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Résumé

Ce travail est une d®marche visant Nepetan al

amethystinaainsi que leurs activités antimicrobienne etradicalaire

Lédanal yse des extraits alcoolri® ueue NepEtasom
amehystina est riche en huile essentielle, en flavonoides et en tanins. Le dosagéyplesnols
totaux par le reactif de Fol@iocalteu et les flavonoides para m®t h osdoet rédel@ Aal C |
richesse de | 0e xhénola(l11lt84 mggHAE ugxMsg n ep o llybpe xt r a i
flavonoides (7,68 mg EQ/g Ms)L 6 anal ys e pardhCiPIGé SMssentli el
hydrodistillation (0, 6 %) et | 6extr ailguidda hyd
per mi s &tiéni dd 84ncompbséscappartenant majoritairement a la classe des monoterpéne
oxygéneés dont les népétalactones de type-tan&240% et 49,21% respectivement) sont les plus

abondants.

Lesanalyss par CCM et HPLC onnis en exergue la présence des terpénes (népétalactones), des
acides phénoliques (acides caféique, siringique, hydroxybenzoiguoeinparique chlorogénique,

cinnamique) et des flavonoides (cathéchines, querc&anapférol) Al or s que | 6dan
(B*C,'H) a r®v®l ® |l a pr®sence des nQ@pd®kywdarique. o n e s

Les tests de | d6activit® anti mi cquatdnzeseutheeq d e s
bactéries, 3 candidas et 2 moisissures) ontmontré qudh ui | e essentiell e

antifongiquegq u 6 a nt i bRarc dordre, lee desx fractions flavondi ques ( ac ®t at
1-butanol) ont inhibé la croissance @andida albicans’ | 6 ®t at bi of il m. L €
®val u®e par |l es deux m®t hodes DPPH et FRA

flavonoidiques sont dot®s débun pouvoir antio

Mots clés :Nepeta amethystinanalyses,Criblage phytochimiqueHuile essentielle, Flavonoides,

Activité antimicrobienne, Activité antioxydante.



Summary

This study is an approach to analyze the essential oil and the flavonoids of

Nepetaamethystinas well as their antimicrobial and antioxydant activities.

The analysis of the alcoholic, hydroalcoholic and etheric extract showed thatetieta
amethystinas rich in essential oil, in flavonoids and in tannins. The dosage of the total polyphenols
by the reactive of Foli€Ciocalteu and the flavonoids by the method of Alelvealed the wealth
of the ageous extract in polyphenols (84.mg EAG/gMs) and th butinolic extract in flavonoids
(7.68 mg EQ/g Ms). The analysis by GPC/ MS of the essential oil obtained by hydrodistillation (0,6
%) and the hydrosol extract obtaindxy liquid- liquid extraction (B9 %) allowed the
identification of 34 compounds lmiging mainly to the class of the oxygenated monoterpenes
whosetranscis type nepetalactones are the major compo(#i40 % and 421 % respectively).

The analysis by TLC and HPLC highlighted the presence of terpenes (nepetalactones), phenoli
adds (caffeicacid, siringique, hydroxybenzoieccpumaric, chlorogenic, cinnamic) and flavonoids
(cathechins, quercetin, kaempferol). While, the analysis by NMRH) revealed the presence of

nepetalactones, oleanolic acid and tkadxyloganic acid

The tests of the antimicrobial activity of the various extracts realized on fourteen strains (9
bacteria, 3 candidas and 2 molds) showed that the essential oil and the extract of hydrolat are mo
active on fungi than on bacteria. On the other haoth flavonoidic fractions (ethyl acetate and 1
butanol) inhibited the formation @andida albicansiofilm. The antioxidantactivity estimated by
two methods (DPPH and FRAP) showed that the hydrosol and the flavonoids extracts revealed a

interesting anbxidant power.

Keywords:Nepeta amethystin&nalysis,Phytochemical screening, Essential oil, Flavonoids,

Antimicrobial activity, Antioxidant activity.
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Introduction



Lohomme utilise depuis des mill ®naires des
les médicaments (synthétiques) ont remplacé largement les plantes, il en demeure que plus de
la moitié de la population mondiale  (en particulier la populatiooaafié) continu a utiliser
ces plantes. Léactivit® grandi ssante des bou
Pourquoi ce retour a la médecine traditionnelle et pourquoi cet intérét scientifiques pour les
plantes ?

Le retour de la popation a la médecine verte est di a diverses raisons comme le co(t
relativement faible des plantes par rapport aux médicaments conventionnels, la disponibilité
des plantes surtout dans les régions les plus éloignées et au sein des populations les moins
favor i s ®e s , | 6envie de consommer ¢ bio é& et
scientifiques, cet intérét est du principalementa( i ) | 6 exi stence de mal
néy a pas de traitement p h ar marc laboratoirg ude e f f
I
I

les produits naturels.

efficacit® et de | 6innocuit® déun nombre d

(@)}

(@}

®change culturel avec des cultures ®trang

A u j ohuir le@ @éveloppement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétigues ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes aromatiques et culinaires en quéte de molécules
natuelles efficaces et dénuées de tout effet adverse. Cela tient principalement au fait que le
régne végétal représente une source importante de molécules bioactives. Cette matiere végétale
contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multipgeen faveur de
l 6i ndustrie agroali mentaire (addi tifs, col
pharmaceutique. Parmi les composés, on peut citer les coumarines, les alcaloides, les acides
phénoligues, les tannins, les terpénes et les flavonoRksoun etal., 1996.

Cependant, la difficulté majeure reste [identification de nouvelles molécules
t h®r apeuti ques, |l a caract®risation de | eur ¢
compréhension des mécanismes moléculairesgparquel s el |l es agi ssent
®tudes de <criblage des plantes m®dicinal es
drogues. (I est i mportant de souligner que |
d 6 ®v al u a tvitéannvitradeein vivdda aes dlantes et de leurs dérivés pourrait conduire a
| 6i sol ement de nouvelles mol ®cul es th®rapeu

thérapeutique des plantes utilisées traditionnellement en médecine alternative.



Dans | 6axe de recherche et de valorisatd.
m®di cinale de | ouest Al g®r i en, nous avons
antiradicalaire des extraits ddNepeta amethystinayjne plante de la familleed Labiées

poussant ~° | 6®tat sadrat an® dans | a r®gion dbo

Le choix de <cette plante a ®t® justifi®

manque de travaux sur cette plante.

Les principaux objectifs de ce travail sont (i) la détermination de la composition chimique
de | 6huile essentiell e, HdNepetalamdthydlingi) évaluatiomt d e s

du pouvoir antimicrobien et antiradicalaire des diffésatraits.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons commencé par une étude

bibliographique qui comporte trois chapitres.

U Dans le premier chapitre, nous avons présdWpeta amethystingdescription

botanique, systématique, propégthérapeutiques et travaux antérieurs).

U Dans le deuxiéme chapitre, nous avons évoqué la biochimie etpédnimacologie
des métabolites secondaires étudiés

U Le troisieme chapitre a porté sur le pouvoir antibiofilm des métabolites secondaires.

Dans ladeuxiéme partie nous avons rapporté le travail expérimental (récolte du matériel
végétal, obtention des extraits Mepeta amethystinayriblage phytochimique, analyse de la
composition chimique des extraits, étude du pouvoir antimicrobien etdiodlaire des

extraits).

Dans latroisieme partie, nous avons présenté les résultats obtetudiscussion suivi

débune concl.usi on g®n®r al e



1°"partie:

Syntheséibliographique
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Chapitre | : Présentation deNepeta amethystina

I.1. Généralités sur le genrdNepeta

Le genre Nepeta de la famille des Labiées regroupe 280 especes, réparties principalement
en Europe, en Asie et en Afrigu®avis, 1982; Mabberly, 1997). Ce sontdes plantes
herbacées généralement vivaces, originaires des montagnes méditerran8aucber,(
2000.7% des especes sont localisés dans la Péninsule ibérique et en Afrique d&adard
etal., 1985) D 6 ®uperel et Santa (1963)six espéces existenh élgérie a savoir N.

nepetellaN. amethystina N. tuberosaN. apulej N. multibracteatset N. algeriensis

L 6 e s Nepe&taeamethystina s t rencontr ®e particuli rement
populations et estonnue sous le nom vulgai@ouzia Quezel et Santa, 1963 SelonUbera

et Valdés (1983) N. amethystina existe sous deux variétééepeta amethystinRoir. subsp.
amethystina ellepeta amethystin@oir. subsp. laciniata (Willk Son odeur rappelle celleMe

cataria (I'nerbe aux bats) efTeucrium maruniBeaupin etal., 1977 ; Beaupin, 1978).

I.2. Description botanique deNepeta amethystina

Cbest un sous arbrisseau odorant, vivace d:
Tiges rameuses quadrangulaires, a feuilles opposées et a fleurs bleues en cymes. Calice a 5 dent
et fruits a 4 akénes soudés. Corolle irréguliere, bilabideétaminednférieures plus courtes
que les supérieure8ractées florales tres petites, inflorescences trés laches, plante grisatre a

feuilles lancéolées et créneléagaldesetal., 1987 (fig. laet1b).
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[.3. Classification

Selon Cantino et al (1992), Ubera et Valdes (1983) et Valdes el (1987) Nepeta
amethystinast classé comme suit
Embranchement Phanérogames

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Gamopétales
Ordre Tubiflorales

Famille Labiees

Sous famille Nepetoide

Genre Nepeta

Espece Nepeta amethystin@oir.

|.4. Utilisation traditionnelle

Les espéces du genMepetasont utilisées comme fortifiant, diurétique, diaphorétique,
antispasmodiquegntiasthmatiqueainsi que contre les bactéries, les champignons, les virus et
les insecteslsher, 1984 ;Gkinis et al., 2003.

I.5. Travaux chimiques antérieurs

Le genreNepeta a été investigué par plusieurs chercheurs notamment pour la mise en
®vidence dbéune famille particuli re de terp
sous le nom de népétalactonéig.2). Ces derniers présentent des propriétésressantes :
antrinflammatoires, insecticides, psychotropes pour les félidés etndgrbbiens Plouvier et
Fabre-Bonvin, 1971; Teisseire, 1991; Gkinis at., 2003. Plusieurs chercheurs se sont
intéressés a la synthése de ces prodiite(braun etl., 198) et sur les voies de biosynthese
empruntées par le métabolisme secondaire de la pBellegia etal., 1984 ; Hallahan etal.,
199).

Figure 2 : Structure chimique de NepetalactdBates et Sigel ,1963
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Les iridoides népétalactones sorgntlfiées dans presque toutes les HEs des especes de
Nepeta Par contre, certaines HE sont plutét riche en 1,8 cinéole et dépourvu de népétalactones
(N. italica® 'N. sulfuriflord® , N. denudat&), N. ispahanic& , N. roylean&) ) et/ou sont
présentes en quantité faibléN.( nud&, N. binaludensi® , N. crispa®). Hormis les
népétalactones, les huiles essentielles du ghepetac ont i ennent déautres
proportions variables comme I&kpinéne N. glomerulos&®, N. discolof) , b-pinéne N.
cephalote®), linalol . spicat&® , N. flavidd?, N. betonicifoli&®d, N. satureioide4?),
citronellol ~ (N. catarid'?), nérol (. catarid!?, N. floccos&# ), Terpinend-ol (N.
asterotrchu$d), géraniol \. catarid!? ), géranial K. floccos&’ ) ,-Terginéol \. viscid&¥
), Thymol (N. botryode4® ), b-caryophylléne IJ. curviflord® ), Oxyde caryophylléneN.
cilicia®, N. betonicifolid'® ), nerolidol (N. nuda® ), D-germacréne N. ucrainic&!?) ),

spathulenol ). depauperatd®), pregeijereneN. govanian&?).

Eisenbraun etson équipeisolentel®80d e | 6 aci de n®p ®t al i que car
RMN. Une étude réalisée siy. catariapar Tagawa et Murai (1983 a aboutia l'isolement
d'un ester népétaglucosyl : l'acideideoxyloganiqueZapesochnaya efal. (1991)ont isolé
un nouveau glycoside iridoide chék velutina: vilpetin alors queBottini et al. (1992) ont
i sol ®s de nouveauxN. leuplylt ®s ad®i ai elondrioéndl,i ded i
dihydroiridodial diacétate) et iridodial diénol diacétate. Dans la méme année trois nouveaux
iridoides sont isolés : umidodial b-monoenol acetaiedeN. leucophylla actinidine deN.
clarkei et le népétacilicioside dd. cilicia(Saxena et Mathela, 1996; Takeda edl., 1996).
Une recherche phytochimiques Nurgrandifloraréalisée paNagy etal (1998)a révélée la
présence de 4 nouveaux iridoides glucosides: Acid®-&etoacetyl 2-O-methyt,4-0O-
methyl et 6-O-methyt1,5,9epideoxyloganique. 2 nouveaux iridoides glucosides sont isolés
deN. racemosa(Takedaetal., 1999): nepetaracémoside.
() Kokdil et al., 1997a; Baser etl., 1998a ;® Rustaiyan etal., 2000 ;® Rustaiyan et
Nadji, 1999 ;¥ Thappa etal., 2001; Kashyap etl., 2003 ;® Pavlovic etal., 1985; Kokdil
etal., 1998 :® Sefidkon etal., 2006 ;(”Sajjadi et Ghassemi, 1999 ® Bisht etal., 1997 ;©
Baser etal., 199® ; 1% Senatore et Ozcan, 20031 Tumen etal., 1999; Sefidkon etal.,
2006 ;Y Hadian et al., 2006 ;? Holubek et Kroulik, 1957 ; Zamureenko etal., 198} ;
Timchuk, 1981; Malizia et al., 1996; Chalchat et Lamy, 1997; Klimek etal., 2004 ; (*3)
Rustaiyan etal., 1999 ;% Baser etal., 1995 ;*® Pigulevskii et Chistova, 1935 ;16

Senatore etal., 2005 ;") Kokdil et al., 1997b ;® Baser etal., 2001 ; % Javidnia et al.,
2005 ;% Mehrabani et al., 2004 ;?YKashyap etal., 2003 ;?YSenatore et Ozcan, 2003.
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D'autres terpenes furent isolés du gernkgpéta comme du b-sitosterol dal.
nudgKudrzycka-Bieloszabska, 1976), dela népétidine et du néphinal de N.
hindostangAhmad et al.,1982). Lesacides ursolique et oléanolique sont isolés diez
glechoma, N. leucophyllet N. sibthorpii(Mishurova etal., 1981; Pandey eal., 2003.

En 2008 Zenasni et ces collaborateursont montré que les huiles essentielles de Nepeta
ddéorigi ne mar Nepaai atlamtcaNéEpetas taberosa, INepeta cataria et Nepeta
granatensissont riches en 48,7-U,7ab -nepetalactone.

Les polyphénols constituent le deuxieme groupe démlmlites secondaires mis en évidence

chez Népéta Bermejo Benito et Serranillos (1984) identifient 3 flavonoidess-
hydroxyluteoline, dimatin et-4 -®-dimethylscutellareine. Durant la méme annd®ervykh

et al. (1984)isolentpour la premiére foisd&pigénénine, lutéoline, et la cosmosiineNle
velutinaEn f ai sant une ®tude comparative des phe
et |l es ti ges/ r aNepataecnepetell@oadifotiar ®aez pialr (19850 £986)

ontrouvé que la quantité en phénols est beaucoup plus importante dans les feuilles/fleurs que
les tiges et les racineen plus ilsmontrent par CCM la présence dans les feuilles/fleures de

| 6aci de -to@marque, ghydexybepzoique, vaniligue sous fortitere et glycosilés,
alors que dans | es tiges et racines, tous |

férulique, syringique, fnydroxybenzoique, vanilique et disansp-coumarique.

TomasBarberan etal. (1992pnt réussi d'isolerdes aglygnes flavones chez deux cultivars de
N. transcaucasica cirsimaritin, xanthomicrol, salvigene, Bgradenine, apigénine
genkwanine lutéoline, 7apigénineglucosides. D'autres dérivés phénoliques sont mis en
®vi dence ¢ omme-tarfrodigue cbd Id. cataasfShoekoetal., 1993)et le 7O-
methylapigenine cheld. septemcrenatghalil et al., 1997).

Des travaux effectués s prattii ont permis d'isoler 3 nouveaux phénols(gBcer2-yl)-5-
(2-hydroxyethyl) phenylO-b-D-glucopyranoside 2-(glycer-2-yl)-5-(2-hydroxyethyl) phenyl
O-b-D-galactopyranoside-@,4-dihydroxyphenyl) lactateHou etal., 2003.

Léextract i onN. gbthorpidMe @édir dies do6i sol er des pol

par HPLC montre de(0,315mg} et des faloioidesutiree g0®A1img/g),e
lutéoiline-7-O-glucoside (0,387 mg/qg) et des dérivés de lutéolitiedli et al., 2003.
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Seladiji etal .(2014)ont rapporté ched. nepetellta présence ddtavonoides, des sucres,

des saponines,de6hui |l e essentielle et des tanins da

Une recherche bibliographique exhaustive a morjré e | 6N samethystinan 6 a
pratiguement pas été étudiée de point de vu chimique et activité biolobegeul travail

reensé est celui déelascaNegueruela etal. (1989) (tableaul qui ont montr®
essentielle deNepeta amethystinacontient comme produits majoritaires  &a7Ua- U
nepetal act one7 I dfepe@l8ctone (30,42%% a U

Tableau2z.Composi ti onchi mique des prind&i paux co
amethystinal 6 E s p (¥eJasceNegueruelaet al., 1989).

Composé identifiés Teneur (%)
Myrcéne 0.26
p-Cymmeéne 0.28
1.8 Cinéol H.imoene 1.11
Ci sOcifmene 0.82
T r a Osiméne 0.73
Cis oxyde de lynalyl 0.13
Linalol 0.78
Néo-allociméne 0.20
p-Cymenes-ol 0.41
AldehydeNI 5.30
t-carvéol 0.1
Géraniol 0.15
4 abJ a-ngpetalactone Tr
4 a-TU ¥ a-hkpetalactone 41.88
4 a-TUJ a-epetalactone 39.42
4 a-b J atiepetalactone 1.01
b-Boubonéne 0.72
b-Eleméne 0.52
b-Caryophylléne 0.63
U-Humuléne 0.82
t-Cadinéne + acide népétalique 0.2
Oxyde de caryophylléne 1.82
Oxyde de humuléne 0.34
U-Cadinol 0.19
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|.6. Propriétésbio-pharmacologiques

Les huiles essentielles des especeN@metapossedent un pouvoir antimicrobieis-a-vis
des bactéries, des moisissuredhdrma et Goutam, 1977; Sonboli etal., 2009, de
Hélicobacter pylori(Kalpoutzakis et al., 200). P. aeruginosal'espéce la plus résistante s'est
montré sensible a I'huile dN. persica(Javidnia etal., 2003 . Abad efal., (2000) ont montré

une nette activité d'un extrait aqueux contre les virus-Hi8YVSV.

Sur les insectes et particuliererhesur les moustiques, les HE depetaont un effet

significatif de répulsion@kinis efal., 2003 alors que les félidés sont attir&dqchi, 1984.

Des tests d'évaluation toxicologiques réalisés Hmey et al.(1978) de I'HE brute, de
népétalactoes et d'acide népétalique sur des souris ont révélé used®[1300, 1050 et 1550
mg/kg respectivement, alors que I'huile & 500 mg/kg et la népétalactone a 62,5 mg/kg ont

provoqu® un endor mi ssement plus rapide chez

L'HE de N. caesareariche en 4b),7U,7d}nepetalactone, posséde un effet analgésique
significatif en agissant sur les récepteurs opoidgsli( et al., 1999. Grayer et al. (2003)
ont montr® que | a n®p®t oi di ne B est plus a
cafeique par rapport " |l a n®p®toidine A. g u e
radicaux libresNliceli et al., 2005.

Chapitre Il : Donnés biochimiques etpharmacologique des métabolites secondaires
[1.1. Définition

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base de la cellule viastsel,(189])
guil dintroduisit par opposition ~ celui de 1
impliqués dans les grandes voies du metabolisme basal de la cellule. Chez les végétaux, ces
composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de sndiémolécules différentes,
généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel que les polyphénols, les terpenes et
st ®r ol s, |l es alcal opdes, l es polyc®tides, €
représentent, ces métabolites secondases caractérisent généralement par de faibles
concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si
on exclue la lignine de cette catégorie) ainsi que par leur stockage souvent réalisé dans des

cellules ou organes diéd (Bourgaud etal., 2001).
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Il.2. Synthése, distributionet réles:

Les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la photosynthése mais

sont synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions chimiques

ultérieures(Croteau etal., 2000 ; Raveret al, 2000)

Les méabolites secondaires sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés
dans une autreR@ven et al, 200Q. Avec une structure chimique parfois complexe, ils sont
tres différents selon les espéces et s'accumulent le plus souvent en faiblgéqCes
molécules bioactives sont produites a différents endroits de la cellule dans des parties
spécifigues de la plante en fonction du stade de développement (par exemple durant le
développement de la plantule, de la fleur, du fruit, de la graineleola racine). De facon
générale, le r6le du métabolite secondaire est en lien avec fiaadii@a au sein de la plante
(Pathak et al. 1962 )

[1.3. Les huiles essentielles
[1.3.1. Définition

Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux par entrainement a la
vapeur dbéeau. Elles se forment dans un gr
métabolisme secondair&gnon et al.,2002) Elles sont présentes en petites rgit@s par

rapport a la masse du végétddadrini et Lucheroni, 1996).
11.3.2. Composition chimique

Les huiles essentielles ont une composition assez complexe. On y trouve généralement de
nombreux constituants appartenant principalement a deux grdadgles chimiques : les

composeés terpénigues et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

Les compos®s terp®niques s onspetdompremi@ist ledd 6 uni
monoterpenes en (€}, les sesquiterpenes (] les diterpenes (&) et les triterpenes en £§J.
lIs ont la méme origine métabolique. Ces terpénes peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques. En g®n®r al , une HE est un m®I a
dérivés de ces hydrocarburd3armi ces composés oxygénés, on peut noter la présence

doal cool s, doesters, -dxgdadedd®etasphuress, de c®t ones

A I 6int®rieur dbéune m°me esp ce v®g®tal e,

et quantitatives) importane s ay ant conduit © admettre | 6ex
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: Thymus a thymol, géraniol, carvacrol et a linaldQogentino etal., 1999) et parmi les
nombr eux constituants dodune HE, | 6un domir

majoritaire.

La composition chimique des HE varie encore de fagcon appréciable avec le milieu et la
p®ri ode de | a v®g®tation. Ell e peut aussi °
conservation(Jou etal., 1997; De Buochberg efal., 1976)

11.3.3. Propriétés physicechimiques des huiles essentielles

Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus souvent
inférieure a 1. Seulestwi HE of fi ci nales ont une densit® s
HEs de cannel | e, de girofle et de sassafras.
alcools et dans la plupart des solvants organiques. Elles sont altérables ehditdlessa
| 60 0 xy daxdqueseial., 1097)

11.3.4. Activités biologiques et pharmacologiques

Engénérale, les HEs sont connues pour leurs propriétés :

T Antimicrobiennes
Les vertus antimicrobiens des H.E. sont connues et utilisés depuis longtemps, mais cette

utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques

pr ®ci ses. On note | 6®t ude fctvitétastimigrabienneGlesa mb e r
essences de cannel Beglier-Mduieg 1976y et ren 19 Ghite Fgsserao f | e
montr® que | e bacille de Koch ®tait d®truit

De nos jours, leur emploi se faiir des bases scientifiques et rationnelles puisque de nombreux
travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE. des plantes
aromatiquesiorman et Deans, 2000 ; Flamini, 1999

In-vitro, | 6ef fet mi cr obi ci deétée tdbevé superieuraa cela sles H. E .
antibiotiguesValnet, 1979 . De plus, el l es ont un champ d«
montrent que les H.E. et leurs composés majoritaitesspn et Riley, 199% ont un effet
antimicrobien visavis des bactéeis Gram négatif et Gram posit€graman et al.,2001 ; Lis
Balchin etal., 2000 . Lédactivit® antifongiqgue et anti ba
est décrite par plusieurs études Cofner, 1993 ; Dorman et Deans, 2000 ; Inyoue
etal., 2007).
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T anti-inflammatoires (dues aux aldéhydes, au chamazuidné,

T anticatarrhales expectorantes (dues au -Lj@éol), mucolytiques (dues aux molécules

cétoniques et aux lactones)

T antihistaminiques

T antispasmodiques (dues aux éthers et aux esters)

T antalgiques, analgésiques et anesthésiques

T calmantes, hypnotiques et anxiolytiques

1 endocrinorégulatrices comme | es 1 strog etes, comme | a

T vasculotropes et hémotropeshyperémiantes, phlébotoniques, lymphotoniques,
anticoagulantes (dues awoumarines) et fibrinolytiques, antihématomes (HE d'hélichryse
italienne), hémostatiques, hypotensives

1 digestives eupeptiques, carminatives, cholagogues et cholérétiques (dues a la
menthone, la carvone et la verbénone)

1 antitoxiques

T antivenimeuses
T antirrumatismales
T stimulantes ou apaisantes
1 aphrodisiaques(Jollois etal., 200)
I'1.3.5. Domaines doéutilisation

Les HEs sont largement utilisées en parfumerie et cosmétologie (dans les cremes et les
gels) comme antimicrobiens et antioxydants, tout en Bmgurant leur odeur agréable
(Maruzzella et al.,, 1962; Vargas et al., 1999 Aussi, en industrie alimentaire, comme
conservateur (contre la prolifération des mioro gani smes) et exhlasusteur
Balchin et al., 1998 ;Lachowicz etal., 1998) Parmi le groupe diversifié des constituants
chimiques des HEs, le carvacrol, qui exerce une action antimicrobienne bien distegjuée,
additionné a différents produits alimentaires en industrie-algreentaire Hammer, 1999. Il
est rajouté pour rehausser le godt et pour empécher le développement des contaminants
alimentairegBilgrami et al., 192, Hitokoto et al., 1980). Plusieurs travaux ont montré que
les HEs de th m, ddéori gan, de cannell e et dbautres
sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables de toxi
infections alimentairesBeuchat,1976, Madhyastha etal., 1984)
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II.4. Les hydrolats

[1.4.1. Définition

Lors du processus d'obtention des huiles essentielles, un sous produit se pamtirede
l'eau ayant servi a I'extraction des molécules odorantes. Ce produit est I'hydrolat ou hydrosol en
anglais. Au cours de la distillation, la vapeur d'eau traverse la matiére végétale puis se condense
au contact des parois froides d'un réfrigé(Bmice etal, 2004)

[1.4.2. Composition

Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables a ceux
présents dans I'huile essentielle ainsi que des composés solubles dans I'eau non retrouvés dans
I'huile. La composition des hydrolats s'éloigne donc de celle desshuiles molécules
oxygéneées hydrophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles
comme les hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi glfs@adset al.,

2004)
I1.4.3. Activités biologiques et pharmacologiques

Malgré la faible proportion en principes actifs, les hydrolats présentent certaines activités
pharmacologiques et biologiques intéressantes. Leur popularité auprés des consommateurs est
principalement due a leur non toxicité par rapport aux huiissraiellegPiochon, 2008).

Plusieurs hydrolats de plantes de la Turg(RRoémarius officinali&., Ocimum basilicum L.,
Origanum vulgard..) ont été testés sur plusieurs bactéries pathogé&sederchia coli ATCC
25922, Salmonella enteritidis, $taylococcus aureus ATCC 23%¢.). Les hydrolats d'origan
et de sarriette ont montré une activité bacteriostatique trés intéressante.

Les hydrolats de thym « noir (Thymbra spicata L.)de cumin(Cuminum cyminum L.)
etd'anis(Pimpinela anisum L.)ont également montré une activité intéressante contre certaines
bactéries. La forte activité bacteriostatigue des hydrolats de sarriette et d'origan est due a la
présence de carvacrol et de thymol gont deux phénols monoterpéniques connus pour leur
activité antibactérienn@®eanset al. 1990 ; Farag etal., 1989).

Les activités antifongiqgues des hydrolats de cing épices (romarin, cumin, sarriette,
echinophore et basilic) ont été évalu@s vitro sur des espéces de champignons
phytopathogénegRhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea et Alternaria
citri) par des chercheurs de I'Université de Selcuk en Tu(Baigraz etal.,2005).L'hydrolat
de sarriette Satureja hortensisia monté l'activité antifongique la plus intéressante sur
I'ensemble des champignons testés suivi de I'hydrolat d'échinofffarieophora tenuifolia)

puis de cumir{Cuminum cyminum(Piochon, 2008).
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Ces résultats ouvrent une perspective intéressanteleawnaine de l'alimentaire, de la
cosmeétique et de la pharmacie dans la mesure ou les agents de conservation chimiques
pourraient étre remplacés par des hydrolats tant que limpact organoleptique e ceux
demeure acceptablEarag et al.,1989)

De point de vue pharmacologique, I'hydrolat était tres employé depuis l'antiquité pour
soigner divers maux tels que les problemes reliés au systeme-igeedtmal. En effet,

I'hydrolat dOriganum onitesa montré une activité spasmolytigue sirld uod ® num et |
de rat, stimulés par l'acétylcholine. Cetten hi bi ti on des contraction
dépendantéPiochon, 2008).

[I.5. Les polyphénols

[1.5.1.Définition :

Les polyphénols constituent un ensemble de molécules trés largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu'au&slam,
1989).

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaireédétaux. Ils résultent
biogénétiguement de deux voies synthétiques principales: la voie shikimate et(&cgjase
etal., 2003).

Les composes ph®nol i ques sont caract ®r i s@
benzénique au quel directement est lié au moins un groupe hydroxyl libre engagé dans une
fonction (Bruneton, 1999).

Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvestétendre de molécules simples, telles

gue les acides phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que des tannins.

lIs sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides,
tannins, quinones, acides phénakanthones et autres phloroglucinols ou les flavonoides
représentent le groupe le plus commun et largement distribué.La grande diversité structurale
des composeés phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui permettent
leur extracton et leur isolemer(Bruneton, 2009)
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I1.5.2.Classification des composés phénoliques

U Lesflavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles es @ et B), reliés par une chaine eg(Bruneton, 199) (fig. 3).
Figure 3 : Squelette de base des flavonoidBsuneton, 1999)

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes
(Fig.4) : anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ;
isoflavanes ; flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; auftdaesteen etal.,
2002;Edenharder et Grinhage , 2003)
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Flavanols Isoflavanols Anthocyanidines
Figure 4: Structures des squelettes de base des flavon@didesteen etal., 2002)

U Les tannins

Les tannins sont des pol ypBe@Bhoodta., 1999)Iqa i r e s
existent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines. Leurs
poids mol ®cul ai r e@0 BagdCowam,1998) H ést difieile de0eB sépareld
dans un extrait végétal, parce que de nombreux isoméres avec une base moléculaire trés
semblable coexisteBerthod etal., 1999)

lIs sont divisés en deux groupes, tannins hydrolysables et tannins condensés.
Alternativement, des tannins peuvent étre constitués par polymérisation des unités de quinone
(Cowan, 1999)

i Tanins hydrolysables:

Se sont des oligo ester oud des polyesters
déacides ph®nolg®n®Fral ement ket gtucese, | 6ac
gallique dans | e cas des tanins galliques, s

(Bruneton ,1999)(fig. 5).
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Figure 5 : Structures des tannins hydrolysables etatéses associé@Peronny, 2005)

1 Tanins condensés ou pr@antocyanidines :

lls se different fondamentalement des tannins galliques et ellagiques car ils ne possedent
pas de sucre dans leur molécules et leur structure est voisine de ceflavdasides
(Bruneton, 2009) (Fig. 6)

s oH
oH

VAN-3-01
FLAVAN-3,4-DIOL FLAVAN-3-OL

Figure 6 : Structures de tannins condenfiésronny, 2005)
U LesCoumarines

Se sont des substances odorantes présentent dans de nombreuses plantes aux actions
variables. Les coumarines sont desbenzopyrartR-o nes qubdon peut consi i

approximation, comme étant les lactones des acithgsldxy-Z-cinnamiquéBruneton ,1999)
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U Les antocyanosides

Les anthocyanes sont des pigments responsables de la couleur de la plus part des fleures et
des fruits(Harborne, 1967; Brouillard,2003. Ces pigments représentent des signaux qui

attirent les animaugollinisateurs insectes, oisea(Brouillard et al.,2003).
U Les lignanes

Les lignanes sont issu de la condensation des deux unités phenylpropaniqdé&s. (Cés
composeés sont tres répondus dans le réegne veégdied forment une classe chimiquedr
i mportante. Chez | 6 o rdutanikque® comnee lel sécsisoléricirgsimal n e s
(Bruneton, 1999)qui est présent au niveau des racines en plus dolivdo (Hryb, 1995).

U Les antraquinonesi Anthracénosidesi Emodols

Les anthraquinmes sont des composes colorés en orange, rouge, appartenant a la famille
des anthracénosides. Ces derniers regroupent tous les composés phénoliques et hétérosidiques

Les emodols sont des dérivés hydroxyanthracéni(iee®mu et Hisachi, 1971).
11.5.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiqgues comme les
activités  antiallergique,  an@irthérogénique, antnflammatoire,  hégatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, anticarcinogénique, -#mtombotique, cardioprotective et
vasodilatoire(Middleton et al., 2000 ;Ksouri et al., 2008) Ces actions sont attribuées a leur
effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la
destruction oxydative pamal neutral i sation des radi caux [

décomposition des peroxydddijeldt et al., 2001)

Les effets bénéfiques des polyphénolsintéressent particulierement deux domaines : la
phyt ot h®r api e e t(Lebng &t$hgii2008)e al i ment ai r e

Déapr s |l es ®tudes multiples attestant de |
sur la santé et la prévention des maladies, les industriels commercialisent maintenant des
aliments enrichis en polyphénols ou comme des supplémentntaires. De plus, leur activité

antioxydante assure une meilleure conservation des denrées alimentaires en empéchant la

peroxydation |ipidique. Dans | 6industrie co:
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application pratique en luttant conteeproduction des radicaux libres néfastes dans la santé et

la beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a
plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux
flavonoidesu 6 aux ant hocyanes, tanins et autres coc

étre utilisée pour des bénéfices spécifiqitennebelle etal., 2004).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par difer ent es m®cani smes dbéactions: soit |
superoxydes, alkoxyles et peroxyddd$odek etal., 2002) soit par chélation des métaux (le fer
et l e cuivre) qui sont doOoi mportance majeur e
Il i nhi bition des enz gtioredes radieaanplibre¢gan Bdkez stalde | a
1998 ;BenaventeGarcia etal .,1997) lls jouent un rdle tres important dans le traitement du
di ab te (i nhi bant | 6al dose r@ductase), de
inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase efclooxygénase), des hépatites,
des tumeur s, de | 6hypertension (querc®tine)
affections bactériennes et virales (aftV) (Yao etal., 2004 Cowan etal., 1999). Mais, on
attribue également aux flavonoides des propriétés neurosédatives, antispasmodiques,
diurétiques, artoestrogenes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences
telle | 6alt ®r adadordusionde | a m®moire et |

Déautres part, l es citroflavonopudes (fl avo

capillaire (insuffisance veintymphatique, crise hémorroidair@jennebelle etal., 2009.

Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capilimiee (
rouge, Vitis viniferal.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques urinaires.
Leur plus grande sp®cificit® reste cependan
facilitant la régénération du pourpre rétinievia¢cinium myrtillusL.; Ribes nigrumL.)
(Hennebelle etal., 2009. Les anthocyanidines sont responsables de la couleur brillante des
fruits et des légumes. Aussi, ont un effet inhibiteur dertassance des lignées cellulaires

humainesZhang etal., 2005).

Les taninssont considérés comme des-rauttiments grace aux divers effets nuisibles a
savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les
dommages du foi¢Chung et al.,1998) l'1's sont dot ®s dobéun <cert
lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectricesatrigantes et antiarrhéiques
(ch°ne, Quercus) . Les pr oanCrhtaeguy spp sed@ntde s d i r



lere parti®ynthese bibliographique

bons sédatifs cardiaguétennebdle et al., 2004) Concernant le pouvoir antioxydant des
tannins, cette propriété est tres remarquable due a leurs noyaux phénols et la présence des
groupes diou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A.
lLestmnins cat ®chiques du th® vert ; gal l at e
| 6®pi cat ®chine sont des pui(Rammam 2082, ils kitibenda c t eur
les ions C&" g u i catal ysent | 6oxydation des | ipopr
(Yoshida, 1999.

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives,
diurétiques, stomachiques et carminatiyeiennebelle etal., 2004. lls ont la capacité de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la

peroxydation de lipides membranairgsAndersson etal., 1996)

Les acides phénols etec d®r i v®ssont consi d®r ®s cCommi
chol ®r ®t i que de | 6arti chaut-infemhmatbiresdespdérovgsr i ®t
salicylégHennebelle etal., 2004) Les composés possédant les activités antioxydantes et
antiradical aires sont | 6aci de caf ®i que, | 6 a
caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactérgsaatpignongCowan, 1999.

Al ors, | 6bacide galligue a pour pouvoir de r @
chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux
tels la cisplatine peut étre un traiternefficace pour ce type de can¢eRangkadilok et al.,

2007) (! peut aussi pr ®venir |l es dommages C
concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels que la quersétites cellules
humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats(ricamayix

etal., 2005)

Certaines quinones, d®r i vant de | dant hraqgt
rencontrées dans la bourdaifhémnus franguld.), les sénésdassia spp et les aloesAloes
spp. ) . Déautres a ct ipwotbzoa®es, aativirblesd @nphactésenney, e s ,
fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du groupe ont une toxicité

non négligeablgBruneton, 2009)
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Chapitre Il : Activité antibiofilms des métabolites secondaires

[11.1. Généralités sur le biofilm

Le consensus actuel définit unbiofilm comme une communauté de microorganismes attachés de
maniére irréversible a un substrat (microorganissessiles), qui sont ancrés dans une matrice
de substancespol ym®riques extracellulaires ¢
modifié (i.etaux de croissance, transcription des g&es)lan et Costerton, 2002)

La formation des biofilm&st un processus complexe qui peut se résumer en quatre étapes
(Figure 7)(Seneviratneet al, 2008) |l a phase initiale pr®coce
phase interm®di aire de croissance du b-i of il

forméet enfin déune phase de di sper sPencaretade mi c
20098 .

A: Phase précoce : adhérence initiale de blastospores
B : Phase intermédiaire de croissance du biofilm
C : Phase de maturation

D : Phase finale de dispersion

Figure7:Pri nci pal es ®t apes de.albimand or mati on
(Blankenship et Mitchell, 2006).

[1l.2. Résistance debiofilms aux antifongiques

Les biofilms posent un probléeme majeur puisque la dose requise pour les éradiquer peut
étre supérieure aux concentrations thérapeutiques les plus élevées admin(Reabkage et
al., 2009) Plusieurs mécanismes de remige ont eté identifies ch€z albicans(Ramageet
al.,2006):
1)- La présence de la matrice augmente la résistance des bi@filafattani et Douglas,

2006) en constituant une barriere diffusiidawser et Douglas, 1994 La matrice diluerait
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les agers actifs dont la concentration ne serait plus I§tddl -Stoodleyet al, 2004) L éact i o1
de ces molécules sur les cellules serait ainsi retéi@eylas, 2003)

2)- Lorsque les levures sont résistantes, les génes codant pour les « pompes a e#lux » (i.
CDR1, CDR2 et MDR1(Mukherjee et al, 2003)localisées dans la membrane des cellules
seraient surexprimgdlukherjee et Chandra, 2004).

3-LO6exi stence dbébune sous popul ation de celll
également favoriser cergressus de résistanflea Fleur et al, 2006) Ce sont des variants
phénotypiques du type sauvage plutbét que des mufhateur et al, 2006) qui seraient
quiescents(Lewis, 2010) Ces cellules survivent & des concentrations élevées en agent
antifongique (Lewis, 2010) Une f oi s |l a disparition de | ¢
peuvent reformer un biofiln{Lewis, 2010)

4)- La réduction de la teneur en stérols de la membranelmegrait aussi a la résistance durant

les phases de croissance intermédiaire et de maturation du bidfilkihérjee et Chandra,

2004) Or , | 6ergost ®r ol est essenti el pour (I

engendrer une r &uokhegaeetald2003). 6i nf ect i on
[11.3. Effets connus des métabolites secondaires sur le biofilm

Les propriétés antimicrobiennes, antiseptiques, antifongiques et mén@aadiida des
huiles essentielles sont souvent attribuées a leurs principaux composamsicares comme
| 6eug®nol , | e t (Bragacet al.2008, Pavelet &l,a2010 aWilliams$et al.,
2011) Les propriétés antifongiques et abitbfilm de Candidadu thymol et du carvacrol ont
®t ® mi ses en ®vi denc eabdaargDalleaietala2zdd8 doune ®t

Plusieurs polyphénols ont démontré un pouvoir fongicide en&ralbicans tel que le
resveratrol, par accumulation de tréhalose intracellul@lteng et al., 2007) Le gallate
d'épigallocatéchindEGCG), par inHiition de la synthése d'ergostérol en agissant sur le
meétabolisme du folatgNavarro-Martinez et al., 2006)et I'acide benzoique isolée du jus de
canneberge qui inhibe totalement la croissanc€.dabicangSwartz et Merek , 1968) Une
synergie entre |[EGCG et les antifongiques azolés a été démoliNaearro-Martinez et al.,

2006) Une étude réalisée p#tirasawa etal en 200da concl u que | 6 EGC(
l'activité antifongique de I'amphotéricine B et du fluconazole sur les souches résistantes et non
résistantes de&. albicans Il est permis de penser que ce polyphénol pourrait diminuer la
guantité d'antifongiques nécessaipsur le traitement de mycoses, limitant ainsi les effets

secondaires des antimycotiques. L'étude H#n (2007) a démontré que l'utilisation en
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combinaison d'un extrait de pépin de raisin et d'amphotéricine B permettait de réduire la dose
requise d'amphoti&ine B de plus de 75 %, a cause de l'effet synergique avec I'extrait de pépin
de raisin. Certains facteurs de virulence @e albicans peuvent étre influencés par les
polyphenols, tel que I'extrait de feuille &reblus aspequi réduit la formation d'fphes et
l'adhérencede C. albicans auxellules épithélialegTaweechaisupapong etl., 2005) De

plus, Taweechaisupapong etal.,(2006) ont démontré que ce méme polyphénol réduit
'adhérence d€. albicansa l'acrylique de 20 %. Cette réduction d'adhéresarait due a un
changement dans la paroi cellulaire @andida La formation du biofilm a également été
inhibée jusqu'a 70 % par le baicalein provenant de I'nerbe chiBoigellaria baicalens{€ao

etal., 2008).

Le sal vi pi si onoatinkithé lelbidfdrmedeshsiaphplacagues en réduisant le

nombre de ses cellules et sa morphologialéncka eal., 2007%.

Chapitre 1V: Pouvoir anti -radicalaire

IV.1. Origine du stress oxydatif

Les Radicaux | ibres, | e s le stpess oxgdant et @doxydants e s ¢
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et méme
pour | e grand public. Ces notions ne sont t
dans le milieu des années 50, Gensehn pui s Hart man ®voquaient d
et la « free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissemert9@&h les
AmeéricainsMcCord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains un systeme
enzymatique antioxydarsuperoxyde dismutase « SOD », démontrant ainsi pour la premiere
fois que notre organisme produit des esp ce
prot ®ger . Cette d®couverte sera | e point de

mondeentier sur le stress oxydant et les antioxyddrasier, 2003.

O D®&f inition doéun radical |[|ibre
Léoxyg ne est un ® ®ment essenti el pour | e
de produire de | 6®nergie en oxydant l a mati

partie de cet oxygéne en métabolites toxiques, nommés raditamag brganiquesMeziti,

2007). Selon la définition proposée pdalliwell et Gutteridge (1997), les radicaux libres sont

des especes chimiques contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons
célibataires. Ces radicaux peuvent se formerntyaasferts mon&lectroniques ou par scission
homolytique de liaison covalente: Apres une rupture homolytique, chacun des deux électrons
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intervenant dans |l a | iaison entre | es at ome:c
deviennent alors deadicaux libresBonnefontrousselot eal., 2003.

U Deéfinition du stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitefites¢ena
par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydaoxy/g@ants est en
équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit Baxgdants ou par suite d'une
surproduction énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé stress Bayiamt (
2003. Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses carattériggues g®n®t i ques ou | denv
vit (Diallo, 2008). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible
moléculaire, de la sévérité de l'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est imposé
(Aruoma, 1999.
IV.2.Les radicaux libres dans les systemes biologiques :

U0 Roles biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux | ibres en biologi
dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de nalsders étant des
espeéces indispensables a la vie. lls remplissent en effet de tres nombreuses fonctions utiles qui
a part la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transdude signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales,
a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment
ceux de la mémoire, la fécondation de l'ovule, & la régulation des gerasiér, 2003, a la
production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire Ardestani et Yazdanparast , 2007 ; Touafek , 2010 ; Marfak, ZIB) .

U Lesconséquences du stress oxydant

Léattaque des radicaux | ibres au sein des
des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete de la
membrane, altérant de ce fait sesfoncons d&é ®c hange, d eKoéchlin-r i " r e
Ramonatxo, 200¢ . La toxicit® des EOR sobOexerce ®gal

en effet capables de réagir avec difféerents acides aminés des chaines de protéines, altérant
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également leur fartion. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine,
l 6hi stidine, |l a cyst®i ne et |l a m®t hi oni ne.
peptidiqgues et de f or mer ai nsi des fragmen
mitochondrial, est également une cible majeure des EOR.-€qeuvent en effet interagir
avec | es d®soxyriboses de | 6ADN, mai s aussi
alt®rations structurales | or s qierinedes$ atération®e s o n
géniques Koechlin-Ramonatxo, 2006. Les conséquences biologiques du stress oxydant
seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront
la prolifération cellulaire et I'expression de progs d'adhésion, des stress moyens faciliteront
'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents
désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nhombreuses autres
anomalies biologiques sont duites par le stress oxydant : mutation, carcinogenése,
mal f or mati on des fitus, d®p1?tt de panticotp®i nes
dépbt de lipides oxydés, immunosuppressidavier, 2003.

U Les maladies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses amtydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales eequrisuant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataract e, scl ®r ose | at®rale amyotrophique,
pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydanaussi un des facteurs potentialisant
l'apparition de maladies plurifactorielles tel que le diabete, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculakasiér, 2003.

IV.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres qui
sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui inhibent ou
retardent |l e processus dooxpapagationodes cleainesldd o q u
réactions oxydativeBehera etal., 2006).

Les antioxydants naturels oud synth®tique
mal adi es (cardiovascul aires et neur od®g ®n ¢
vieillissenent, dus a la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont

egalement utilisés dans les aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la
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d®col oration qui est souvent due ° | @ng x ydat
meétaux(Méda et al., 2005)

IV.3.1. Classification des antioxydants

0O Classification des antioxydants par rappo

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir & deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés (groupe 1) ou en épurant les radicaux libres
oxygénés formés (groupe 2). En complément de cette double ligh®dee n s e, | 6or ga
en outre capable de r®parer ou do®l i miner | €
(Gardés Albert, 2003).

A Groupe | : (les antioxydants primaires)

Ce genr e doanti oxydant s peut a propagatibre de | a
| 6oxydation en participant au padicaoxdisreswess d 6 0 X
leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des composeés
ph®nol i ques (AH) <capabl es dadicaldirenetle convertirenat o me
un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de facon
prédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : la concentration élevée de ces
radicaux et la faible énergie du groupemdd®(Q-). Un piégeur du radical libre, méme a des
concentrations faibles, entre en compétition avec les lipides pour rendre le radical libre inactif
par | 6i nter m®di ai re dobébune r®action de | i b®r
(Frankel et al, 2000 ; Huanget al.,2005.

A Groupe Il (les antioxydants secondaires)

Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances
chimiques chélateurs de métauxorx ydat i f s, des d®sactivateur
piégeurs d e | a mol ®cul e dbéoxyg n e ;oxydatimeh iedzymese ur s
antioxydants et destructeurs des hydropéroxides.

Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctionrsxgpuaiditives, par
exempl e, | 6 aci deun piégeuo dubadicpulibre, gésactivatelir tdes @xygenes
singulets dans une solution aqueuse et effectivement régénérer du tocophérol. Plusieurs
flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de nviteuxdt al, 1996.

U Classification des antioxydants suivant la nature chimique

A Les antioxydants naturels
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Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydaniso. Elles incluent le béta
carotene, l'albumine, l'acide urique, les oestrogenes, les polyar@aefavonoides, l'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamineK&echlin-Ramonatxo, 2006. Elles
peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une
capacité de lier les acides gras lib&oboda etHampson, 1999)

A Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sobdoagi:t prin
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une
action complémentaire sur tmscade radicalaire au niveau du®0& du HO,, conduisant
finalement ~ | a formati on Lehchér-Mehaeletal200)de | 60

A Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas

synt h®ti s®s par | 6organisme et doi vent tre
doéoanti oxydant nous retrouvons |, desvitaminesEe®| ®me
C et les polyphénolbans | 6i ndustrie alimentaire, |l es

butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le

t ®t rabutyl hydroquinone (TBHQ), sont | ar gemer
chers qudes antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un
besoin de recherche comme mati re de substi
antioxydants de la nourritureLiu et al.2003. Cependant, il a été montréuay ces
antioxydants de synthése pouvaient étre toxiqgas €t al.2000. En effet, le BHA
convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogénes en augmentant la
sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organetépdtgues Barlow, 1990.

Le BHT présenterait des effets carcinogénes chez laaatt(al. 1985.

Il V. 3. 2. M®c ani sme dobéaction des antioxydants
Les m®cani smes dbdaction des antioxydants s

singulier, la désactivationeds radi caux par r®action dobéaddi

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transitioiel, 2009 . Dbune man
g®n ®r al e, un antioxydant peut emp°chmémel 6oxy
plus apidement que cehd i . Un t el ef fet r®sul te doune

débhydrog ne ou doé®l ectrons souvent aromati g
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation panocéseh

par manque de positions appropri ®es pour °
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antioxydants sont en fait des agents de pr®
catal yseur s, en r ®agi ssant aserecapable$ dexdévigr on e , C

de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.

Déautres en interrompant | a r®action en chai
un radical d 6 a c i -di pe pgissentsréagirawen un nayveleacide grasuTiandis
gue dbéautres antioxydants absorbent | 6 ®ner ¢

transformer en chaleuyacoub etal., 2009).
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Les objectifs de ce travail sont | 6examer
essentielle et pol yph®nol s) et | 6®val uati or

Nepeta. amethystina

Chapitre | : Matériel végétal
[.1. Origine du matériel végétal

Nepeta amethystin®oir a été récoltée @in-Sefra (Djebel Mekhter) au &-Ouest
Algérien, en période de préfloraison (tiges, feuilles et racines), a la fin de mai et début de juin
durant | OfigBn®e 2011
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Figure 8 : Situation géographique de station de collecte

Le lieu de prélevement de la plante Djebel MekhterAin-Sefra», dépend
administrativement de la wilaya de Naanwelle-ci se trouve limitée au Nord par la wilaya de
Naama, au Sud par la wilaya de Baah , “ |l ouest par | e Maroc,
Bayadh).

La ville deAin Sefrase trouve au suduest algérien, et entre 35° @8 35 25 de htitude
Nord, et entre 0° 15et 2 A 15A de Longi t u®dd,M, WHulres c | i me

données géographiques et bioclimatiques sont résumées tiviede 2
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Tableau 2: Situations géographiques et étage bioclimatique de la station de récolte
(O.N.M.,2011).

, . Etage Altitude Latitude Longitude | Pluviométrie
Station de récolte| . -~ “>°
bioclimatique (m) (Nord) (Ouest) (mm)
Ain-Sefra . o
Aride froid 1075 0A 32A 120
(Djebel Mekhter)

Léidenti ficat i onaétedéteanmé sglandes désQiebzél et Santa ¢1862),
Ubera et Valdés (1983t confirmer par les botanistesu | abor at oi re doEcc

biodiversité végétale, Université de Tlemcen ou des spécimens de la plante sont digposés (
9).

Figure 9: N. amethystindtiges, feuilles\Photos prises a Djebel Mekhter en juin 2011).

|.2.Traitement du matériel végétal

Apres la récolte, le matériel végétal est nett@gbarrassé des débret)les deuxyparties de la
plante récolté (tiges + feuilles et racines) sont séparément étalées et laissées sécher a l'air libre
et a l'abri de la lumierpendant trois jourdJne fois sécher, nous avons conservé chaque partie

de la plante dans des sachets en papier de Kraft.

1.3. Enquéte ethnopharmacologique

Lébenqu°te pr ®I i nN aneihystaa stél realisteaauppes denla gopulation

d 6 ASefna selon unugstionnaire (voiannexe 1} . Léenqu°te a port® e:
nomvernacul air e, |l a partie de | a plante util

usages thérapeutiques.
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l.4. Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques resistent & détecter les différentes familles chimiques existantes
dans la plante étudiée par des réactions de précipitation ou de coloration en utilisant des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés selon les méthodes déciebmaetal. (2003).

[.4.1. Extraction :

Les parties aériennes de la plante (tiges, feuilles et racines) ont été soumises a des
extractions sous refluxig. 10) successivement par trois solvants de polarité décroisseatg
éthanol et éther diéthylique (PROLABGf i n dbéextraire | es diff®r

chimiques.

Figure 10: Appareil de Soxhlet

| . 4. 2. Epui sement du mat ®r:i el v®g®tal avec d

50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300aliddans un ballon morol

surmont ® doéun r®frig®rant . uné beurs. d enindlange esk t p
fitreet | 6 e x testadurnis aanqdifférants tests.
a. Amidon:

Le test effectué consiste a :

1 Chauffer 5ml d erait laqueux avec 1énl d 6 u n ede BlaCl saturéeo n
dans un bain marji e jusqud”™ | 6®bullitio
T Ajouter | e r®actif doéamidon

Lébapparition doébune coloration bl eRalmmanyi ol ac
2002.
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b. Les saponosides

Les saponosides sont C ar arochidaietalgl999.p,aur un |
d®t ection est r®alis®e en ajoutant un peu di

mélange est abandonné pendant 20 minutes et |la teneur en sap@sigdakiée:
Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1cm = test faiblement positif
Mousse de -Rcm = test positif

Mousse plus de 2cm = test tres positif

c. Les tanins:

La pr®sence des tanins est mi se en ®viden
doeau et 1 ° 2 gouwuditleus®ed el Os ofl ouitsi.o nL 6daep pFaerG It i

foncée ou blewerte indique la présence des tanins

d. Les anthraqunones:
La détection des anthraquinones consiste a :

A Traiter 1g du matériel végétal avec 10 ml de KOH (0,5N) et 1 6k Hilué a

5% ;

Bouillir et refroidir le mélange

Filtrer, puis acidifier |l e filtrat ave

Extraire la solutioracide obtenue avec 10 ml de toluéne ;

> > > >

Agiter | 6extrait de toOHI ne en pr ®senc

Une r ®action positive est r®v®l ®e par form

alcaline.

143. Epui sement du mat®riel v®&g®tal avec de |
50g de mat ®ri el ve®g®t al sont mis en contac

surmont ® déun r®frig®rant . Léensembl e est p

filtr® et | 6extrait ®t hanolique est soumis a
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a. Lesflavonoids:

La r®action de d®tection des flavonopdes ¢
1 ml doHCI concentr® et O0,59g de tournure de 1

en évidence si une couleur rose ou rouge se développe apmast&snyochida etal., 2002 ).

b. Les alcaloides sels

Leur détection consiste a :

x Evaporer ° sec 20 ml de | 6extrait ®tha
x Ajouter 5 ml doHCI (10%) au r®sidu obt
x Filtrer l e m®lI angeuedtqukbkéalgmalltitreiss ed 6 u:
NH,OH (10 %) jusqubdéau pH 9 ; Extraire |

ensuite concentrer a sec ;

x Dissoudre le résidu dans du HCI (2%) ;

x Tester la présence des alcaloides par quelques gouttes de réactif de Mayer et
Wag ner afin dobéobtenir un pr®ci pit® bl
présence des alcaloidésafhgakadilok etal., 2007%.

c. Les tanins:

La pr®sence des tanins est mise en ®videnc
eau et 2 e solutiéh de fee@ld it le s ® a. Un t est positif e

(@)}

(@)}

une c ol eoira {tanis galliuese ved ou bleuerte (tanins catéchiques).

d.Les anthracénosides, les coumarines et les anthocyanosides

Pour mettre en évidence ces composes, il faudra suivre les étapes suivantes :

T Ajouter 15 ml doHCI (10%) ~° 25 ml de |
T Porter | 6ensemble ° reflux pendant 30
T Refroidir | a solution et | d6extraire 3

Ensuite, chacune des ces familles est détectée séparément :

e. Les anthracénosides

La détection des anthracénosides est réalisée par le réactif de Borntrager, en traitant 8ml de
l a solution extractive ®th®rique par ce derr

teinte vive vrauge audidletpdueprel 6 or ang ®e
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f. Les coumarines
Leur détection consiste a :

1T Evaporer ° sec 5 ml doéoeau chaude, pui s

T Prendre | e demi vol ume comme t ®moi n e
NH4OH (10%) ;

1 Mettre deux taches sur un papier filtre et exmmsous la lumiere UV

La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence itrtitolsetd et al.,
1980).

g. Les anthocyanosides

Le test effectué consiste a doser la solution aqueuse acide avec une solution NaOH. Les
anthocyanosides ont desl@@tions variant en fonction du pH. La solution prend une couleur

rouge stable au pH < 3, et varie au bleu en milieu alcalin.

h.Les stérolststéroides
Deux essais ont été effectués :

Essai 1 : il consiste a :

A Evaporer ° seéthandifueiml déextraidt
A Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de chloroforme anhydre puis filtrer ;
A M®l anger 5 ml de la solution chlorofor
A Ajouter quelques gouttes doéacide sul fu
A Agiter, puis laisser la solutionpeser.
Un t est posi tif est r v ®l ® par | dappariti
(maxi mum doéintensit® en 30 minutes ~ 21AC).

Essai 2 : Il consiste a:

P

A Evaporer ° sec | b6extrait ®t hanolique ¢
A Dissoudre le rédiu o bt enu dans 0,5 ml déanhyd
chloroforme, puis filtrer ;

A Traiter le filtrat par la réaction de LiebermaBarchardt.

Si cette réaction donne des colorations vbheeie et verteviolette, elle indique

respectivement la présenceschétérosides stéroidiques et triterpéniques.
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i. Les composés réducteurs:

Leur d®tection consiste ° traiter 1ml de |
gouttes de |l a |liqueur de Fehling, puis chauf

précipité rouge brique.

1.4.4. Epuisement du matérielv§ ®t al avec | 6®t her di ®t hyl i que

50g de mat ®ri el v®g®tal sont mis en contac
monocol surmont ® déun r®frig®rant. Léensembl
est filtr® et | 6extrait ®therique est soumi s

a. Les huiles volatiles

La détection des huiles volatiles consiste a :

1T Evaporer ° sec 20 ml de | 0extrait ®th®
Mf Di ssoudre | e r®sidu obtenu dans de | 6a

1 Concentrer a sec la solution alcoolique obtenue.

Un test positif estrévéléparé obt ent i on dodéun r ®si du ar ! me.

b. Les acides gras:

Léoessai effectu® consi ste
1 Concentrer a sec 20 ml de la solution éthérique ;
f Dissoudre | e r®sidu obtenu dans de | 06a
1 Traiter la solution alcoolique avec une solution base de soudepmiaisse ;
T Ajouter un peu dbébeau et extraire |l a so
1 Concentrer a sec la solution éthérée.

Un test positif est r®v®l ® par | 6obtenti on

c. Les alcaloides bases
La détection des alcaloides consiste a

1T Evaporer ° sec 10 ml de | 6extrait ®t h®
M Dissoudre | e r®sidu obtenu dans 1,5 ml

1 Ajouter 1 a 2 gouttes de réactif de Mayer.

La formation doun pr®cipit® blanc jaunOtre
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|.5. Extractions séletives

[.5.1 . Proc®d® dbéobtention de | 6huil e essenti e
Léoextraction de | 6huile essentielle de | a

effectuée par hydrodistillation au Clevengéette méthode consiste a immerger directement le

mat ®r i el ve®g®t al dans | 6eau qui est port ®e
ball on en verre, plac® au dessus doéun chauff
etsuumant ® doébune <colonne ° distiller en verre.
r ®f ri g®r ant gui condense | es vapeurs dbeau
burette. La dur ®e (ftyell)l 6extraction est 4 ° 5

Figure11:Phd o ddéun montage dbébhydrodistillat

1.5.2 . Proc®d® dbéextraction de | 6hydrol at

La vapeur condensée obtenue conduit a une phase organique (huile essentielle) qui est
s®par ®e de | 6eau aromati que par d®cantati o
n®gligeable dbéessence aromati que eHeohuie est or me
réalisée par extraction liquide liqguide avec un solvant organique (éther diéthylique)
Léutilisation déun ®vaporateur rotatif sous
| 6huil e essentielle dissoute dans | " hydrol at

|.5.3. Obtention des flavonoides totaux

Pour | 6extraction des flavonopudes de | a par
méthode décrite paspson etal. (20M®) (Fig. 12).
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- 100g de plante s che broy®e est plac® d
hydroalcoolique MeOH/eau (7:3 V/V) porté a ébullition.

- Lo6®chantill on est | ai ss® mac®rer durant
trois fois avec renouvellement du solvant.

- Apr s filtration sur papi er(EB)eéstévapoeé sous 6 e x t
vide a sec en utilisant un évaporateur rotatif (BUCHI) a la température 5@°@5

- Apr s d®graissage du r®sidu obtenu par |
I'eau chaude (50°C) puis soumis successivement a une extrigtime-liquide par
l'acétate d'éthyle (extraction des flavonoides aglycones, flavonoides@glyzosides
et parfois des dD-glycosides) et le -butanol (extraction des flavonoides-@
glycosides, tHO-glycosides et &jlycosides) Tereschuk etal, 2004). Ensuite, les deux
extraits, | 6extrait ac®t ate doBaOH)wdnt ( EAcC

évaporés a sec en utilisant un évaporateur rotatif.

Tiges et feuilles d&lepetasec broyé ]]

[ Méthanol / eau (7:3) VIV (bouilli) ]/\

[[ Macérdion durant 24h

[[ Filtration

[[ Evaporation a sec (50°C

|

Extrait sec enrichi en flavonoides

Trai tement avec de

Fraction tbutanol J L—"[ Fraction d'acétate d'éthyl

\

Figure 12: Protocold 6 e x t r act i o nUpdanetal.f20B)v onopdes (
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1.5.4. Extraction liquide-liquide et fractionnement sur colonne
1.5.4.1. Extraction liquide-liquide
Af i n doéoi denti fier guel ques produi t sliquidenous
desextraitsbrgt, aqueux et ®t hanoliqgue ~ | 6aide de s
1.5.4.2. Fractionnement par colonne ouverte

Cette technique est analogue a la CCM (basée sur une interaction électrostatique/ liaison
hydrog ne) sauf que cd<edad, et ngnaar diffusiomn.\On ttiise gna e | ¢
colonne en verre ®qui p®e dobéun verre fritt® e
g®n®r al ement de | 6alumine ou de Il a silice.
molécules sontlpus f aci | e me nt (Horowitz,2809) qu&®IdHtaiuam es e f
gradient de solvant polaire en faisant wvari ¢

méme en changeant le solvantioéme.

Mode opératoire: Lor s de | 6op®r ati on de rempli ssage
r®partition | a plus homog ne possible de 1|6
®viter | a formation de trous et de budnl es d

fractionnement est le choix des éluants. Ce choix dépendait de la polarité. Pour cela on a essayé
plusieurs systemes de polarité variable, pour la mise en évidence et la séparation de différents
constituants.

Pour <cel a, nous avons fractionn®s uni gueme
(tiges, feuilles) deN. amethystinasur colonne (CC) ouverte de silice de forte granulométrie
(SiOz, ICN 2006500um, 60A et ®, G fine 164 0  ePaw)élution sous vidaux solvants de
polarité croissante (cyclohexane, DCM, éther, acétone, MeOH), on obtient des fractions qui
sont évaporées a seaus pression réduite.

I.5. Dosages et analyses chromatographiques

1.5.1. Rendements en huil lat essentielle et en
Le rendement en huile essentielle et de I
entre | e poids de | O0huile essentielle ou di

rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formuletsuivan
R %= (Ps/ Pa) x 100

R % : Le rendement en %

Pa: Masse de la plante en g

Pe:Masse de | 6extrait en g
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1.5.2. Dosage des composés phénoliques
1.5.2.1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en phbls totaux des extraits (H2@thérique et méthanolique) de N.

amethystinaa été déterminée par la méthodesdegleton etal. (1999)

Une quantité de 2001 des extraits de la plante est mélangé avec 1ml du réactif dé Folin
Ciocalteu fraichement préparé (10 fois diluéd,&ml de carbonate de sodium a 7,5%0&s.
Léensembl e est I ncub® ©° temp®rature ambiant
contre un blanc ° | 6aide doébun spectrophotom
do®t al onrmxget+ (by) =a ® ® r ®ali s®e en paral | |

concentrations (0,25mg/ml) dans les mémes conditions que les échantillons.
Les r®sultats ont ®t® exprim®s en milligra
poids sec de lplante en appliquant la formule suivante :
C=(cxV)/m

C:La teneur en ph®nol s totaux (mg dbéaci de

C. La concentration de | 6acide gallique
(mg/ml).

V:Vol ume dtenéthadokguetou aqueux

m: Le poids de la matiere végétale seche (g).
1.5.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides a été déterminée spectrophotométriquement selon la méthode
décrite pailUpson etal. (2001) Une quantité de 100ndle chaque extrait (MeoHAD, AcoEt,
1-But anol) a ®t ® m®l ang®e avec 0, 4ml déoeau di
de nitrite de sodium NaNGh 5%.

Apr s 5 minutes, 0, @2 10% a été ajonté. Aes b migsitoo N d 6 /
additionne au meélange 0,2ml de solutonde@x1 M et 0, 25 ml déeau di s

est agit® ° | daide dbébun vortex et | dabsorban

La teneur en flavonopdes a ®t® cal eyl ®e
réalisée par la catéchine a différentes concentrations ¢0,085mg/ml) dans les mémes
conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de

catéchine par gramme du poids sec de la plante
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1.5.3. Chromatographie surcouche mince (CCM)

La CCM permet dbdébavoir une id®e sur |l es dif
extraits.
Principe : Elle consiste a placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et la laisser
éluer en la trempant dans un solvanotun mélange de solvant (appelé éluant) qui diffuse le
long du support. La tache migre sur la plaque plus ou moins vite selon la nature des interactions
gudelle subit de | a part du support (phase
baséesur une interaction de type électrostatique/liaison hydrogene. Le principguise

rassembleésbdassemhterencontr® en chimie per

des ph®nom nes i mpliqu®s. (! noegcheidreebgmas de
®l uant (cbdest | u (Bouhiaes, 1988).uas CCHI ser dérdule err timis etapes)

pr ®paration de | a cuve, pr ®paration de | a p!
compose de | a cuve et @dtundcCwomueepate.  L@O®viD

solvant mais surtout a réaliser la CCM en atmospheére saturée.

Mode opératoire: Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur
plaquesanalytiques commerciales 20 x 20 cm (Silicagel 60 F254,8e50 mm doé ®p ai s's
| 6ai de dédun crayon, on trace | ®g rement un
plague et une ligne de front a 1 cm du bord supérieur. En utilisant une micropipette, on
effectue un dép6t du produit surlalignede dépars ous f or me dbéune pet.
en atmosphere saturée, il faut tapisser les parois de la cuve de papier filtre. Aprésd80 min

l i ntroductiomndel laég®! banpl alfoaiesi , | 6i nt ®r i eu
inférieure sd@ trempée dans le solvant. Une fois le solvant arrive a la ligne de front, on retire la
plaque et on la pose dans un dessiccateur pour sécher.

La détection des taches a été réalisée par plusieurs révélateurs. En premier lieu, avec la
lampe (UV) de typ&/ilberlourmate N°7674 (a 254 et a 365 nm) mais puisque de nombreux
compos®s ne poss dent pas de coul eurs propr
lumiere UV, dans ces conditions, on est obligés de rendre visibles certaines taches en
pulvérisantnotre plague avec une solution de vanilline sulfuriqgue a 1% et par la solutian AICI
a 1%. Ainsi, & Rf (facteur de rétention) a été déterminé pour chaque tache observée en
calculant le quotient de la distance de migration de chaque composé depuis ¢ ldgEart

(d®p*t), jusqubdbaux centres des spots, sur | a
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|l . 5. 4. Analyse de | a composition chimiqgue de
par CPG /Ir et CPG/SM

Léanal ys ea épaédalisé€ R Gaide d'un chromatographe de type Perkin Elmer
Autosystem GC, équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettant la
détection des composés, d'un injecteur diviseur et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i ;
épaisseur du fih : 0,25 pum) respectivement polaire (Rtax, polyéthyleneglycol) et apolaire
(Rtx-1, polydiméthyisiloxane). Le gaz vecteur est I'nélium (1 ml/min) avec une pression en
téte de colonne de 25 psi. La température de l'injecteur est de 250°C et cellecthudée
280°C. La programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a
2°C/min, puis un palier de 45 min a 230°C. L'injection se fait par mode split avec un rapport de
division de 1/50. La quantité d'huile injectée est de 0,2uL. wantfication a été faite par

intégration électronique directe des aires des pics.

Léanalyse par couplage CPG/ SM a ®t ® r ®al i s
autosysttem XL, doté d'un injecteur automatique et de deux colonn@s ¥60,22 mm d.i ;
épaisseur du film : 0,25 um) polaire (Ri¥ax) et apolaire (R#1), couplé a une détecteur de
masse Perkin Elmer TurboMass. Le gaz vecteur est I'hélium (1 mL/min) avec une pression en
téte de colonne de 25 psi. La température de I'emjeast de 250°C. La programmation de la
température consiste en une élévation de 60 & 230°C, a 2°C/min, puis en un palier de 35 min a
230°C. L'injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/80. La quantité d' H.E
injectée est de 0,2ulLLa détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d'un
assemblage de quatre électrodes paralleles de section cylindrique. La température de la source
est de 150°C. L'appareil fonctionne en impact électronique et la fragmentation est réalsée da
un champ électrique de 70eV. Les spectres de masse obtenus ont été acquis sur la gamme de
masse 3850 Da.

X MRt hodesdodéi denti ficati ons

La m®t hode doi den tKovats (1$65)ie®indicgs da rétantion polaires d e
et apolaires sordalculés a partir des temps de rétention d'une série d'alcanes d2sC

Les banques de données des spectres de masses : les spectres de masse obtenus son
comparés a ceux des bibliotheques informatis@&ning et al., 2004 ; Mc Laffertyet
Stauffer, 1994; Adams, 2001)la bibliotheque du laboratoire de Corse et les spectres de masse

publiés dans la littératurd@ams , 1989)
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1.5.5. Analyse des flavonoides p&PLC.

Léanalyse qualitative des flavonopudldks a ®
Hewlett Packard). La phase stationnaire est une colonne en silice (C18 phase inverse) de
125mm sur 4,6 mm de di mensi on. La phase mo
acétique aux proportions (507:2,5) (V/VIV) en systeme isocratique avec unidéle 1ml
/min. Les extraits et les standards sont préparés a des concentrations de 0,5 mg/ml. Un volume
doextrait et de standards de 200l est i nj e
d®t ect eur uv -~ | a -32@m@mnget lesuflaanoides aanténels ddns chagdied
extrait analysé ont été identifiés par la comparaison des temps de rétention obtenus par ceux

des témoins.
1.5.6. Analyse par RMN

Les spectres RMN des échantillons ont été enregistrés sur un appareil Bruker DPX 300
das | e chloroforme deut®r® et | es d®pl acemen
au TMS pris comme référence intetres conditions opératoires sont donnéesaanexe 2

Chapitre 1l : Matériel microbien

Il.1. Les souches testées

Léactivit® anti mi depetdbamethystiea etk @éwluée suuatoaze t s d ¢
souches pathogen€Bableau 3) Les souches bactériennes et fongiques testées sont toutes de
références. Le choix des souches citéetessous, a été fait sur la base de leurs implications
dans | es infections, | 6alt®ration des ali men

Tableau 3: les différentes souches microbiennes testées

Source
Escherichia colATCC 25922
Pseudomonas aerugino$d CC 27853
Enterococcus faecal&TCC 29212
Gram | Klebsiella pneumonia@TCC 700603
LAMAABE

Bactéries Listeriamonocytogene&TCC 19115

Staphylococcus aureusTCC 29213

Gram + Bacillus cereuATCC 11778

Bacillus stearothermophiluaTCC 12980




2eme partie matériel et méthodes

Bacillus subtilisATCC 6633

Candida albicandPP 444

Levures Candida albicangPP10231

CandidalbicansATCC 26790
LAMAABE

Aspergillus flavus MNHN 994294
Moisissures

Cladosporium herbarunMNHN 3369

II.2. Conservation des souches

Les souches utilisées ont été conservé dans le glyBEH& (50%) a-4°C. ces derniéres
subissent une purification. Au début, un repiquage sur un bouillon BHIB et incubation pendant
24 heures a 37°C pour la revivication des souches. Ensuite, un enseemrnzete réalisé sur
des milieux gélosés spécifiques PDA acidifié pour les moisissures, gélose nutritive pour les
bactéries et levures).

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10ml de milieu de
culture incliné (P acidifié pour les moisissures, gélose nutritive pour les bactéries et
levures).
I1.3. Préparation des précultures

Pour la fixation de | dinoculum de d®part

(Atwal, 2003). Pour chaque microorganisme, 10delmilieu de culture fraichement préparé et
stérilisé (MH pour les bactéries, Bouillon nutritif pour les levures) a été inoculé avec une
colonie pr® ev® dbébune culture de 24 heures.
utilisant un spectroptiométre réglé a 620 nm, ce qui correspond a envikdrx L6 UFC/m
en mesurant la DO entre 0,08 et QLSI, 2006).

Pour les moisissures, sur une boite de Pétri, contenant le PDA solide, on dépose un disque

provenant doéune c ulallegpuieonipaubepengant@pars. ® au pr ®a

. 4. Etude de | 6activit® antimicrobienne
II.4.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

La méthode de Vincent (Aromatogramme) consiste a placé un disque imprégné du
composé a tester sur le miliewNer-Hinton préalablement inoculée avec la souche. Le produit

diffuse radialement du disque dans la gélose en formant ainsi un gradient de concentration.

Apres incubation, il se forme une zone ou un halo autour du disque. Plus grande est cette zone,
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plusl 6esp ce est sensi bl e. Cette zone <claire
destruction du ger me et ® Breadaslky ethld £O76) iLaaci t €

|l ecture des r®sultats se fait par | a mesure

Il .4.2.Méthode de micradilution en milieu liquide

La méthode de micrdilution a été utilisée pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) Wiegand, 2009.

Le but de cette technique est de déterminer la CMI des ex@eitetechnique consiste a
inoculer par inoculum standardisé, une gamme de concentration décroissante en extraits. Apres
incubation, la valeur de la CMI correspond a la plus faible concentration en extrait capable

doéinhiber 1 a cr oi s dangetBuclbausr,261?2)cr oor gani s mes

Il .4.3. Essai antifongique

Des quantit®s déleOxOt reati t2s0 Ov aerli)a bd eerst (&dddi t i
PDA. Les mélanges sont coulés sur des boites de Pétri. Apres, on inocule avec des disques de
mycéliumdelass ouche (de 6 mm de diam tre) pr ®l ev®s

au centre des boites puis incubation a 25°C+ 2 pendant 7 jours.

Les résultats sont exprimés par la mesure des diamétres des zones de croissance de
| 6hyphe paantrraplpeorgelaawn cl 6 appl iSolimaénieoBadeahe | a
2002).

_ A'HAH
T= T x100

Avec:
T:Taux doéinhibition de | a croissance myc®Il i el
AH Le diam tre de |l a colonie myc®lienne dan:

A H Le diameétre de témoin (mm).

La |l ecture est suivie jusqgubéau huiti me I
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Il.4.4. Activité antibiofilm
Il.4.4.1.Détermination des concentrations minimales inhibitrices de biofilm

x Obtention de biofilm

Les concentrations minimales inhibitrices de biofil@MIB ) des extraits visvis de
Candidaalbicansont été déterminées comme décrit pdostro etal. (2007) Premiérement, la
microplaque a 96 puits a été remplie en distribuant 100 pL d'inoculw®. BF1 UFC/m
dans chaque puits. Apr s 24 h doucemeoterdesét i o n
et tous | es puits ont ®t ® | av®s trois f
concentrations de chaque extrait déja solubilisé dans le DMSO ont été préparées par la série de
dilution 1/2 dans le bouillon Muellgdinton stérile. Bsuite tous les puits ont été remplis par
70 pL de bouillon MuelleHinton stérile avec 30 L de chaque concentration pour obtenir des
concentrations finales de 0,23 mg/ml a 120/muq | pour | 6hui |l e essen
| 6hydrol at edal0Ohg md, @burmdg/eml fr actidtaoahs ac ®t at

X Lecture des résultats

La CMIB de biofilm (CIB) a ®t ® dcammedami n ®e

concentration la plus basse sans culture dans le puits visuellement déterminée.

II.4.4.2. Détermination des concentrations mimales éradicatrices de biofilm

(CMEB) :
Les concentrations bactéricides de biofilm ont été déterminées comme dédtivgien et al,
(2007).Premiérement, la microplaque a 96 puits a été rempati€0 pL de bouillon Mueller
Hinton stérile et 30 pL de chaque concentration dans chaque puits. Aprés 24 h d'incubation a
37AC, i nocul um a ®t ® doucement enl ev® et
| 6eau physi ol oegitogsules pwtd @t étél remplis gan $00 iult de bouillon
Mueller-Hinton stérile.

x Lecture des résultats. La concentration bactéricide de biofim a été
d®t er mi n®e apr s 2cbmne lackcdncentmatiomla plus basse $ansTltdres

dans lepuits visuellement déterminée.
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Chapitre 11l : Pouvoir anti-radicalaire

l1l.1. Méthode de piégeage du radical 2;28liphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Pour ®valuer I 6dactivit® anti oxydandpeénytlnous a
picrylhydrazyl) selon le protocole décrit pganchezMoreno et al., (1998).Dans ce test, les
antioxydants réduisent le 2dphénytl-picrylnydrazyl ayant une cdeur violette en un
composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont lintensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons.

Pour cela, cinquante microlitres de chaque satut@thanolique des extraits a différentes
concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution
méthanolique du DPPH (0,025g/l). En paralléle, un contrdle négatif est préparé en mélangeant
50l de m®t han asolutowméthantliqgue 8e DPRPH. d e |

La |l ecture de | 6absorbance &est faite contr

517nm apr s 30 minutes dobébincubation " |1 6dobsc

Le contrble positif est représenté par une saiutiod dun anti oxydant st
ascorbique dont | 6absorbance a ®t ® mesur ® da

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante:
% doi nhi bi tiiAbse)Absd X18b s c

Abs ¢ Absorbance du contréle

Abse Absorbance de | 6®chantillon test®

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valegml@ est la concentration du substrat
qgui cause |l a perte dgamartheétal.d200§l 6acti vit® du D

L. 2. D®t er mi nation du pouvoir r®ducteur de

Léactivit® r®ductrice du fer de nos extra
Oyaizu (1986 basée sur la réduction du*Fprésent dans le complexef€(CN) en Fé*.

A Unmillilitre de | 6extrait ) di ff ®rent e
déune solution tampon phosphate 0,2 M
ferricyanure de potassiunsRe(CN)} a 1%.

A Ldbensemble est incub® au bain marie

2, 5 ml débacide trichloroac®tique ~ 10% ¢

\ >\

A Les tubes sont centrifugés a 3000 tr/mn pendant 10 minutes ;
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A 2, 5ml du surnageant sont m®| ang®s
solution de chlorure ferrique fraichement @Eépa 0,1%.

La | ecture de | dabsorbance du milieu r ®a:
sembl abl ement pr ®par ®, en rempl a-ant | 6extr
| appareil (UV/VIS OPTI ZEN) .

Le controle positif est pr ®s ent ® par une solution doéun
ascorbique BHT) dont | 6absorbance a ®t ® mesur ®

échantillons.

IV. Etude statistique
Les tests de Student ont ®t ® rs®adlesafdlyses | 0
statistigues ANOVA a deux facteurs avec répétitions ainsi que lpdstirieurde Bonferroni

ont ®t ® effectu®s ~ | 6aide du Il ogiciel Gr aph
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3. 1. R®sultats de | 6enqu°te ethnopharmacol og
Le d®pouill ement des fiches de | 0 eSefgua’nmordre e f
gueN. amethystinast partiellement connu. Certains lui attribut le nom de Merioua qui est en faite
| 6 e sNparrubiem vulgarelL 6 e s N. amethystine st connue, p ar -Séfra,s h
sous le nom vulgaire dgouzia.Celle-ci est traditionnellement utilisée esage externe pour traiter

les piglres d'insectes et en infusion comme diurétique, fébrifuge, spasmolytique, fortifiante et

stimulante (voimannexe 3.

3.2. Criblage phytochimique

Les résultats des tests chimiques préliminaires effectués sur la [dpdéa amethystinsont
présentés dans tableau 4

Tableau 4: Résultats des tests chimiques des extralkegdeta amethystina

(Tiges, feuilles) Racines
Familles chimiques| 1,0 | EtoH Et,.0 H.0 EtOH Et,0
Flavonoides + + - - T B
Tanins + + / + + T
Stérols et stéroides / + / - + +
Alcaloides sels / - / - + +
Amidon - / / - - -
Composés réducteurs / - / + + -
Saponosides + / / / - -
Anthraquinones - / / - - -
Coumarines / - / - + +
Anthracénosides / - / - - -
Anthocyanosides / - / - - -
Huiles volatiles / / + - - -
Acide gras / / - - + +
Alcaloides bases / / - - - -

-: Test négatif  ; +: Test positif ; /: Non testé
H20 : extrait aqueux EtOH : extrait éthanoliqueEt20 : Extrait éthérique
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Déapr s |-éedsaalbbd,eaanciemarque que | édamidon
bases, les anthocyanosides, et les anthracénosides sont absents. Cependant, les flavonoides,
terpénes, et les tanins sont présents. Selon les partiks mlante, les racines sont riches en

alcaloides sels, composés réducteurs, coumarines et en acides gras.

Seladji etal. (2014),ont rapporté que les feuilles et les tigedNdpeta nepetellaontiennent des
tanins, des flavonoides, des stérols eb#tés et des huiles volatiles. Cependant, les deux parties de

la plante ne contiennent pas des coumarines.

On peut conclure gueNepeta amethystingst une plante riche eflavonoides huile

essentielleettanins.

N.B: Vu | a dif fi c ad(complexité Rrtctudhle)enous hoais soninges) intéressés

uni quement ~ | 6®tude des flavonopdes et des
3.2. Rendements des extraits bruts

t la couleur des extraits végétaux obtenus sont notés tiridau 5etles rendementsontlustrés

par lafig.13.

Tableau 5: Rendements et caractéristiques des extraits brubé. denethystina

Partie de la plante Solvant Couleur Rendement (%)
_Eau Poudre verte claire 11,67+0,04
Tiges et feuilles Ethanol Solide gras noir 21,94+0,02
Ether Solide gras marron 07,02+0,03
_Eau Jaune claire 05,51+0,02
Racines Ethanol Jaune claire/poudre 08,38+0,01
Ether Jaune claire/poudre 04,12+0,02
10,00% 8,38%
8,00% - 0 25,00% - 21,94%
©,00% = o 11,67%
15,00% +~ 11,0770
4,00% - :
10,00% 7,02%
2,00% -
5,00% -
0,00% — . . 0.00% . . .
Eau Ethanol Ether Eau Ethanol Ether

(Tiges, feuilles) (Racines)

Figure 13 Rendements (%) des extraits brutsideamethystia
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Nous remarquons que lesndements des extractions de la partie aérienne (feuilles et tiges) effectué
par différents solvants (eau, éthanol, éther) sont plus importants que les rendements des
di ff® r ents extraits de racine en utqueldelkant

partie a®rienne enregistre | ew.rendement | e p

Les extractions réalisées p&eladji (2015) o n t montr® que | e rend

aqueux des feuilles déepeta nepetellast plus élevé de celui des tiges (29,34 % et 13,04%).

N.B: Pour la suite de nos travaux, hous nous sommes intéressés uniquement aux extraits de
parti e a®rienne (tiges, feuilles) obtenus p
en extractibles (a440%) et cOest |l a seule par

(Bordeaux 1France).

3.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques
3.3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La déermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été réalisée selo
la méthode utilisant le réactif de Fol@iocalteu. Les quantités de polyphénols correspondantes de
chaque extrait sont expr i meealigue par gnammeé degnati@reame
seche (mg EAG/g MsJi@.14).

1,8
1,6 - Y =1,23 X +0,013

1,4
1,2

DO

0,8 1
0,6 1
0,4 -
0,2 1

0 0,25 0,5 0,75

1 concentration de I'acide
gallique (mg/ml)

Figure 14:Cour be do6®t al onnage de | 6acide galligqg

Les résultats des analyses quantitatives des extraits par spectrophotometnsit®’ sont
représentés par ldig.15). Nous <constatons, gue | dextrait
phénoliques (11,84 mg EAGg Ms ) , puis | 6extr aigMs®t hektr i eqru ef
éthanolique (5,62 mg EAgMS).
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-

Teneur en polyphénols

mEX ETOH
' , m Ex Aqueux
oL Ex éthérique

Figure 15 : Teneur en polghénols totaux (exprimée en mg EAG/g Ms)

! par ait clairement gue | 6eau chaude est
pol yph®nol s totaux plus ®l ev®e par rapport e
par (1) l a | yse des <celliwlhesdobdiansnalxdéd ensaum dlea
phénoliques, (ii)a solubilité différentielle de ces derniéres dans des solvants polaires, alors que les
produits apolaires sont solubles dans les solvants apolaires.

La teneur de [|Negetatamethystineem gplyphénals est supérieure a celle
trouvée pabDoliorman etal. (2012 (4,81mg EAG/gMs) qui ont travaillé sulNepeta italica.

Seladji etal. (2015 ont montrés que les extraits méthanoliques des feuilles, tiges et racines

deN. nepetellasont quantitativement plus riche en composés phénolique que les extraits aqueux.

3.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonopudes a ®t ® r ®al ige® s e
en utilisant la catéchine comme un étalon. Les taux des teneurs en flavonoides des extraits ont éf
obtenu © partir de | a cour be {52966a-10,057 rffig.x6e q u
La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme équivalenatdehine par gramme de
matiere seche (mg ECt /g Ms).
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0,9
0,8 -
0,7
0,6 |
0,5
0,4 -
0,3
0,2
0,1

DO

y = 24,66% 0,057

0,005 0,010 0,015 0,020 0025 0,030 0,035 concentrationde
catéchine (mg/ml)

Figure 16: Courbe d étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux

Les résultats des analyses sont présentés pgay.l&v§. On remarque, que la fractionBUtOH
enrichi en flavonoides est la plus élevée (hGBEC/gM3 s ui vi par | a frac
(0,53mgEQ/gM3 et | dextrai mgEEAMENOIl i que (0, 23

D6 a p Selaslji (2015 , | 6extrait m@lésh denM | nepetella sond e s

guantitativement plus riches en flavonopdes

-

L
L

Qe des Mavonoides en mg
e
L

T T T

M=0H AC Dethyl 1-BINOH

Figure 17 : Teneur en flavonoidesng EC/g M3

Ces resultats variables peuvent étres expliquég§)parfaible spécificité du réactif de Folin
Ciocalteu car il interagit avec |l es groupes
mais également de certains sucres et de proté{Nemrela, 2005 ), (i) la distribution des

métabolites secondaires pendant le développement de la plante en relation avec les conditio
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climatiques dures (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) du milieu sahari
(Falleh et al.,2008)
Dans cette premi re partie: do®tude des extra
- Léextraction des compos®s est en fonctior
autres constituants et le type de solvant utilisé.
- L 6 e s N. ameathystinast plus riche engbyphénols (flavonoides), huiles essentielles et
tanins
- La partie aérienne est plus riche en extractibles que la partie souterraine
- Les polyphénols sont plus abondants que les flavonoides a cause de la présence des tanins
- Les flavonoides glycosilés sontugl abondants (farctiorButOH) que les flavonoides

aglycones (fraction ac®tate do®t hyl e) .

3.4. Résultats du fractionnement par colonne et analyse par CCM

Dans | e but doidentifier quelques produit :
feuilles) a été soumis a un fractionnement par colonne sous vide couplée a une CCM, selon |
schéma de lafif.18). Les résultats de développement des CCM sont présentamere 4et

exprimés par lafig.19).
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Figure 19: Rendements (%) du fractionnement sur coldsidgFlashd e | 6 extr ai t ®
de la partie aérienne (tiges, feuilles)Nleamethystina
Déapr s |l-@gsesfdugures cémarque que | e MeOH c¢
que la grande quantité est tirée par les solvants apolaires.
Les fractions recueillies ont été regroupées suivant la similitude de leur profil

chromatographique sur couches minces. Les résultats obtenus sont regroupésblizas 16
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Tableau 6: Chromatographie sur couche mince des extraits bruts et des fractidnardethystina

Type de détection

Les Systeme éluant | Nbre u.v vanilline sulfurique AlCI;
dépobts de (254365 nm) | (1%) apres chauffag( (1%)
spots al120C
Rf couleur couleur couleur
HE brute | AcoEt /Tol (5/95) 1 0,42 violet rose -
2 0,45 violet rose -
3 0,47 violet rose -

4 0,65 violet - -

5 0,83 violet - -

HY AcoEt /Tol (5/95) 1 0,47 violet rose -
2 0,42 violet rose -
3 0,51 violet - -

4 0,83 violet - -

Ex. O | AcoEt/MeOH/HO 0 - - - -

(78/13/1)

ExX.EOH | AcoEt/MeOH/HO 1 0,53 | violet rose §

(78/13/1) _ _ =

2 0,72 | violet bleu violace S5

&

3 0,85 violet bleu violacé o

Ex.EtO DCM/ ac ®t a 1 0,50 violet rose claire %

®©

(95/5) =

2 | 0,70 | violet - 2

o

‘O

3 | 083 | violet - Q

F1-F4 AcoEt/MeOH/HO 1 0,75 violet marron -

(78/13/1)

2 0,45 violet rose -
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F5 0,46 violet rose -
F6-F8 AcoEt /Tol (5/95) 1 0,87 violet vert -
F9-F10 CHCI3/ AcoEt 1 0,52 violet rose -
(50/50)

2 0,43 bleu - -

F11-F15 CHCI3/ AcoEt 1 0,46 violet bleu +
(50/50)

2 0,32 - - -

3 0,12 - - -

4 0,08 - - -

F16-F17 AcoEt /Tol (5/95) 1 0,93 jaune bleu clair -

F18F22 AcoEt /Tol (5/95) 1 0,86 rouge - -

2 0,73 jaune - +

3 0,63 jaune - +

4 0,46 bleu bleu clair -

F23F28 | AcoEt/MeOH/HO 1 0,69 violet bleu clair +
(78/13/1) 2 0,79 violet bleu clair +

3 0,96 violet bleu clair +

F29-F30 | AcoEt/MeOH/HO 1 0,86 jaune bleu clair +
(78/13/1) 2 0,9 jaune bleu clair +

Au vu des résultats -@essus et selon la bibliographie, on remarqudajoeuleur et les Rf des
spots sont r®v®l ateurs de | a pr®sence des i
rose avec AlG) (Formisano etal., 201). Par contre, les autres couleurs (jaune, vert, bleu, marron)
indiquent la présence des polgplols entre autres des acides phénols et des flavonoides
(Bandyukova et Shinkarenko, 1973 . Cependant , l e chlorure dboé
aux flavonopdes mai s i r®agi t avec dobéautr

nécessaire@JV-V, CPG, HPLC et RMN) pour confirmer nos hypotheses.
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3.5. Analyse de | a composition chimique de |
CPG et CPG/SM

Apr s | 6extraction de | 6huil e esseiont lael |
composition de | 6huile essentielle et de | 01

Les r®sultats de | 0 arabhleay § ¢oir profils thromaograpbigupstes  d
annexe 5).
Tableau 7:Composi ti on chimique de | 6huile essent

Nepeta amethystingcoltée a Ain Sefra.

N° | Les constituants RI2  |RI® HE HY Identification
1 |(z)-Hex-2-en1-ol 826 | 1405 Tr - RI, MS
2 |a-Pinene 931 | 1022 0.20 - RI, MS
3 |Camphene 945 | 1066 Tr - RI, MS
4 |Octan3-one 959 | 1337 0.10 - RI, MS
5 |Sabinéne 966 | 1120 Tr - RI, MS
6 |b-Pinéne 971 | 1110 0.41 - RI, MS
7 |p-Cyméne 1014 | 1268| 0.23 - RI, MS
8 |1,8Cineole 1022 | 1209 0.45 2.25 RI, MS
9 |(2)-b-Ocimene 1024 | 1230 0.10 - RI, MS
10 [o-Terpinéne 1050 | 1243 Tr - RI, MS
11 [Linalol 1086 | 1544| 0.12 1.70 |RI, MS
12 transp-Menth-2-en1-ol 1123 | 1625| 0.10 1.40 [RI, MS
13 |Camphre 1124 | 1517 0.21 1.31 |RI,MS
14 [Terpinéne 4ol 1166 | 1600| 0.32 6.11 [RI, MS
15 |a-Terpinéol 1181 | 1700 0.41 280 [RI,MS
16 Myrtenal 1182 | 1498 0.21 0.11 [RI, MS
17 transPipéritol 1189 | 1738 0.40 150 |RI, MS
18 |Acétate de linalyl 1247 | 1565 Tr - RI, MS
19 [Thymol 1277 | 2189 2.30 1.51 |RI,MS
20 |Acétate de bornyl 1280 | 1575| 0.50 - RI, MS
21 |Carvacrol 1283 | 2219| 0.35 0.23 |RI,MS
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22 fiza, Ta, Teanépetalactone 1333 | 1953| 1625 | 471 ::;\:1830 NMR
23 4aa, 7a, 7éb-népétalactone Rl MS,
1373 | 2019| 7240 49.21 [*H et'3C NMR
24 |(E)-b-Caryophylléne 1420 | 1591| 0,60 0.31 [RI,MS
25 la-Humuléne 1453 | 1665 0.10 - RI, MS
26 |(E)-b-Farnéséne 1452 | 1665| 0.21 - RI, MS
27 |b-lonone 1462 | 1923 Tr - RI, MS
28 [a-Muroléne 1494 | 1716 0.10 - RI, MS
29 p-Cadinéne 1509 | 1752 0.20 - RI, MS
30 [Elemol 1536 | 2076 Tr 221 RI, MS
31 |Spathulénol 1560 | 2119 Tr 1.20 |RI, MS
32 |Oxyde de Caryophyllene 1572 | 1980| 0.40 131 [RI,MS
33 [t-Cadinol 1631 | 2163 0.10 1.50 |RI, MS
34 |a-Cadinol 1643 | 2227 Tr 0.70 RI, MS
Total 96.77 80.07
Teneurs (%) 0.60 0.39
Monoterpénes hydrocarbons 0,84 -
Monoterpénesxygénés 94.72 73.15
sesquiterpendsydrocarbons 0.61 -
Sesquiterpenes oxygénés 0.50 6.92

Ir : Indices de rétention calculés sur colonne apolaire (a) et sur colonne polaire (p). Les

abondances sont données sur colonne apolairetrace< 0,05%.

D6 apr takleaul % |l es compos ®s maj oritaires i de
népétalactones avec respectivement 88,62% et 51,83%). La nature des népétalactones a
élucidée par les indices de rétention et surtout par la RMDI Cette derniére (voir analyse des
fractions par RMN) nous a permis de mettre en évidence la présefae, da, 7&b-népétalactone
(72,4% et 49,21%) et déea, 7a, 7aa-népétalacton€l6,25% et 2,66 %)respectivement. Bien
gue | es monot rp nes o0xXxyg®n®s soient domi nan
contient |l es m° me s compos ®s que | 6 HE, exc
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sesquiterpénes hydrocarbonéset s qui t erp nes oxyg®n®s sont f

dans | 6HY |l es sesquiterp nes oxY¥i@g2®n®s sont p

[ QK dzA f S Sa [ QSEG NI A
’53,23

\

m Monoterpén N
0,84 onoterpenes H Monoterpenes

hydrocarbonés 19,93 4
m Monoterpenes | 6,9 oxygenes
0Xygénés _
sesquiterpenes B Sesquiterpenes
hydrocarbonés 0Xygénés
m Sesquiterpenes
0Xygénés m Autre
m Autre
Figure200. Compos®s volatiles de |l a partie a®ri e
deNepetaamethystina
En comparant nos r®sultats de | a cdepetasit

amethystind d 6 a ut r taldeaut8r om vemarque gle notre espéece est plus riche en isomeére
transcis népétalactone suivi de lisoméces-trans népétalactone, alors que la méme espéce
d'origine espagnolé/glasceNegueruela etal., 1989 contient l'isomére trands (39,4%) suivi de
l'isomere cidrans (41,9%) comme composés majoritaires. Par contre, les mémes isomeres d
népétalactones ont r et r o u vNRmsepetbllechés A 4 "6 HEe fdrgealadj, 201L9gmRis i e )
avec des quantit®s variables. Aussi, | 6al d®h

premiere fois dans ce travail.

Tableau 8: Teneurs relativesdesnépd | act ones doéhuil es essenti

Constituant (%)

Especes 4ca, 7a., 4ca, Ta, Références

7abnépétalactone| 7aanépétalactone

N. amethystina 39,42 41,88 VelascoNegueruela etal. (1989

N. argolica 3,210,5 64,591,3 Tzakou etal. (2000)
subsp. argolica

N. nepetella 2,8 5,05 VelasceoNegueruela etal., (1990
subsp. aragonensis
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N. nuda 37.6 37,5 Kokdil et al., (1999)
N. nepetella 64,3 0,7 Seladji (2015)
N. amethystina 72,40 16,25 Nos résultats

Selon la littérature, I'origine géographique, l'origine génétique, la période de récolte du matérie
végétale et la saisaont lesfacteurs qui peuvent influencer la composition chimique des huiles

essentiellegSivropoulou etal., 1997)

3.6. Analyse @s fractions par RMN

Dans | e but doéisoler et doi dentFl7et 2860 ate nc
été soumises a un deuxieme fractionnement par colonne fine. Les produits obtenus F31, F32 et
fraction F5 ont été analysés par la RNMHet 13C en utilisant un appareil de type Bruker. Selon les
signaux attribuésafinexe §, et en comparaison avec la banque sped@raldesi etal., 1996)et la
bibliographie, la fractiorb correspond auxépétalactones la fractionF31 a donné un produit
cor r e s p o n daaitet oléanolique alors que la fractionF32 cor respond

7-déoxyloganique (fig.21)

. CHg

H3C \ —0 Hyc
O

Acide oléanolique (F31) Aciddébxyloganique (F32)
Figure21: Principaux produits identifiés par la RMIN et 13C
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Les trois produits présumés par la RMIC sont rapportés dans la littérature, mais sont cités
pour la premiere fois dard. amethystina Selon la bibliographie, les népétalactones sont douées
de pouvoirs antibactérien et antifongiq®&ojanovil  a.,t(2005); Ljaljevi | Grbii  a.,t(2008)
Léaci de ol ®anol i que poss de pl usi eur s acti
antihyperglycémique et inhibe la péroxydation lipidiqueu( 1995). Par contre le produit acide
7-déoxylagyanique inhibe la P450 des bactéries et en particulier des champignons en présence
kétokénazoleNobuyuki et al., 200]).

3.7. Analyse par HPLC
Dans le but de caractériser les polyphénoldldamethystinala fraction :ButOH a subi une
hydrolyse acide selon la méthode Rebles etal., (1998) Les chr omat ogr amme s

extraits AcoEtélauQBUtOH (aprésdydrolyse acide) sont représentéessous.

UV 800 -2 dlem W SdO-R 0 em
Ratan@ion Tims

""\_‘P; ot »\,__.*JL — e -
25 = =
=5 =
) —_ _au.r""_r\..-q_-...r-’.'\.,..ﬂ‘ R

18.3

=
== 18
= 300
F1--:i‘l'1

e

Minszs

Figure 22: Chromatogramme HPLCded ext r ai t au m®t hanol
aérienne (feuilles, tiges) ddéepeta amethystina
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Déapr s | es | 6anal yaneexedjetdes empps detrétemtoon ddsviémeins v
(tableau 9 comparés a ceux enregistrés dans les différents chromatogrammes des trois extrail

(tableau 10, on a pu attribué les picscartains polyphénols.



F"partie Résultats et discussion

Tableau 9: Temps de rétention des flavonoides standards.

Temps de rétention (min) flavonoide Standard
Acide gallique 3,79
catéchine 9.85
Acide 3,4diOH benzoique 11,90
Acide 20H benzoique 13,41
Acide chlorogénique 14,39
Acid caféique 15,94
Acide syringique 17,68
Acide sinapique 18,22
Acide p-coumarique 18,38
Acide férulique 19,30
Acide cinnamique 25,53
Acide rosmarinique 26,40
naringénine 27,90
rutine 28,51
Acide élagique 29,10
myricétine 29,83
quercétine 29,99
apigénine 30,59
kampferol 31,77

Tableau 10 :Temps de rétention des flavonoides présents dans les extriditanhethystina

Temps de rétention (min)

MeOH AcOEt 1-ButOH Polyphénol identifié

- 7.54 - nd

- - 9.85 Cathéchine
10.57 10.44 - nd
11.90 - 11.91 Acide 3,4diOH benzoique

- 13.42 - Acide 20H benzoique

- - 14.40 Acide chlorogénique

15.94 15.95 Acid caféique

16.12 - 16.67 nd

- 17.68 17.68 Acid siringique
18.38 18.37 18.38 Acide pcoumarique

- - 19.72 nd

- - 20.35 nd

- 21.830 21.47 nd

- - 22.57 nd

- - 23.31 nd

- 24.22 24.43 nd
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- 24.80 - nd
- 25.52 25.53 Acide cinnamique
- 25.77 25.70 nd
- 26.67 26.52 nd
- 27.17 - nd
- 28.26 28.55 nd
- 29.05 29.24 nd
29.99 29.99 - Queércétine
- 30.61 - nd
31.77 31.76 - Kampférol

nd: non déterminé

Les r®sul tats montrent | 6abondance des
hydroxycinnami ques ( 76t au 1BwrQH satxplus Aches €n composés 6 A
ph®nol i ques identi fi ®s gue | dextrait au Me
| 6extraction de ces compos®s. On note |l a prd
substances standards.

Les travaux déBermejo Benito et Serranilicos (1984pnt mis en évidence chét. nepetella
par CCM et par UW les flavonoideséh y dr ox y |l ut ®o | i-Grdiméthytbscatedateiner e |
Saez etal., (198), qui ont utilisé le méme systeme de gradient @weélé chezN. nepetellaet
N. tuberosda présence des acides phénoliques comme les acides caféique, férulique, siringique

4-hydroxybenzoique, vanilique etqgpumarique.

Pour cette partie analytique Ne amethystina

- Le fractionnementte | a CCM ont permis de mettre
phénolique et terpénique.

- Léanalyse de | 6huile brute et de | 6extrai
népétalactones de type tragis.

- Léanal yse de 3 fpar'HetSC RN a peanjs de faire ane appreche
mol ®cul air e en identifiant |l es n®p ®t a
7-déoxyloganique.

- Léanal yse par HPL BcoH, a-ButOtxatmordreé la prés€ndéd al€s idcides

phénoliques et de quelques flavonoides.
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4. Evaluationin vitro des activités biologiques

4 . 1. Etude de | 6activit® anti microbienne

4.1.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

Les résultats du pouvoir antibactérien et-aatidida des différents extraits Ne amethystina
sont présentés danstébleau 11

Déapr s | es r ®sdudstsauwss, doun traebnhaeraquuecique | 6
déhydr ol at bgnoesastivitd antinticrobiemev e c des zones-45dm@m. nhi

Par contre, |l es autres extraits ndéont pas mo

Selon la sensibilité des souches, les levures se sont révélées plus sensibles que les bactél
avec des di am tr e s45 didien dei 24 tmmoraspectivenebrgd. ABsE,
lesbactériesGram positif sesontmontréegplus sensiblegue les bactérgeea gram négatif. Ces
dernieres posseédent une membrane qui présente une perméabilité sélective; la surface d
lipopolysacharides contient des charges négatives, qui empéchent la diffusion des molécule
hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage wmholécules a haut poids
moléculaire(Garrett et Grisham, 2000)
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Tableaull: R®s ul t at s de | 0 ac Nepetaiamethystinpar ilamméthode de centactes direlcke exprimés par le diametre
dezones d'inhibition (mm).

ATB
HE [HY [F5 F31 [F32 |H0 Et:O |EtOH | I- ACOEt | cene | Ampb
ButOH
€s extraits Les volumes ajoutées [IL)
Les
Souches 4 4 4 10 |4 10 (4 10 |30 |30 30 30 30 15pg| 100pug
Escherichia coli 11+1 | 920 6+0 6+0 | 6x0 | 620 | 620 | 620 | 620 | 60 6+0 6+0 6+0 2240 nd
Pseudomonas aeruginosa 80 |7¢0 |6x0 |60 | 620 |60 |60 |6+£0 | 620 | 620 | 620 60 60 101 nd
Enterococcus faecalis 14+0 | 12¢1 |6+0 |60 |6+£0 |6+£0 | 620 |60 |6£0 [ 6£0 | 620 6x0 6x0 200 nd
Klebsiella pneumonia 80 |8t0 |6x0 |6+0 |6 |6x0|6+x0 |6+£0 |6£0 | 620 | 620 60 60 201 nd
Staphylococcus aureus 22¢1 | 18+t0 |60 |60 |6+0 | 60|60 |6+£0 | 6+0 | 620 | 620 60 60 210 nd
Bacillus cereus 24+1 | 1820 |60 |60 |[6+0 | 60|60 |6+£0 | 6£0 | 620 | 620 60 60 20¢1 nd
201
Listeria monocytogenes 12¢1 | 100 |60 |6+0 |60 | 620 |6+0 |6+0 | 6+0 | 6£0 | 6x0 60 60 nd
Bacillus stearothermophilus | 1940 | 15+0 | 10¢0 | 620 | 6+0 | 6+0 | 6+x0 | 6+0 | 620 | 60 | 6+0 60 60 latl nd
Bacillus subtilis 201 | 200 | 620 6+0 | 6+0 | 6£0 | 620 | 620 | 620 | 620 610 6+0 6+0 1940 d
a n
Candida albicans
45+1 | 3741 | 610 60 | 6x0 | 620 | 6+x0 | 6£0 | 60 | 610 60 6+0 60 nd 18+0
ATTC 10231
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ATCC 26790

Candida albicans
PP 444 37+1 | 32+1 | 620 6+0 | 620 | 620 | 6+0 | 6+0 | 62x0 | 620 610 60 60 nd 25+1
Candida albicans

40+1 | 35+1 | 620 6+0 | 620 | 620 | 6+0 | 6+x0 | 62x0 | 620 610 60 60 nd 20+1

Tous les résultats présentés dans ce tableau sewtrt type de trois répétitions

nd : Non déterminéATB : antibiotiques GEN2: Gentamicing AmBP: Amphotéricine
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Les mécanismes probables du pouvoir antimicrobien des huiles esseritgeR&}, Gont basés sur
le contact direct de leurs composés hydrophobes avec la membrane cellulaire, et leur pouvoir ¢
répartir les phospholipides en les rendant plus perméablegii pourrait causer des dommages
structuraux ou une rupture compléte des membranes cellulaires, et des pertes de nutriment
(Pierozan etal., 2009.

Figure 25: Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites d'action pour I¢

composés nature(Silva etal., 2010).

Nos résultats obtenus sont différents de ceux obtenuEdewor et Usman (2011)yui ont
obtenu des zones doi nhiNepetacatanaBanidhndta®,r(d0ELuonts
enregi str ® ume dezlémmreviedi® derStaphyddcdcdus aureusavec | 6 e x

agueux déNepeta cataria

L'"activit® antimicrobienne de | 6hui INepete s s e
amethystinapourrait, en grande partie, étre associés a ses majeurs constituants les népétalacton
qui sont connu par leur pouvoir antimicrobigrarag et al., 1989)De plus, divers composants
mineurs peuvent également contribuer a l'activité antimicrobienneudes assentielles impliquant

une synergie avec les autres composés abtdagdri et al., 2010)
4.1.2. Méthode de micredilution en milieu liquide

Les résultats des CMI des différents extraitsawiss des bactéries et des levures sont
consignés dans kableau 12.L es Concentration minimales i nh
la fourchette de @2- 40 mg/ml.



