrait Rendement% Aspect/ couleur Solubilité
Extrait brut Eau-Acét . .
(é(Br)al rut Eal-Acetone 12,086 % Cristaux /marron foncée Eau distillée
Fraction acétate d’¢thyle 1,025 % Cristaux/ vert militaire Méthanol
(FAE)
Phase résiduelle (PR) 12,085 % Cristaux/ marron foncée Eau distillée

L’extraction Eau-Acétone (30/70: v/v), de la parie aérienne de Mentha spicata L. par une
infusion suivie d’une macération (48h), a permet de récupérer un extrait brut hydro
acétonique (EB), sous forme de cristaux de couleur marron foncée soluble dans I’eau distillée

avec un rendement d’extraction de 12,086%.

L’extraction liquide-liquide de 1’extrait brut obtenu (EB), avec de l’acétate d’éthyle, a
permet de séparer une fraction organique, acétate d’éthyle (FAE), sous forme de cristaux de
couleur vert militaire, soluble dans le méthanol, avec un rendement de 1,025%, et une phase
résiduelle aqueuse (PR), sous forme de cristaux de couleur marron foncée soluble dans 1’eau

distillée avec un rendement d’extraction de 12,085%.
2. Etude phytochimique

2.1. Tests phytochimiques

Nous avons procéde a un screening phytochimique pour rechercher les différents métabolites

secondaires contenant dans les 3 extraits obtenus de Mentha spicata L.: EB, FAE et PR.

Le tableau suivant regroupe les résultats de cette analyse phytochimique.
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Tableau 8: Screening phytochimique des différents extraits de Mentha spicata L.

Extraits
EB FAE PR

Métabolites secondaires
Tanins ++ +++ ++
Flavonoides + - -
Quinones libres ++ +++ ++
Anthraguinones - - -
Terpénoides +++ +++ +++
Saponines + - -

Mayer
Alcaloides

Wagner

Composés réducteurs - - -

+ : faible présence, ++ : présence moyenne, +++ : forte présence, —= : absence
Les tests de caractérisation qualitatifs, réalisés sur les trois extraits obtenus de la partie
aérienne de Mentha spicata L., ont permet de mettre en évidence la présence des flavonoides,
quinones libres, tanins, saponines et des terpénoides, dans I’extrait brut hydro acétonique
(EB) et seulement les tanins, quinones libres et les terpénoides dans la fraction acétate
d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle (PR).

En revanche, nous avons noté 1’absence des anthraquinones, des alcaloides et des composés

réducteurs dans tous les extraits préparés de Mentha spicata L.
2.2. Dosage des composés phénoliques

Le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés)

ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été effectuée par le réactif du Folin-
Ciocalteu et les flavonoides par le trichlorure d’aluminium et la soude. Alors que les tanins

condensés ont été dosés en utilisant la méthode a la vanilline en milieu acide.
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La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression

linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Figure 16).

Tandis que les teneurs en flavonoides et en tanins condensés sont déterminees a partir des

équations de régressions linéaires des courbes d’étalonnage de la catéchine (Figure 17et 18).
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de I’acide
galligue pour le dosage des polyphénols totaux

Figure 17: Courbe d’étalonnage de la catéchine
pour le dosage des flavonoides
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Figure 18: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour
le dosage des tanins condensés
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Les résultats de dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés de
I’extrait brut(EB), Fraction acétate d’éthyle (FAE) et phase résiduelle (PR) de la partie
aérienne Mentha spicata L. sont représentés dans les figures 19,20 et 21.
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Figure 19: Teneurs en flavonoides des extraits préparés | Figure20: Teneurs en polyphénols des extraits

de la partie aérienne de Mentha spicata L. préparés de la partie aérienne de Mentha spicata L.
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Figure 21: Teneurs en tanins condensés des extraits préparés de la partie aérienne
de Mentha spicata L.

Chaque valeur représente la moyenne +ESM (n=3)

Les résultats démontrent une variabilité en teneurs des composés phénoliques dans les trois
extraits étudiés de la parie aérienne de Mentha spicata L.
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L’extrait organique, acétate d’éthyle (FAE) a enregistré les meilleures teneurs en polyphénols
totaux (2031+106,7ug EAG/mg E) et en flavonoides (593,8+36,29ug EC/mg E).

Cependant, la phase aqueuse résiduelle (PR) a représenté les quantités les moins faibles en
polyphénols totaux (509,6+£10,19ug EAG/mg E) et en flavonoides (198+0,28ug EC/mg E).

L’extrait brut eau-acétone (EB) a renfermé des teneurs de 674+29,98ug EAG/mg E en
polyphénols totaux et de 243,8+31ug EC/mg E en flavonoides.

Par ailleurs, les résultats de I’estimation quantitative des tanins condensés, ont démontré des

faibles taux en ces composés.

L’extrait brut (EB) a donné le résultat le plus faible avec une teneur d’ordre de 3,13+0,05ug
EC/mg E. Alors que la phase aqueuse résiduelle (PR) a enregistré une quantité de
11,98+1,1ug EC/mgE, suivi par la fraction organique acétate d’éthyle (FAE) (6,36+1,82 ug
EC/mg E).

3. Activités antioxydantes

3.1. Test de piégeage du radical DPPH

Nous avons évalué la capacité des différents extraits préparés de Mentha spicata L. a inhiber
le radical libore DPPH. A des fins comparatives, nous avons utilisé un antioxydant de

référence : 1’acide ascorbique.

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme des courbes de rengraissions logarithmiques
des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de I’acide

ascorbique et des extraits étudiés (Figure 22).
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Figure 22: Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de 1’acide

ascorbique et des extraits préparés de la partie aérienne de Mentha spicata L.

AA: acide ascorbique, EB : extrait brut, FAE : fraction acétate éthyle, PR : phase résiduelle

Les Clso (concentration inhibitrice a 50%) de chaque extrait et de 1’acide ascorbique sont
déterminées a partir de 1’équation logarithmique de chaque graphe et représentées dans la

figure suivante (figure23) :
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Figure 23: Les valeurs des Clsy des differents extraits préparés a partir de la partie aérienne de
Mentha spicata L. en comparaison avec 1’acide ascorbique (***: p <0,001, *: p<0, 1,
ns:p=>0,05).

AA: acide ascorbique, EB : extrait brut, FAE : fraction acétate éthyle, PR : phase résiduelle

Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM (n = 3).
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D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que tous les extraits étudiés de Mentha

spicata présentent la capacité d’inhiber le radical DPPH.

Parmi les extraits testés, la faction organique acétate d’éthyle a présenté une forte activité de
piégeage du radical DPPH avec une Clsy d’ordre de 195,9+9,35ug/ml. Elle n’a présentée
aucune différence significative avec le standard (Clsy acide ascorbique 169,01+6,83ug/ml).

Ce qui justifie sa forte activité antiradicalaire.

Par contre, I’extrait brut Eau-acétone (EB) et la phase résiduelle (PR) ont montré des valeurs
des Clso significativement élevées par rapport a Clsy de I’acide ascorbique, d’ordre de
442+52,76ug/ml et 913+103,5ug/ml, respectivement.

3.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP) :

Nous avons utilisé la méthode de FRAP pour évaluer la capacité des extraits préparés de
Mentha spicata a réduire le fer en comparaison avec celle de 1’acide ascorbique (contrdle

positif).

Les résultats sont exprimeés sous forme des courbes de régression linéaire des absorbances en
fonction des différentes concentrations de 1’acide ascorbique et des extraits préparés
(Figure 24).
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Figure 24: Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique et des extraits préparés de la partie aérienne de Mentha

spicata L.

AA: acide ascorbique, EB : extrait brut, FAE : fraction acétate éthyle, PR : phase résiduelle

La concentration efficace a réduire 50% du fer (CEsp) est déterminée a partir des équations

des courbes linéaires des différents extraits de Mentha spicata en comparaison avec 1’acide

ascorbique.

Les résultats des valeurs des CEsq sont mentionnés dans la figure suivante :
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Figure 25: Les valeurs des CEsg des différents extraits préparés a partir de la partie aérienne
de Mentha spicata L. en comparaison avec 1’acide ascorbique (***: p <0,001)
AA: acide ascorbique, EB : extrait brut, FAE : fraction acétate éthyle, PR : phase résiduelle.
Les valeurs sont exprimées en moyenne £ ESM (n = 3)

Les résultats montrent que tous les extraits de Mentha spicata testés peuvent réduire le fer

avec des différences significatives avec 1’acide ascorbique (CEsp=208, 333+0,001pg/ml).

La fraction acétate d’éthyle (FAE) a présenté la meilleure activité de réduction de fer avec

une CEso d’ordre de 250 +0,6 pg/ml.

Tandis que les extraits brut eau-acétone(EB) et la phase résiduelle aqueuse ont marqué des
CEsod’ordre de555,5+4,87ug/ml et de 833,33+13,65ug/ml, respectivement.

3.3 Analyse de corrélation

Nous avons tracé des courbes de corrélations des Clsy, CEso en fonction des teneurs en

polyphénols des extraits étudiés (Figure 26 et 27).
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Figure 26: Courbe de corrélation des Clso en | | Figure 27: Courbe de corrélation des CEsgen
fonction de la teneur en polyphénols des fonction de la teneur en polyphénols des

extraits étudies de Mentha spicata L. extraits étudies de Mentha spicata L.

D’aprés ces figures, une forte corrélation a été enregistrée entre 1’activité antiradicalaire, le
pouvoir réducteur de fer et la teneur en polyphénols avec un R%*d’ordre de 0,68 et 0,85

respectivement.
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Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsenal thérapeutique de
I'numanité (Habibouet al., 2019). Ces plantes renferment de nombreux antioxydants naturels
qui font I’objet de nombreuses recherches de la part des nutritionnistes et des chercheurs pour
leurs effets potentiels dans la prévention des maladies chroniques, dégénératives et les

dommages dues aux stress oxydatif (Liu, 2003 ; Scalbert et al., 2005).

Dans le but de la valorisation des plantes médicinales de la région de Tlemcen, nous nous
sommes intéressés a la famille des lamiacées, qui comporte un nombre important d’herbes
culinaires, des plantes médicinales, des plantes alimentaires, des plantes parfumées et d’un
grand nombre de plantes ornementales (décoratives) (Prakash et al., 2016). La menthe verte
(Mentha spicata L.) est I'une des espéces importantes de cette famille connue par ses
utilisations culinaires et médicinales au Maghreb.

Notre travail vise a réaliser une étude phytochimique, le dosage des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés et la recherche et 1’évaluation de ’activité anti-oxydante
des extraits préparés a partir de la partie aérienne de la menthe verte (Mentha spicata L.),
récoltée dans la région de Tlemcen (Algérie).

Les extraits sont préparés par une infusion suivie d’une macération (48h) en présence d’un
mélange eau-acétone (30/70: v/v), suivie par un fractionnement liquide-liquide avec de

I’acétate d’éthyle.

Les rendements d’extractions obtenus dans notre étude sont variables, entre 12,09% pour
I’extrait brut eau-acétone et 1,03% pour la fraction acétate d’¢thyle. Ces résultats varient

d’une étude a une autre.

Mata et al., (2007) ont enregistré un rendement de 7,99/100g pour I’extrait éthanolique et
75,89/100g pour I’extrait aqueux de la partie aérienne de Mentha spicata L..

Scherer et al., (2013) ont marqué un rendement de 5,96g/100g pour 1’extrait méthanolique,
1,889/100g pour I’extrait acétonique et 2,72g/100g pour I’extrait dichlorométhane de la partie
aérienne Mentha spicata.

Brahmi et al., (2012) ont constaté d’aprés leur étude que les extraits de Mentha spicata
préparés avec le méthanol, éthanol, et 1’acétone ont donné des rendements d’ordre de 11,6%,
4,6% , et 2,6% respectivement. Par contre I’extrait hydroacétonique (75%) a enregistré un

meilleur rendement de 20,2%.
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Cette variation est probablement due au choix du solvant, a la méthode et au temps

d’extraction, & la température et probablement a la région et a la période de récolte aussi ...

Les tests phytochimiques réalisés sur les trois extraits récupérés ont permet d’enregistrer la
présence des tanins, des flavonoides, des quinones libres dans 1’extrait brut eau-acéetone et les
deux fractions (acétate d’éthyle et la phase résiduelle) de la partie aérienne de Mentha spicata.
Les saponines et les terpénoides ne sont présents que dans I’extrait brut alors que les
alcaloides, les anthraquinones et les composés réducteurs sont absents dans tous les extraits
étudiés.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans 1’étude de El-haoud et al., (2018) qui
ont noté une forte présence des terpénes dans I’extrait d’éther di¢thylique de Mentha spicata,
les quinones dans I’extrait d’éther de pétrole, les tanins dans 1’extrait méthanolique et I’extrait
aqueux et les flavonoide dans I’extrait aqueux. Ils ont aussi remarqué que les composés
réducteurs, les alcaloides et saponines sont absents dans les deux extraits aqueux et

méthanolique de la menthe verte

En revanche, Padmini et al., (2008) ont révélé la présence des flavonoides, des saponines,
des alcaloides et des athraquinones et 1’absence des tanins dans 1’extrait aqueux de Mentha

spicata préparé par infusion

La présence de certaines familles chimiques et I’absence des autres peut dépendre de certains
paramétres comme le site de récolte, la lumiére, le type de précipitation, le type de sol, la

partie de la plante étudiée ...

La solubilité des composés phénoliques est liée a leurs natures chimiques dans la plante et a

la polarité du solvant utilisé (Mahmoudi et al., 2013).

Les résultats du dosage des composés phénoliques ont révélé une meilleure teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides d’ordre 2031+126,9ug EAG/ mg E et 593,8+36,29ug
EC/ mgE, respectivement, dans la fraction acétate d’éthyle, fractionnée de 1’extrait brut eau-

acétone.

Plusieurs études ont éte faites sur le dosage des polyphénols et les flavonoides des extraits de

Mentha spicata. Nous citerons:

L étude faite par Scherer et al., (2013), sur I'extrait acétonique de Mentha spicata a présenté

une quantité de 37,84 + 1,16mg d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait sec.
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Brahmi et al., (2015) dans leurs recherches, ont démontré la richesse de 1’extrait éthanolique
de Mentha spicata en polyphénols avec 12,0 + 0,3 mg EAG/g E et en flavonoides avec 2,45 +

0,02 mg d’équivalent quercetine par gramme.

Nous avons utilisé dans notre recherche un solvant hydroacétonique (mélange eau/acétone
(30 /70 : v/v)) comme solvant d’extraction des composés phénoliques afin d’augmenter leurs
extraction. L’étude faite par Brahmi et al., (2012) sur les solvants d’extraction des composés
phénoliques de Mentha spicata a rapporté que l'extrait a I'éthanol (50%) a présenté des
meilleurs teneurs en polyphénols (39,47 + 1,81 mg EAG / g E). et I’extrait acétonique (75%)

a marqué le taux le plus élevé en flavonoides (7,68 + 0,02 mg EQ / g E).

Pour les tanins condensés nous avons enregistré des faibles teneurs en ces composés dans nos
extraits. Ils n’ont pas dépassé¢ 11,98+1,1ug EC/mg E, enregistré dans la phase aqueuse

résiduelle.

Nos résultats sont en accord avec les résultats rapportés par Makhloufi et Makhlouf, (2018)
qui ont enregistré des faibles teneurs en tanins condensés comprises entre 29,5 et 33,16 (mg
équivalent catéchine / g d’extrait). De méme, Ben-Saad et al., (2017) et Benabdallah, (2016)
ont noté des faibles concentrations en tanins condensés dans les extraits préparés de Mentha

spicata d’ordre de 9,3+ 0,45 et 2,71 + 0,1 mg EC/g d’extrait, respectivement.

La richesse des plantes de la famille des lamiacées en composés phénoliques leurs permet
d’avoir une bonne activité antioxydante (Scherer et al., 2013). Ce qui a été confirmé par

notre travail.

Les résultats du piégeage du radical DPPH ont montré que les extraits préparés a partir de
Mentha spicata présentent une bonne activité anti-radicalaire. La fraction organique acétate
d’éthyle a enregistré une activité anti-radicalaire la plus puissante avec une Clsod’ordre
195,9+9,35 pg/ml par rapport aux autres extraits. Néanmoins cette activité reste relativement
faible a celle de I’acide ascorbique (Clsp: 169,01£6,83 pg/ml).

Ceci est expliqué par la richesse de cet extrait en composés phénoliques et la disponibilité des
groupements hydroxyles qui ont la capacité de donner leurs électron ou leurs hydrogéne

formant ainsi un produit final stable (Jayaprakasha et al., 2008).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur D’activité antiradicalaire de notre plante, parmi

lesquelles nous citerons :
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Mata et al., (2007) ont souligné que ’extrait éthanolique et aqueux de Mentha spicata
présentent une bonne activité de piegeage du radical DPPH (Clso d’ordre de 65,2 £ 0,1 pg/ml
et 5,7 £ 0,4 pug/ml, respectivement)

De méme, I’étude effectuée par Ben-Saad et al., (2017) a révélé que I’extrait aqueux de

Mentha spicata a enregistré une meilleure activité avec une Clsy de 0,58+2,031pg/ml.

Nickavar et al., (2008) ont marqué que 1’extrait éthanolique de Mentha spicata présente une
Clso de 87,89 pg/ml alors que Brahmi et al., (2015) ont enregistré une activité anti-
radicalaire plus forte de 1’extrait éthanolique de Mentha spicata avec une Clsod’ordre de 16, 2

£ 0,2ug/mil.

Concernant FRAP, Nous avons aussi souligné une forte activité réductrice de fer présentée
par la fraction acétate d’éthyle avec une CEsg d’ordre 250 £0,6 pg/ml mais elle reste faible

par rapport a celle de 1’acide ascorbique qui a enregistré une CEsy 208, 333+0,001 pg/ml.

Bayani et al., (2017) ont révélé un pouvoir de réduction de fer, meilleur par rapport a ceux
obtenu dans notre étude, avec une CEsy d’ordre de 26+1,00pg/ml de I’extrait aqueux de

Mentha spicata.

De méme, Kanatt et al., 2007 ont constaté qu’a une concentration de 500 pg/ml Mentha

spicata possede la capacité de réduction de fer .

Une forte corrélation a été enregistrée entre I’activité antioxydante testée par la méthode de
piégeage du DPPH et le pouvoir réducteur de fer FRAP et la teneur en polyphénols des

extraits préparés a partir de la partie aérienne de Mentha spicata L.

Ces résultats suggérent que 1’activité anti-oxydante dépend fortement de la teneur en
composés phénoliques ce qui en fait des antioxydants naturels efficaces protégeant le corps

humain contre les dommages dus au stress oxydatif.
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La présente étude s’inscrit dans un cadre d’une étude phytochimique, de dosages des

composes phénoliques et de la recherche et de 1’évaluation de I’activité antioxydante de trois

extraits préparés par une infusion suivie d’une macération de la parie aérienne de Mentha

spicata L. récoltée dans la région Hennaya, wilaya de Tlemcen.

Les résultats obtenus, nous ont permis d’émettre les conclusions suivantes :

>

>

Un rendement relativement faible a été enregistré par les trois extraits prépares variant
de 1,025 % a 12,086%.

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits préparés ont permis de mettre en

évidence la présence des tanins, des quinones libres, et des terpénoides.

Le dosage des composés phénoliques a montré la richesse des trois extraits en

polyphénols totaux et en flavonoides et leur carence en tanins condenses.

La fraction acétate d’éthyle a enregistré des meilleurs taux en polyphénols totaux et en
flavonoides d’ordre 2031+106,9ug EAG/ mg E et 593,8+36,29ug EC/ mg E,

respectivement.

Cette fraction a enregistré I’activité antioxydante la plus importante par le piégeage du
radical DPPH et le pouvoir réducteur de fer FRAP par rapport a I’extrait brut eau-
acetone et la phase aqueuse résiduelle avec une Clsg d’ordre de 195,9+9,35ug/ml et une
CEsp d’ordre 250+0,6ug/ml. Bien que cette activité reste relativement faible par rapport
a celle de I’acide ascorbique (contrdle positif) qui a enregistré une valeur de Clsg de
169,01+6,83ug/ml et une valeur de CEsq de 208,33 +0,001pg/ml dans les mémes

conditions opératoires.

Une forte corrélation a été notée entre la teneur en polyphénols et Dactivité

antioxydante.

Ces résultats préliminaires ne représentent qu’une premiere étape dans nos travaux

expérimentaux. Pour compléter et approfondir ce travail, il serait intéressant de :

+ Améliorer le rendement d’extraction par le choix d’autres solvants ou d’autres

méthodes d’extractions.

+ Séparation et purification des composés phénoliques par des méthodes

chromatographiques : chromatographie sur couche mince, sur colonne, HPLC,...
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Etudier les caractéristiques et les structures des composés phénoliques par des
méthodes spectrales comme la spectroscopie infrarouge ou identifier leurs

compositions par une spectrométrie de masse.

Tester I’influence des paramétres physicochimiques comme la température, le pH...

sur la structure des composés phénoliques et donc sur I’activité antioxydante

Effectuer d’autres méthodes pour 1’évaluation de D’activité antioxydante comme
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) ou ABTS (sel d’ammonium de 1’acide

2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

Rechercher d’autres activités biologiques : Activité antidiabétique, antimicrobienne,

anticancéreuse...

Expérimenter 1’activité antioxydante de Mentha spicata L. in vivo pour confirmer ces

résultats.
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