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Résumé 

       Ce travail est une démarche visant à analyser l’huile essentielle et les flavonoides de Nepeta 

amethystina, ainsi que leurs activités antimicrobienne et antiradicalaire.  

        L’analyse des extraits alcoolique, hydroalcoolique et éthérique a montré que l’espèce Nepeta 

amethystina est riche en huile essentielle, en flavonoïdes et en tanins. Le dosage des polyphénols 

totaux par le reactif de Folin-Ciocalteu et les flavonoides par la méthode d’AlCl3 ont révélé la 

richesse de l’extrait aqueux en polyphénols (11,84 mg EAG /gMs) et l’extrait butanolique en 

flavonoides (7,68 mg EQ/g Ms). L’analyse par CPG/SM de l’huile essentielle obtenu par 

hydrodistillation (0,6%) et l’extrait d’hydrolat (0,39%) obtenu par extraction liquide-liquide a 

permis l’identification de 34 composés appartenant majoritairement à la classe des monoterpènes 

oxygénés dont les népétalactones de type trans-cis (72,40% et 49,21% respectivement) sont les plus 

abondants.  

Les analyses par CCM et HPLC ont mis en exergue la présence des terpènes (népétalactones), des 

acides phénoliques (acides caféique, siringique, hydroxybenzoique, p-coumarique, chlorogénique, 

cinnamique) et des flavonoïdes (cathéchines, quèrcétine, kampférol). Alors que l’analyse par RMN 

(13C, 1H) a révélé la présence des népétalactones, l’acide oléanolique et  l’acide 7-déoxyloganique.  

Les tests de l’activité antimicrobienne des différents extraits réalisés sur quatorze souches (9 

bactéries, 3 candidas  et  2 moisissures) ont montré que l’huile essentielle et l’hydrolat sont plus 

antifongiquesqu’antibacteriens. Par contre, les deux fractions flavonoidiques (acétate d’éthyle et    

1-butanol) ont inhibé la croissance de Candida albicans à l’état biofilm. L’activité antioxydante 

évaluée par les deux méthodes DPPH et FRAP, a montré que l’hydrolat et les extraits 

flavonoidiques sont dotés d’un pouvoir antioxydant  intéressant.  

Mots clés : Nepeta amethystina,Analyses, Criblage phytochimique, Huile essentielle, Flavonoïdes, 

Activité antimicrobienne, Activité antioxydante. 

 

 

 

 

 



 
 

Summary 

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

Nepetaamethystina, as well as their antimicrobial and antioxydant activities.  

       The analysis of the alcoholic, hydroalcoholic and etheric extract showed that the Nepeta 

amethystina is rich in essential oil, in flavonoids and in tannins. The dosage of the total polyphenols 

by the reactive of  Folin-Ciocalteu and the  flavonoids by the method of AlCl3 revealed the wealth 

of  the aqueous extract in polyphenols (11.84 mg EAG/gMs) and the  butanolic 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 obtained by liquid- liquid extraction (0.39 %) allowed the 

identification of 34 compounds belonging mainly to the class of the oxygenated monoterpenes 

whose trans-cis type nepetalactones are the major compounds (72.40 % and 49.21 % respectively). 

       The analysis by TLC and HPLC highlighted the presence of terpenes (nepetalactones), phenolic 

acids (caffeicacid, siringique, hydroxybenzoic, p-coumaric, chlorogenic, cinnamic) and flavonoids 

(cathechins, quercetin, kaempferol). While, the analysis by NMR (13C,1H) revealed the presence of 

nepetalactones, oleanolic acid and the 7-déoxyloganic 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 more 

active on fungi than on bacteria. On the other hand, both flavonoidic fractions (ethyl acetate and 1-

butanol) inhibited the formation of Candida albicans biofilm. The antioxidantactivity estimated by 

two methods (DPPH and FRAP) showed that the hydrosol and the flavonoids extracts revealed an 

interesting antioxidant power. 

Keywords:Nepeta amethystina, Analysis, Phytochemical screening, Essential oil, Flavonoids, 

Antimicrobial activity, Antioxidant activity. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 ملخص

 Nepetaمنوالفلافونوتداتالمستخلصةالطيارليتتهذاالبحثيهدفالىتحليلا

amethystinaبالاضافةالىدراسةمفعولهمكمضادتنللاكسدةوالميكروبات.  

و تاتينات ات،فلافونوتدالطياردراسةالمستخلصاتالكحولية،المائيةوالاثيرتةأظهرتبانهذهالنبتةغنيةباليتت        

أظهرتبانالمحلولالمائيغنيبالفلافونوتد والفلافونوتداتيطرتقة ثلاثي كلورتد الالمنيوم Folin-ciocalteu امامعاترةالبوليفينولبكاشف

على التوالي  %0,,6و  %6,0و الهيدرولا المتحصل عليهما بمردود الطيارتحليلاليتت.وخلاصةبيوتانولغنيةبالفلافونوتد

  4,,4مركب الأكثر تواجدا من بينها المونوتاربانات وخاصة النيبيتالاكتونات بنسب   4,باستعمالتقنيةالكروماتوغرافيااظهر وجود 

 . %4,,40و  %

اتوغرافي  من تحدتد تواجد التاربينات وخاصة النيبيتالاكتونات بالاضافة الى الاحماض الفينولية وممكننا التحليل الكر        

(acides caféique, siringique, 2-hydroxybenzoique, p-coumarique, chlorogénique, cinnamique) 

اظهرت تواجد النيبيتالاكتونات  ) 1 C,13RMN(Hوتحاليل  ,cathéchines)  ,kampférol)quèrcétine.والفلافونوتدات 

 دي اوكسيلوغانيك . 4،حمض الاولييانوليك وحمض 

ونوعين من الفطرتات( اظهر    Candida albicansخمائر من نوع  ,بكتيرتا و 0اختبار النشاط المضاد للميكروبات )        

 Candida لا تتمتعان بقوة مضادة للجراثيم ومستخلص الفلافونوتد تمنع نمو بيوفيلم  الخاص بوالهيدرو الطياربان اليتت 

albican   اما دراسة مقدرة المستخلصات كمضادات للاكسدة  باستعمال طرتقتيDPPH  وFRAP  بينت فعالية كل من الهيدرولا

 والقلافونوتدات.

 

فحص كيميائي نباتي  ، زتت عطري ،فلافونوتد، القدرة المضادة للاكسدة،   تحاليل ،،Nepeta amethystina: الكلماتالمفتاحية

 .  ،النشاط المضاد للمكروبات
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        L’homme utilise depuis des millénaires des plantes médicinales pour se faire soigner. Si 

les médicaments (synthétiques) ont remplacé largement les plantes, il en demeure que plus de 

la moitié de la population mondiale     (en particulier la population africaine) continu à utiliser 

ces plantes. L’activité grandissante des boutiques parapharmaceutiques en est une preuve.      

Pourquoi ce retour  à la médecine traditionnelle et pourquoi cet intérêt scientifiques pour les 

plantes ?  

        Le retour de la population à la médecine verte est dû à diverses raisons comme le coût 

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 

favorisées, l’envie de consommer « bio » et ces effets bénéfiques sur la santé. Pour les 

scientifiques, cet intérêt est du  principalement à : (i) l’existence de maladies pour les quelles il 

n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace, (ii) la confirmation en laboratoire  de 

l’efficacité et de l’innocuité d’un nombre de plus en plus important de plantes médicinales, (iii) 

l’échange culturel avec des cultures étrangères, notamment d’autres systèmes de traitements par 

les produits naturels.  

        Aujourd’hui, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la 

toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs à puiser dans le monde 

végétal et particulièrement les plantes aromatiques et culinaires en quête de molécules 

naturelles efficaces et dénuées de tout effet  adverse. Cela tient principalement au fait que le 

règne végétal représente une source importante de molécules bioactives. Cette matière végétale 

contient un grand nombre de molécules qui ont des intérêts multiples mis en faveur de 

l’industrie agroalimentaire (additifs, colorants, arômes, agents de conservation) et 

pharmaceutique. Parmi les composés, on peut citer les coumarines, les alcaloïdes, les acides 

phénoliques, les tannins, les terpènes et les flavonoïdes  (Bahorun et al., 1996). 

        Cependant, la difficulté majeure reste l'identification de nouvelles molécules 

thérapeutiques, la caractérisation de leur cible biologique,  l’évaluation de leur innocuité et la 

compréhension des mécanismes moléculaires par lesquels elles agissent. D’où l’intérêt des 

études de criblage des plantes médicinales dans une perspective d’identification de nouvelles 

drogues. Il est important de souligner que la maitrise des méthodes d’extraction, de criblage et 

d’évaluation de l’activité in vitro et in vivo de ces plantes et de leurs dérivés pourrait conduire à 

l’isolement de nouvelles molécules thérapeutiques et/ou à la reconnaissance de la valeur 

thérapeutique des plantes utilisées traditionnellement en médecine alternative. 

 



 

 
 

         Dans l’axe de recherche et de valorisation des substances de la flore aromatique et 

médicinale de l’ouest Algérien, nous avons choisis d’étudier le pouvoir antimicrobien et 

antiradicalaire  des extraits  de Nepeta amethystina, une plante de la famille des Labiées, 

poussant à l’état spontané dans la région d’Ain-Sefra.  

        Le choix de cette  plante a été justifié par les indications d’usage traditionnel et par le 

manque de travaux sur cette plante.  

        Les  principaux objectifs de ce travail sont (i) la détermination de la composition chimique 

de l’huile essentielle, de l’hydrolat et des flavonoïdes  de  Nepeta amethystina, (ii) évaluation 

du pouvoir antimicrobien et antiradicalaire des différents extraits.  

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

bibliographique qui comporte trois  chapitres.  

 Dans le premier chapitre, nous avons présenté Nepeta amethystina (description 

botanique, systématique,  propriétés thérapeutiques et travaux antérieurs).  

 Dans le deuxième  chapitre, nous avons évoqué la biochimie et la bio-pharmacologie 

des métabolites secondaires étudiés.  

 Le troisième chapitre à porté sur le pouvoir antibiofilm des métabolites secondaires.  

Dans la deuxième partie, nous avons rapporté le travail expérimental (récolte du matériel 

végétal, obtention des extraits de Nepeta amethystina, criblage phytochimique, analyse de la 

composition chimique des extraits, étude du pouvoir antimicrobien et antiradicalaire des 

extraits).  

      Dans la troisième partie, nous avons présenté les résultats obtenus et discussion suivi 

d’une conclusion générale. 
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Chapitre I : Présentation de Nepeta amethystina 

I.1.  Généralités sur le genre Nepeta  

      Le genre Nepeta de la famille des Labiées regroupe 280 espèces, réparties principalement 

en Europe, en Asie et en Afrique (Davis, 1982 ; Mabberly, 1997). Ce sont des plantes 

herbacées généralement vivaces, originaires des montagnes méditerranéennes (Boucher, 

2000).7% des espèces sont localisés dans la Péninsule ibérique et en Afrique du Nord (Saez 

etal., 1985). D’après Quezel et Santa (1963), six espèces existent en Algérie à savoir  N. 

nepetella,N. amethystina,   N. tuberosa, N. apulei, N. multibracteata et N. algeriensis. 

L’espèce Nepeta amethystina est rencontrée particulièrement dans l’Atlas saharien en petites 

populations et est connue sous le nom vulgaire Gouzia (Quezel et Santa, 1963). Selon Ubera 

et Valdés (1983) N. amethystina existe sous deux variétés : Nepeta amethystina Poir. subsp. 

amethystina et Nepeta amethystina Poir. subsp. laciniata (Willk.). Son odeur rappelle celle deN. 

cataria  (l'herbe aux chats) et Teucrium marum (Beaupin et al., 1977 ; Beaupin, 1978). 

I.2. Description botanique de Nepeta amethystina 

      C’est un sous arbrisseau odorant, vivace de 20 à 50 cm d’hauteur, qui fleurit de Juin à Août. 

Tiges rameuses quadrangulaires, à feuilles opposées et à fleurs bleues en cymes. Calice à 5 dent 

et fruits à 4 akénes soudés. Corolle irrégulière, bilabiée à 4 étamines inférieures plus courtes 

que les supérieures. Bractées florales très petites, inflorescences très lâches, plante grisâtre à 

feuilles lancéolées et crénelées. (Valdeset al.,1987) (fig. 1a et 1b).  

Figure 1a: Photographie de N. amethystina      Figure 1b: N. amethystina(Valdeset al.,1987) 
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I.3. Classification  

      Selon Cantino et al (1992), Ubera et Valdes (1983) et Valdes et al (1987) Nepeta 

amethystina est classé comme suit : 

Embranchement                     Phanérogames 

Sous embranchement             Angiospermes 

Classe                                   Dicotylédones 

Sous classe                            Gamopétales 

Ordre                                    Tubiflorales 

Famille                                  Labiées 

Sous famille                           Nepetoide 

Genre                                    Nepeta 

Espèce                                   Nepeta amethystina Poir. 

I.4. Utilisation traditionnelle  

Les espèces du genre Nepeta sont utilisées comme fortifiant, diurétique, diaphorétique, 

antispasmodique, antiasthmatique, ainsi que contre les bactéries, les champignons, les virus et 

les insectes (Usher, 1984 ; Gkinis et al., 2003).  

I.5. Travaux chimiques antérieurs  

      Le genre Nepeta  a été investigué par plusieurs chercheurs notamment pour la mise en 

évidence d’une famille particulière de terpènes méthylcyclopentaniques : les iridoïdes connus 

sous le nom de népétalactones (fig.2). Ces derniers présentent des propriétés intéressantes : 

anti-inflammatoires, insecticides, psychotropes pour les félidés et anti-microbiens (Plouvier et 

Fabre-Bonvin, 1971; Teisseire, 1991; Gkinis etal., 2003). Plusieurs chercheurs se sont 

intéressés à la synthèse de ces produits (Eisenbraun etal., 1981) et sur les voies de biosynthèse 

empruntées par le métabolisme secondaire de la plante (Bellesia et al., 1984 ; Hallahan et al., 

1994). 

 

Figure 2 : Structure chimique de Nepetalactone (Bates et Sigel ,1963). 
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  Les iridoides népétalactones sont identifiées dans presque toutes les HEs des espèces de 

Nepeta. Par contre, certaines HE sont plutôt riche en 1,8 cinéole et dépourvu de népétalactones         

(N. italica(1) ,N. sulfuriflora(1) , N. denudata(2), N. ispahanica(3) ,  N. royleana(4) ) et/ou sont 

présentes en quantité faible (N. nuda(5), N. binaludensis(3) , N. crispa(6)). Hormis les 

népétalactones, les huiles essentielles du genre Nepeta contiennent d’autres constituants en 

proportions variables comme le  α-pinène (N. glomerulosa(7), N. discolor(4)) ,  -pinène (N. 

cephalotes(2)), linalol         (N. spicata(8) , N. flavida(9),  N. betonicifolia(10a),  N. satureioides(11), 

citronellol  (N. cataria(12)), nérol (N. cataria(12), N. floccosa(4) ), Terpinen-4-ol (N. 

asterotrchus(13)), géraniol (N. cataria(12) ), géranial (N. floccosa(4) ), α-Terpinéol (N. viscida(14) 

), Thymol (N. botryodes(15) ), -caryophyllène (N. curviflora(16) ), Oxyde caryophyllène (N. 

cilicia(17), N. betonicifolia(18) ), nerolidol (N. nuda (5) ), D-germacrène (N. ucrainica(19) ), 

spathulenol (N. depauperata(20) ), pregeijerene (N. govaniana(21) ).   

  Eisenbraun et son équipeisolent en 1980 del’acide népétalique caractérisé par rayons X et 

RMN. Une étude réalisée sur N. cataria par Tagawa et Murai (1983) a abouti à l'isolement 

d'un ester népétaglucosyl : l'acide5-epideoxyloganique. Zapesochnaya et al. (1991) ont isolé 

un nouveau glycoside iridoide chez N. velutina : vilpetin alors que Bottini et al. (1992) ont 

isolés de nouveaux dérivés d’iridodial de N. leucophylla : acétate d’iridodial α-monoénol, 

dihydroiridodial diacétate) et iridodial diénol diacétate.  Dans la même année trois nouveaux 

iridoïdes sont isolés : un iridodial  -monoenol acetate,  de N. leucophylla,  actinidine de  N. 

clarkei et le népétacilicioside de N. cilicia(Saxena et Mathela, 1996; Takeda et al., 1996). 

Une recherche phytochimiques surN. grandiflora réalisée par Nagy et al (1998) a révélée la 

présence de 4 nouveaux iridoides glucosides: Acide 6'-O-acetoacetyl-, 2'-O-methyl-,4'-O-

methyl- et 6'-O-methyl-1,5,9-epideoxyloganique. 2 nouveaux iridoïdes glucosides sont isolés 

de N. racemosa  (Takeda et al., 1999) : nepetaracémoside. 

(1) Kökdil et al., 1997a;  Baser et al., 1998a ; (2) Rustaiyan et al., 2000 ; (3) Rustaiyan et 

Nadji, 1999 ; (4) Thappa et al., 2001;  Kashyap et al., 2003 ; (5) Pavlovic et al., 1985 ; Kökdil 

et al., 1998 ; (6) Sefidkon et al., 2006 ; (7)Sajjadi et Ghassemi, 1999 ; (8) Bisht et al., 1997 ; (9)  

Baser et al., 1998b ; (10a) Senatore et Ozcan, 2003; (10) Tumen et al., 1999 ;  Sefidkon et al., 

2006 ; (11) Hadian et al., 2006 ; (12)  Holubek et Kroulik, 1957 ; Zamureenko et al., 1984 ; 

Timchuk, 1981; Malizia et al., 1996 ; Chalchat et Lamy, 1997; Klimek et al., 2004 ; (13)  

Rustaiyan et al., 1999 ; (14) Baser et al., 1995 ; (15) Pigulevskii et Chistova, 1935 ; (16) 

Senatore et al., 2005 ; (17) Kökdil et al., 1997b ; (18) Baser et al., 2001 ;  (19) Javidnia et al., 

2005 ; (20) Mehrabani et al., 2004 ; (21)Kashyap et al., 2003 ; (21)Senatore et Ozcan, 2003. 
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      D'autres terpènes furent isolés du genre Népéta comme du -sitosterol deN. 

nuda(Kudrzycka-Bieloszabska, 1976), dela népétidine et du néphinal de N. 

hindostana(Ahmad et al.,1982). Lesacides ursolique  et oléanolique sont isolés chez N. 

glechoma, N. leucophylla et N. sibthorpii (Mishurova etal., 1981; Pandey et al., 2003).  

En 2008, Zenasni et ces  collaborateurs  ont montré  que les huiles essentielles de Nepeta 

d’origine marocaines à savoir, Nepeta atlantica, Nepeta tuberosa, Nepeta cataria et Nepeta 

granatensis, sont riches en 4a-α ,7-α ,7a-β -nepetalactone.   

Les polyphénols constituent le deuxième groupe des métabolites secondaires mis en évidence 

chez Népéta. Bermejo Benito et Serranillos (1984) identifient 3 flavonoides, 6-

hydroxyluteoline, dimatin et 7-4’-O-dimethylscutellareine. Durant la même année,  Pervykh  

et al.  (1984) isolentpour la première foisde l'apigénénine, lutéoline, et la cosmosiine de N. 

velutina. En faisant une étude comparative des phénoliques entre les feuilles/fleures d’une part 

et les tiges/racines d’autre part de Nepeta nepetella cordifolia, Saez et al. (1985, 1986)  

onttrouvé que la quantité en phénols est beaucoup plus importante dans les feuilles/fleurs que 

les tiges et les racines ; en plus ilsmontrent par CCM la présence dans les feuilles/fleures de 

l’acide férulique, p-coumarique,  p-hydroxybenzoique, vanilique sous forme libre et glycosilés, 

alors que dans les tiges et racines, tous les phénols existent sous forme de glycosides d’acide 

férulique, syringique, p-hydroxybenzoique, vanilique et cis-trans-p-coumarique.   

Tomas-Barberan et al.  (1992)ont réussi d'isolerdes aglycones flavones chez deux cultivars de 

N. transcaucasica : cirsimaritin, xanthomicrol, salvigenine, B-gradenine, apigénine 

genkwanine, lutéoline, 7-apigénine-glucosides. D'autres dérivés phénoliques sont mis en 

évidence comme l’acide caffeoyl-tartronique chez N. cataria(Snook et al., 1993) et le 7-O-

methylapigenine chez N. septemcrenata (Khalil et al., 1997). 

Des travaux effectués sur N. prattii ont permis d'isoler 3 nouveaux phénols : 2-(glycer-2-yl)-5-

(2-hydroxyethyl) phenyl-O--D-glucopyranoside, 2-(glycer-2-yl)-5-(2-hydroxyethyl) phenyl-

O--D-galactopyranoside 3-(3,4-dihydroxyphenyl) lactate (Hou et al., 2002).    

      L’extraction par MeOH de N. sibthorpii a permis d’isoler des polyphénols dont l’analyse 

par HPLC montre de l’acide chlorogénique (0,315 mg) et des falvonoides : rutine (0,091 mg/g), 

lutéoiline-7-O-glucoside (0,387 mg/g) et des dérivés de lutéoline (Miceli et al., 2005).  
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Seladji et al .(2014) ont rapporté chez  N. nepetellala présence des flavonoïdes, des sucres, 

des saponines, de l’huile essentielle et des tanins  dans la partie aérienne de cette plante. 

Une recherche bibliographique exhaustive a montré que l’espèce N. amethystina  n’a 

pratiquement pas été  étudiée de point de vu chimique et activité biologique. Le seul travail 

recensé est celui de Velasco-Negueruela et al. (1989) (tableau 1) qui ont montré que l’huile 

essentielle de Nepeta amethystina contient comme produits majoritaires : 4aα-7a-7aα-

nepetalactone (41,88%) et 4aα-7α-7aβ-nepetalactone (39,42%). 

Tableau 2: Compositionchimique des principaux composés d’huile essentielle de N. 

amethystina d’Espagne  (Velasco-Negueruela et al., 1989). 

Composé identifiés Teneur (%) 

Myrcène 0.26 

p-Cymmène 0.28 

1.8 Cinéol + Limoène 1.11 

Cis β-Ocimène 0.82 

Trans β-Ocimène 0.73 

Cis oxyde de lynalyl 0.13 

Linalol 0.78 

Néo-allocimène 0.20 

p-Cymène-8-ol 0.41 

Aldehyde NI 5.30 

t-carvéol 0.1 

Géraniol 0.15 

4aβ-7α-7aα-nepetalactone Tr 

4aα-7α-7aα-nepetalactone 41.88 

4aα-7α-7aβ-nepetalactone 39.42 

4aβ-7α-7aβ-nepetalactone 1.01 

β-Boubonène 0.72 

β-Elemène 0.52 

β-Caryophyllène 0.63 

α-Humulène 0.82 

δ-Cadinène + acide népétalique 0.2 

Oxyde de caryophylléne 1.82 

Oxyde de humuléne 0.34 

α-Cadinol 0.19 

http://www.refdoc.fr/?traduire=en&FormRechercher=submit&FormRechercher_Txt_Recherche_name_attr=auteursNom:%20%28VELASCO-NEGUERUELA%29
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I.6. Propriétés bio-pharmacologiques 

      Les huiles essentielles des espèces de Nepeta possèdent  un pouvoir antimicrobien vis-a-vis 

des bactéries, des moisissures (Sharma et Goutam, 1977; Sonboli et al., 2004), de 

Hélicobacter pylori (Kalpoutzakis et al., 2001). P. aeruginosa, l'espèce la plus résistante s'est 

montré sensible à l'huile de  N. persica (Javidnia et al., 2002) . Abad etal., (2000), ont montré 

une nette activité d'un extrait aqueux contre  les virus HSV-1 et VSV. 

      Sur les insectes et particulièrement sur les moustiques, les HE de Nepeta ont un effet 

significatif de répulsion (Gkinis etal., 2003) alors que les félidés sont attirés (Bicchi, 1984). 

     Des tests d'évaluation toxicologiques réalisés par Harney et al.(1978) de l'HE brute, de 

népétalactones et d'acide népétalique sur des souris ont révélé une DL50 de 1300, 1050 et 1550 

mg/kg respectivement, alors que l'huile à 500 mg/kg et la népétalactone à 62,5 mg/kg ont 

provoqué  un endormissement plus rapide chez la souri que l’hexobarbitale.  

      L'HE de N. caesarea riche en 4aα,7α,7aα-nepetalactone, possède un effet analgésique 

significatif en agissant sur les récepteurs opoïdes (Aydin et al., 1998).  Grayer et al. (2003) 

ont montré que la népétoidine  B est plus antioxydante que l’acide gallique, rosmarinique et 

cafeique par rapport à la népétoidine A. quand à l’acide ursolique, il a un effet scavenging des 

radicaux libres (Miceli et al., 2005).    

Chapitre II : Donnés biochimiques et pharmacologique des métabolites secondaires  

II.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 vivante. (Kossel, 1891) 

quil’introduisit par opposition à celui de métabolites primaires. Ces derniers étant directement 

impliqués dans les grandes voies du métabolisme basal de la cellule. Chez les végétaux, ces 

composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de milliers de molécules différentes, 

généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel que les polyphénols, les terpènes et 

stérols, les alcaloïdes, les polycétides, etc. Outre la très grande diversité chimique qu’ils 

représentent, ces métabolites secondaires se 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 dédiés (Bourgaud et al., 2001). 
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II.2. Synthèse, distribution et rôles : 

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

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

ultérieures. (Croteau etal., 2000 ; Raven et al., 2000). 

      Les métabolites secondaires sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés 

dans une autre (Raven et al., 2000). Avec une structure chimique parfois complexe, ils sont 

très différents selon les espèces et s'accumulent le plus souvent en faible quantité. Ces 

molécules bioactives sont produites à différents endroits de la cellule dans des parties 

spécifiques de la plante en fonction du stade de développement (par exemple durant le 

développement de la plantule, de la fleur, du fruit, de la graine, ou de la racine). De façon 

générale, le rôle du métabolite secondaire est en lien avec sa localisation au sein de la plante 

(Pathak et al.,1962 ) 

II.3. Les huiles essentielles  

II.3.1. Définition 

     Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux par entrainement à la 

vapeur d’eau. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme produits du 

métabolisme secondaire (Sanon et  al.,2002). Elles sont présentes en petites quantités par 

rapport à la masse du végétale (Padrini et Lucheroni, 1996). 

II.3.2. Composition chimique 

     Les huiles essentielles ont une composition assez complexe. On y trouve généralement de 

nombreux constituants appartenant principalement à deux grandes familles chimiques : les 

composés terpéniques et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane.             

     Les composés terpéniques sont formés d’unités isopréniques (en C5) et comprennent les 

monoterpènes en (C10), les sesquiterpènes (C15), les diterpènes (C20) et les triterpènes en (C30). 

Ils ont la même origine métabolique. Ces terpènes peuvent être acycliques, monocycliques ou 

bicycliques. En général, une HE est un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés 

dérivés de ces hydrocarbures. Parmi ces composés oxygénés, on peut noter la présence 

d’alcools, d’esters, d’aldéhydes, de cétones, d’éther-oxydes et de carbures. 

     A l’intérieur d’une même espèce végétale, on observe des variations chimiques (qualitatives 

et quantitatives) importantes ayant conduit à admettre l’existence de races chimiques (exemple 
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: Thymus à thymol, géraniol, carvacrol et à linalol) (Cosentino et al., 1999), et parmi les 

nombreux constituants d’une HE, l’un domine généralement ; On l’appelle composé 

majoritaire. 

      La composition chimique des HE varie encore de façon appréciable avec le milieu et la 

période de la végétation. Elle peut aussi être modifiée au cours de l’extraction ou durant la 

conservation  (Jou et al., 1997 ; De Buochberg et al., 1976). 

II.3.3. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles 

      Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus souvent 

inférieure à 1. Seules trois HE officinales ont une densité supérieure à celle de l’eau, ce sont les 

HEs de cannelle, de girofle et de sassafras.Elles sont peu solubles dans l’eau, solubles dans les 

alcools et dans la plupart des solvants organiques. Elles sont altérables et très sensibles à 

l’oxydation (Jacques et al., 1997). 

II.3.4. Activités biologiques et pharmacologiques 

      En générale, les HEs sont connues pour leurs propriétés : 

   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 

précises. On note l‘étude faite par Chamberland en 1887 de l‘activité antimicrobienne des 

essences de cannelle, d‘origan et de girofle (Beylier-Maurel, 1976), et  en 1919  Gatte Fosse a 

montré que le bacille de Koch était détruit en 5 minutes par une   émulsion à 1% d‘huile de pin. 

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de nombreux 

travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE. des plantes 

aromatiques (Dorman et Deans, 2000 ; Flamini, 1999). 

In-vitro, l‘effet microbicide de certaines H.E. a même été trouvé supérieur à celui des 

antibiotiques (Valnet, 1978). De plus, elles ont un champ d‘action très large. Plusieurs travaux 

montrent que les H.E. et leurs composés majoritaires (Carson et Riley, 1995) ont un effet 

antimicrobien vis-à-vis des bactéries Gram négatif et Gram positif (Karaman et al.,2001 ; Lis-

Balchin et al., 2001). L‘activité antifongique et antibactérienne des HE et de leurs constituants 

est décrite par plusieurs études   (Conner, 1993 ; Dorman et Deans, 2000 ; Inyoue 

et al., 2001). 
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 anti-inflammatoires (dues aux aldéhydes, au chamazulène, etc.) 

 anticatarrhales : expectorantes (dues au 1,8-cinéol), mucolytiques (dues aux molécules 

cétoniques et aux lactones) 

 anti-histaminiques 

 antispasmodiques (dues aux éthers et aux esters) 

 antalgiques, analgésiques et anesthésiques 

 calmantes, hypnotiques et anxiolytiques 

 endocrinorégulatrices : comme les œstrogènes, comme la cortisone, etc. 

 vasculotropes et hémotropes : hyperémiantes, phlébotoniques, lymphotoniques, 

anticoagulantes (dues aux coumarines) et fibrinolytiques, antihématomes (HE d'hélichryse 

italienne), hémostatiques, hypotensives 

 digestives : eupeptiques, carminatives, cholagogues et cholérétiques (dues à la 

menthone, la carvone et la verbénone) 

 antitoxiques 

 antivenimeuses 

 antirhumatismales 

 stimulantes ou apaisantes 

 aphrodisiaques   (Jollois et al.,  2001 ) 

II.3.5. Domaines d’utilisation  

Les HEs sont largement utilisées en parfumerie et cosmétologie (dans les crèmes et les 

gels) comme antimicrobiens et antioxydants, tout en leur assurant leur odeur agréable 

(Maruzzella et al., 1962 ; Vargas et al.,  1999). Aussi, en industrie alimentaire, comme 

conservateur (contre la prolifération des micro-organismes) et exhausteur d’arôme naturel (Lis-

Balchin et al., 1998 ; Lachowicz et al., 1998). Parmi le groupe diversifié des constituants 

chimiques des HEs, le carvacrol, qui exerce une action antimicrobienne bien distinguée, est 

additionné à différents produits alimentaires en industrie agro-alimentaire (Hammer, 1999). Il 

est rajouté pour rehausser le goût et pour empêcher le développement des contaminants 

alimentaires (Bilgrami  et al., 1992; Hitokoto et al., 1980) . Plusieurs travaux ont montré que 

les HEs de thym, d’origan, de cannelle et d’autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur 

sur la croissance et la toxinogenèse de plusieurs bactéries et champignons responsables de toxi-

infections alimentaires (Beuchat,1976 ; Madhyastha et al., 1984). 
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II.4. Les hydrolats  

II.4.1. Définition 

      Lors du processus d'obtention des huiles essentielles, un sous produit se forme à partir de 

l'eau ayant servi à l'extraction des molécules odorantes. Ce produit est l'hydrolat ou hydrosol en 

anglais. Au cours de la distillation, la vapeur d'eau traverse la matière végétale puis se condense 

au contact des parois froides d'un réfrigérant (Price et al, 2004) 

II.4.2. Composition 

     Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables à ceux 

présents dans l'huile essentielle ainsi que des composés solubles dans l'eau non retrouvés dans 

l'huile. La composition des hydrolats s'éloigne donc de celle des huiles : les molécules 

oxygénées hydrophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles 

comme les hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents. (Price et al., 

2004). 

II.4.3. Activités biologiques et pharmacologiques  

     Malgré la faible proportion en principes actifs, les hydrolats présentent certaines activités 

pharmacologiques et biologiques intéressantes. Leur popularité auprès des consommateurs est 

principalement due à leur non toxicité par rapport aux huiles essentielles (Piochon, 2008).   

    Plusieurs hydrolats de plantes de la Turquie ((Rosmarius officinalis L., Ocimum basilicum L., 

Origanum vulgare L.) ont été testés sur plusieurs bactéries pathogènes (Escherchia coli ATCC 

25922, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ATCC 2392, etc.). Les hydrolats d'origan 

et de sarriette ont montré une activité bacteriostatique très intéressante.                 

   Les hydrolats de thym « noir » (Thymbra spicata L.), de cumin (Cuminum cyminum L.) 

etd'anis (Pimpinella anisum L.) ont également montré une activité intéressante contre certaines 

bactéries. La forte activité bacteriostatique des hydrolats de sarriette et d'origan est due à la 

présence de carvacrol et de thymol qui sont deux phénols monoterpéniques connus pour leur 

activité antibactérienne (Deans et al.,1990 ; Farag et al., 1989). 

     Les activités antifongiques des hydrolats de cinq épices (romarin, cumin, sarriette, 

echinophore et basilic) ont été évalués in vitro sur des espèces de champignons 

phytopathogènes (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea et Alternaria 

citri) par des chercheurs de l'Université de Selcuk en Turquie (Boyraz et al.,2005). L'hydrolat 

de sarriette (Satureja hortensis) a montré l'activité antifongique la plus intéressante sur 

l'ensemble des champignons testés suivi de l'hydrolat d'échinophore (Echinophora tenuifolia) 

puis de cumin (Cuminum cyminum) (Piochon, 2008). 
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      Ces résultats ouvrent une perspective intéressante dans le domaine de l'alimentaire, de la 

cosmétique et de la pharmacie dans la mesure où les agents de conservation chimiques 

pourraient être remplacés par des hydrolats tant que l'impact organoleptique de ceux-ci 

demeure acceptable.(Farag et al., 1989). 

      De point de vue pharmacologique, l'hydrolat  était très employé depuis l'antiquité pour 

soigner divers maux tels que les problèmes reliés au système gastro-intestinal. En effet, 

l'hydrolat d'Origanum  onites  a montré une activité spasmolytique sur le duodénum et l’iléum 

de rat, stimulés par l'acétylcholine. Cette inhibition des contractions par l’hydrolat est dose 

dépendante (Piochon, 2008). 

II.5. Les polyphénols  

II.5.1.Définition : 

    Les polyphénols constituent un ensemble de molécules très largement répandues dans le 

règne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu'aux fruits (Haslam, 

1989).  

    Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux. Ils résultent 

biogénétiquement de deux voies synthétiques principales: la voie shikimate et acétate (Lugasi 

et al., 2003). 

    Les composes phénoliques sont caractérisé par la présence d’au moins un noyau 

benzénique  au quel directement est lié au moins un groupe hydroxyl libre engagé  dans  une  

fonction   (Bruneton, 1999). 

    Selon  Harborne (1989),  les polyphénols peuvent s'étendre de molécules simples, telles 

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

      Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoïdes, 

tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols où les flavonoïdes 

représentent le groupe le plus commun et largement distribué.La grande diversité structurale 

des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui permettent 

leur extraction et leur isolement (Bruneton, 2009). 
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II.5.2.Classification  des composés phénoliques  

 Les flavonoïdes 

    Les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possèdent  

tous un même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué de deux unités 

aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaîne en C3(Bruneton, 1999) (fig. 3). 

.  

                     Figure 3 : Squelette de base des flavonoïdes  (Bruneton, 1999) 

      En se basant sur leur squelette, les flavonoïdes peuvent être divisés en différentes classes         

(Fig.4) : anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; 

isoflavanes ; flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen et al., 

2002; Edenharder et Grünhage , 2003). 

   

Flavonoles Isoflavonoles Isoflavanes 

 
 

 

Flavones Isoflavones Flavanes 
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Flavanones Isoflavanones Aurones 

   

Flavanols Isoflavanols Anthocyanidines 

Figure 4 : Structures des squelettes de base des flavonoïdes (Havsteen et al., 2002) 

 Les tannins 

      Les tannins sont des polyphénols polaires d’origines végétales (Berthod et al., 1999), qui 

existent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines. Leurs 

poids moléculaires s’étendent de 500 à 3 000 Da  (Cowan, 1999). Il est difficile de les séparer 

dans un extrait végétal, parce que de nombreux isomères avec une base moléculaire très 

semblable coexistent (Berthod et al., 1999). 

      Ils sont divisés en deux groupes, tannins hydrolysables et tannins condensés. 

Alternativement, des tannins peuvent être constitués par polymérisation des unités de quinone 

(Cowan, 1999). 

 Tanins  hydrolysables : 

    Se sont des oligo ester ou’ des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable de molécule 

d’acides phénols, le sucre est très généralement le glucose, l’acide phénol est soit de l’acide 

gallique dans le cas des tanins galliques, soit l’acide éllagique dans le cas des tannins ellagiques 

(Bruneton ,1999) (fig. 5). 
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           Figure 5 : Structures des tannins hydrolysables et des acides associés  (Peronny, 2005) 

 Tanins condensés ou pro-antocyanidines : 

    Ils se diffèrent fondamentalement des tannins galliques et ellagiques car ils ne possèdent 

pas de sucre dans leur molécules et leur structure est voisine de celle des flavonoides 

(Bruneton, 2009) (Fig. 6) 

 

Figure 6 : Structures  de tannins condensés (Peronny, 2005) 

 Les Coumarines   

      Se sont des substances odorantes présentent dans de nombreuses plantes aux actions 

variables. Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones qu’on peut considérer en première 

approximation, comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamique(Bruneton ,1999) 
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 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 animaux pollinisateurs insectes, oiseaux (Brouillard et al.,2003 ).  

 Les lignanes 

      Les lignanes sont issu de la condensation des deux unités phenylpropaniques (C6-C3). Ces 

composés sont très répondus dans le règne végétal. Elles forment une classe chimique très 

importante. Chez l’ortie on a les lignanes diaryl-butaniques comme le sécoïsolaricirésinol 

(Bruneton, 1999) qui est présent au niveau des racines en plus du  néo-olivil  (Hryb, 1995). 

 Les antraquinones – Anthracénosides – Emodols   

      Les anthraquinones sont des composes colorés en orange, rouge, appartenant à la famille 

des anthracénosides. Ces derniers regroupent  tous les composés  phénoliques et hétérosidiques. 

Les emodols  sont des dérivés hydroxyanthracéniquees(Tsutomu et Hisachi, 1971). 

II.5.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques des polyphénols 

      Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoïdes en 

particulier sont très poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les 

activités antiallergique, anti-arthérogénique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, 

antimicrobienne, antivirale, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et 

vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2008). Ces actions sont attribuées à leur 

effet antioxydant qui est due à leurs propriétés redox en jouant un rôle important dans la 

destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de l’oxygène, ou 

décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). 

      Les effets bénéfiques des polyphénolsintéressent particulièrement deux domaines : la 

phytothérapie et l’hygiène alimentaire (Leong et Shui, 2002).  

D’après les études multiples attestant de l’impact positif de la consommation de polyphénols 

sur la santé et la prévention des maladies, les industriels commercialisent maintenant des 

aliments enrichis en polyphénols ou comme des suppléments alimentaires. De plus, leur activité 

antioxydante assure une meilleure conservation des denrées alimentaires en empêchant la 

peroxydation lipidique. Dans l’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur 
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application pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et 

la beauté de la peau. En phytothérapie, même si certaines indications sont communes à 

plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux 

flavonoïdes qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble 

être utilisée pour des bénéfices spécifiques (Hennebelle et al., 2004). 

      En ce qui concerne les flavonoïdes, ces composés peuvent empêchés les dommages 

oxydatifs par différentes mécanismes d’actions: soit par capture des radicaux hydroxyles, 

superoxydes, alkoxyles et peroxydes ( Hodek et al., 2002); soit par chélation des métaux (le fer 

et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans l’initiation des réactions radicalaires ; soit 

l’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres  (Van Acker et al., 

1998 ; Benavente-García et al .,1997). Ils jouent un rôle très important dans le traitement du 

diabète (inhibant l’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des 

inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygénase), des hépatites, 

des tumeurs, de l’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des 

affections bactériennes et virales (anti-HIV) (Yao et al., 2004 ;Cowan et al., 1999 ). Mais, on 

attribue également aux flavonoïdes des propriétés neurosédatives, antispasmodiques, 

diurétiques, anti-oestrogènes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences 

telle l’altération de la mémoire et la confusion.        

      D’autres part, les citroflavonoïdes (flavonoïdes provenant de divers Citrus) et le fragilité 

capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroïdaire) (Hennebelle et al., 2004). 

      Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire (vigne 

rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire même antiseptiques urinaires. 

Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision nocturne en 

facilitant la régénération du pourpre rétinien (Vaccinium myrtillus L.; Ribes nigrum L.) 

(Hennebelle et al., 2004). Les anthocyanidines sont responsables de la couleur brillante des 

fruits et des légumes. Aussi, ont un effet inhibiteur de la croissance des lignées cellulaires 

humaines (Zhang et al., 2005).   

      Les taninssont considérés comme des anti-nutriments grâce aux divers effets nuisibles à 

savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les 

dommages du foie (Chung et al.,1998). Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par 

lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques 

(chêne, Quercus). Les proanthocyanidines dimères de l’aubépine (Crataegus spp.) seraient de 
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bons sédatifs cardiaques(Hennebelle et al., 2004). Concernant le pouvoir antioxydant des 

tannins, cette propriété est très remarquable due à leurs noyaux phénols et la présence des 

groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. 

Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine et 

l’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux libres (Rahman, 2002), ils inhibent 

les ions Cu2+ qui catalysent l’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages in vitro  

(Yoshida, 1999). 

      Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives, 

diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). Ils ont la capacité de 

capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. Ils préviennent également la 

peroxydation des lipides membranaires ( Andersson et al., 1996). 

      Les acides phénols et ces dérivéssont considérés comme responsables de l’activité 

cholérétique de l’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés 

salicylés(Hennebelle et al., 2004). Les composés possédant les activités antioxydantes et 

antiradicalaires sont l’acide caféique, l’acide gallique et l’acide chlorogénique. Pour l’acide 

caféique, il se montre très efficace contre les virus, bactéries et champignons (Cowan, 1999). 

Alors, l’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon 

chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux 

tels la cisplatine peut être un traitement efficace pour ce type de cancer ( Rangkadilok et al., 

2007). Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire à une faible 

concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels que  la quercétine sur les cellules 

humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats normaux( Zhang 

et al., 2005).  

      Certaines quinones, dérivant de l’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles sont 

rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloès (Aloès 

spp.). D’autres activités antidépressives, anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes, 

fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du groupe ont une toxicité 

non négligeable. (Bruneton, 2009). 

 

 

 



1ere partie : Synthese bibliographique  
 

 
 

Chapitre III : Activité antibiofilms des métabolites secondaires 

III.1. Généralités sur le biofilm  

Le consensus actuel définit unbiofilm comme une communauté de microorganismes attachés de 

manière irréversible à un substrat (microorganismes sessiles), qui sont ancrés dans une matrice 

de substancespolymériques extracellulaires qu’ils ont sécrétées et qui présentent un phénotype 

modifié (i.etaux de croissance, transcription des gènes) (Donlan et Costerton, 2002). 

      La formation des biofilms est un processus complexe qui peut se résumer en quatre étapes 

(Figure 7)(Seneviratne et al., 2008): la phase initiale précoce dite d’adhérence, suivie de la 

phase intermédiaire de croissance du biofilm, puis d’une phase de maturation du biofilm néo-

formé et enfin d’une phase de dispersion de microorganismes à partir du biofilm (Pemànet al., 

2008) . 

 

 

Figure 7 : Principales étapes de la formation d’un biofilm de C .albicans                       

(Blankenship et Mitchell, 2006). 

 

III.2. Résistance des biofilms aux antifongiques 

      Les biofilms  posent un problème majeur puisque la dose requise pour les éradiquer peut 

être supérieure aux concentrations thérapeutiques les plus élevées administrables (Ramage et 

al., 2009). Plusieurs mécanismes de résistance ont été identifiés chez C. albicans (Ramage et 

al.,2006) : 

1)- La présence de la matrice augmente la résistance des biofilms (Al-Fattani et Douglas, 

2006) en constituant une barrière diffusive (Hawser et  Douglas, 1994). La matrice diluerait 
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les agents actifs dont la concentration ne serait plus létale (Hall-Stoodley et al., 2004). L’action 

de ces molécules sur les cellules serait ainsi retardée (Douglas, 2003). 

2)- Lorsque les levures sont résistantes, les gènes codant pour les « pompes à efflux » (i.e 

CDR1, CDR2 et MDR1) (Mukherjee et al., 2003) localisées dans la membrane des cellules 

seraient surexprimés (Mukherjee et Chandra, 2004) . 

3)- L’existence d’une sous population de cellules particulières dites persistantes pourrait 

également favoriser ce processus de résistance (La Fleur et al., 2006). Ce sont des variants  

phénotypiques du type sauvage plutôt que des mutants (LaFleur et al., 2006) qui seraient 

quiescents (Lewis, 2010). Ces cellules survivent à des concentrations élevées en agent 

antifongique (Lewis, 2010). Une fois la disparition de l’agent antifongique, ces cellules 

peuvent reformer un biofilm  (Lewis, 2010) 

4)- La réduction de la teneur en stérols de la membrane contribuerait aussi à la résistance durant 

les phases de croissance intermédiaire et de maturation du biofilm (Mukherjee et Chandra, 

2004). Or, l’ergostérol est essentiel pour la fluidité et la perméabilité membranaires et 

engendrer une rechute de l’infection (Mukherjee et al., 2003). 

III.3. Effets connus des métabolites secondaires sur le biofilm  

  Les propriétés antimicrobiennes, antiseptiques, antifongiques et même anti-Candida des 

huiles essentielles sont souvent attribuées à leurs principaux composants aromatiques comme 

l’eugénol, le thymol ou le carvacrol (Braga et al.,2008, Pavel et al., 2010 , Williams et al., 

2011). Les propriétés antifongiques et anti-biofilm de Candida du thymol et du carvacrol ont 

été mises en évidence dans le cadre d’une étude au laboratoire (Dalleau et al., 2008). 

      Plusieurs polyphénols ont démontré un pouvoir fongicide envers  C. albicans, tel que le 

resveratrol, par accumulation de tréhalose intracellulaire (Jung et al., 2007), Le gallate 

d'épigallocatéchine (EGCG), par inhibition de la synthèse d'ergostérol en agissant sur le 

métabolisme du folate  (Navarro-Martinez et al., 2006) et l'acide benzoïque isolée du jus de 

canneberge qui inhibe totalement la croissance de C. albicans(Swartz et Merek , 1968). Une 

synergie entre le EGCG et les antifongiques azolés a été démontrée (Navarro-Martinez et al., 

2006). Une étude réalisée par Hirasawa et al en  2004 a conclu que l’EGCG augmente 

l'activité antifongique de l'amphotéricine B et du fluconazole sur les souches résistantes et non 

résistantes de C. albicans. Il est permis de penser que ce polyphénol pourrait diminuer la 

quantité d'antifongiques nécessaires pour le traitement de mycoses, limitant ainsi les effets 

secondaires des antimycotiques. L'étude de Han (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'amphotéricine B de plus de 75 %, à cause de l'effet synergique avec l'extrait de pépin 

de raisin. Certains facteurs de virulence de C. albicans peuvent être influencés par les 

polyphenols, tel que l'extrait de feuille de Streblus asper qui réduit la formation d'hyphes et 

l'adhérence de C. albicans aux cellules épithéliales (Taweechaisupapong et al., 2005). De 

plus, Taweechaisupapong et al.,(2006) ont démontré que ce même polyphénol réduit 

l'adhérence de C. albicans à l'acrylique de 20 %. Cette réduction d'adhérence serait due à un 

changement dans la paroi cellulaire de Candida. La formation du biofilm a également été 

inhibée jusqu'à 70 % par le baicalein provenant de l'herbe chinoise Scutellaria baicalensis(Cao 

et al., 2008). 

      Le salvipisione et l’aethiopinone ont inhibé le biofilm des staphylocoques en réduisant  le 

nombre de ses cellules et sa morphologie (Walencka etal., 2007). 

Chapitre IV: Pouvoir  anti-radicalaire  

IV.1. Origine du stress oxydatif 

Les Radicaux libres, les espèces réactives d’oxygène (ERO), le stress oxydant et antioxydants 

deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et même 

pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que 

dans le milieu des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déjà la toxicité de l’oxygène 

et la « free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement. En 1969, les 

Américains McCord et Fridovich isolent à partir de globules rouges humains un système 

enzymatique antioxydant superoxyde dismutase « SOD », démontrant ainsi pour la première 

fois que notre organisme produit des espèces réactives d’oxygène « ERO » dont il doit se 

protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche scientifique dans le 

monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 2003). 

 Définition d’un radical libre 

      L’oxygène est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet 

de produire de l’énergie en oxydant la matière organique. Mais nos cellules convertissent une 

partie de cet oxygène en métabolites toxiques, nommés radicaux libres organiques (Meziti, 

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

des espèces chimiques contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons 

célibataires. Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission 

homolytique de liaison covalente: Après une rupture homolytique, chacun des deux électrons 
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intervenant dans la liaison entre les atomes A et B gagne l’orbitale externe de ces atomes, qui 

deviennent alors des radicaux libres (Bonnefont-rousselot etal., 2003). 

 Définition du stress oxydant  

      Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en 

permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maîtrisée 

par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. 

Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en 

équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une 

surproduction énorme de radicaux, l'excès de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 

2003). Chaque individu ne possède pas le même potentiel antioxydant selon ses habitudes 

alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans lequel il 

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 l'effort oxydant est imposé 

(Aruoma, 1999). 

IV.2.Les radicaux libres dans les systèmes biologiques : 

 Rôles biologique des radicaux libres  

      Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espèces extrêmement 

dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des 

espèces indispensables à la vie. Ils remplissent en effet de très nombreuses fonctions utiles qui 

à part la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres participent au 

fonctionnement de certaines enzymes, à la transduction de signaux cellulaires, à la défense 

immunitaire contre les agents pathogènes, à la destruction par apoptose des cellules tumorales, 

à la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment 

ceux de la mémoire, à la fécondation de l'ovule, à la régulation des gènes (Favier, 2003), à la 

production énergétique, au règlement de la croissance des cellules et à la signalisation 

intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast , 2007 ; Touafek , 2010 ; Marfak, 2003) . 

 

 Les conséquences du stress oxydant 

      L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit 

des processus de peroxydations en cascade aboutissant à la désorganisation complète de la 

membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barrière et d’information (Koechlin-

Ramonatxo, 2006). La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont 

en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaînes de protéines, altérant 
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également leur fonction. Les plus sensibles à leur action sont le tryptophane, la tyrosine, 

l’histidine, la cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons 

peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire ou 

mitochondrial, est également une cible majeure des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir 

avec les désoxyriboses de l’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces 

altérations structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entraînent à long terme des altérations 

géniques (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les conséquences biologiques du stress oxydant 

seront extrêmement variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront 

la prolifération cellulaire et l'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront 

l'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents 

désorganiseront la membrane cellulaire, entraînant des lyses immédiates. De nombreuses autres 

anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenèse, 

malformation des fœtus, dépôt de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, 

dépôt de lipides oxydés, immunosuppressions (Favier, 2003). 

 Les maladies liées au stress oxydant  

      La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge, car le 

vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale 

de radicaux. En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant 

certains gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, 

cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, œdème 

pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant 

l'apparition de maladies plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les 

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 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 le processus d’oxydation en bloquant l’initiation ou la propagation des chaînes de 

réactions oxydatives (Behera et al., 2006). 

      Les antioxydants naturels ou’ synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses 

maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives, inflammation, diabète…) et le 

vieillissement, dus à la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont  

également utilisés dans les aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la 
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décoloration qui est souvent due à l’oxydation causée par la lumière, la chaleur et certains 

métaux (Méda et al., 2005). 

 

IV.3.1. Classification des antioxydants  

 Classification des antioxydants par rapport à leur mécanisme d’action  

      Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir à 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 ligne de défense, l’organisme est 

en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par l’attaque radicalaire 

(Gardès- Albert, 2003). 

 Groupe I : (les antioxydants primaires)  

      Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de 

l’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres vers 

leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des composés 

phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogène au radical libre et le convertir en 

un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de façon 

prédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : la concentration élevée de ces 

radicaux et la faible énergie du groupement (ROO·). Un piégeur du radical libre, même à des 

concentrations faibles, entre en compétition avec les lipides pour rendre le radical libre inactif 

par l’intermédiaire d’une réaction de libération d’un électron, suivie d’une déprotonation 

(Frankel et al., 2000 ; Huang et al., 2005). 

 

  Groupe II (les antioxydants secondaires)  

      Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances 

chimiques chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de l’oxygène singlet, des 

piégeurs de la molécule d’oxygène, inhibiteurs des enzymes pro-oxydative, enzymes 

antioxydants et destructeurs des hydropéroxides.  

      Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, par 

exemple, l’acide ascorbique peut être un piégeur du radical libre, désactivateur des oxygènes 

singulets dans une solution aqueuse et effectivement régénérer du tocophérol. Plusieurs 

flavonoïdes sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux (Miller et al., 1996).  

 Classification des antioxydants suivant la nature chimique  

  Les antioxydants naturels  
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      Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo. Elles incluent le bêta 

carotène, l'albumine, l'acide urique, les oestrogènes, les polyamines, les flavonoïdes, l'acide 

ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E. (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Elles 

peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une 

capacité de lier les acides gras libres. (Svoboda et Hampson, 1999). 

  Les antioxydants enzymatiques  

      Les antioxydants enzymatiques s’agit principalement de trois enzymes, la superoxyde 

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une 

action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O2●- et du H2O2, conduisant 

finalement à la formation de l’eau et de l’oxygène moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).  

  Les antioxydants non enzymatiques  

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

synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par l’alimentation. Dans cette catégorie 

d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E et 

C et les polyphénols. Dans l’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le 

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

tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins 

chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est très discutée car ils génèrent un 

besoin de recherche comme matière de substitution d’après des sources naturelles comme 

antioxydants de la nourriture (Lisu et al.,2003). Cependant, il a été montré que ces 

antioxydants de synthèse pouvaient être toxiques (Yu et al.,2000). En effet, le BHA 

convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogènes en augmentant la 

sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (Barlow, 1990). 

Le BHT présenterait des effets carcinogènes chez le rat (Ito et al.,1985). 

IV.3.2. Mécanisme d’action des antioxydants 

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de l’oxygène 

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de 

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006). D’une manière 

générale, un antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-même 

plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome 

d’hydrogène ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol. En plus leurs 

radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et 

par manque de positions appropriées pour être attaqué par l’oxygène moléculaire. Les 
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antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent l’initiation en complexant les 

catalyseurs, en réagissant avec l’oxygène, ou des agents de terminaison capables de dévier ou 

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

D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec 

un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis 

que d’autres antioxydants absorbent l’énergie excédentaire de l’oxygène singlet pour la 

transformer en chaleur (Yaacoub et al., 2009 ).  
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Les objectifs de ce travail sont l’examen phytochimique, l’analyse des extraits (huile 

essentielle et polyphénols) et l’évaluation du pouvoir antimicrobien et antiradicalaire de  

Nepeta. amethystina.  

Chapitre I : Matériel végétal 

I.1. Origine du matériel végétal 

      Nepeta amethystina Poir a été récoltée à Aïn-Sefra (Djebel Mekhter) au Sud-Ouest 

Algérien, en période de préfloraison (tiges, feuilles et racines), à la fin de mai et début de juin 

durant l’année 2011 (fig. 8).  

 

Figure 8 : Situation géographique de station de collecte  

       Le lieu de prélèvement de la plante « Djebel Mekhter-Aïn-Sefra», dépend 

administrativement de la wilaya de Naâma ; celle-ci se trouve limitée au Nord par la wilaya de 

Naâma, au Sud par la wilaya de Bechar, à l’ouest par le Maroc, et à l’est par la wilaya d’El 

Bayadh). 

       La ville de Aïn Sefra se trouve au sud-ouest algérien, et entre 35° 05  َ et 35° 25  َ de latitude 

Nord, et entre 0° 15  َ et 2° 15° de Longitude, d’un climat aride froid. (O.N.M, 2011). Les 

données géographiques et bioclimatiques sont résumées dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Situations géographiques et étage bioclimatique de la station de récolte 

(O.N.M.,2011). 

Station de récolte 
Etage 

bioclimatique 

Altitude 

(m) 

Latitude 

(Nord) 

Longitude 

(Ouest) 

Pluviométrie 

(mm) 

Aïn-Sefra 

(Djebel Mekhter) 

Aride froid 1075 0°   36’ 32°   45’ 120 

 

L’identification botanique de l’espèce a été déterminé selon les clés de Quézel et Santa (1962), 

Ubera et Valdés (1983)et confirmer par les botanistes du laboratoire d’Ecologie et de la 

biodiversité végétale, Université de Tlemcen où des spécimens de la plante sont déposés (fig. 

9). 

 

Figure 9 : N. amethystina (tiges, feuilles) (Photos prises à Djebel Mekhter en juin 2011). 

I.2.Traitement du matériel végétal 

Après la récolte, le matériel végétal est nettoyé (débarrassé des débris) et les deux parties de la 

plante récolté (tiges + feuilles et racines) sont séparément étalées et laissées sécher à l'air libre 

et à l'abri de la lumière pendant trois jours. Une fois sécher, nous avons conservé chaque partie 

de la plante dans des sachets en papier de Kraft. 

I.3. Enquête ethnopharmacologique 

L’enquête préliminaire sur la plante N. amethystina a été réalisée auprès de la population        

d’Aïn-Sefra selon un questionnaire (voir annexe 1). L’enquête a porté essentiellement sur le 

nomvernaculaire, la partie de la plante utilisée, le mode de préparation et d’administration et les 

usages thérapeutiques. 
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I.4. Criblage phytochimique 

       Les tests phytochimiques consistent à détecter les différentes familles chimiques existantes 

dans la plante étudiée par des réactions de précipitation ou de coloration en utilisant des réactifs 

spécifiques à chaque famille de composés selon les méthodes décrites par Dohou et al. (2003). 

I.4.1. Extraction :  

      Les parties aériennes de la plante (tiges, feuilles et racines) ont été soumises à des 

extractions sous reflux (fig. 10) successivement par trois solvants de polarité décroissante : eau, 

éthanol et éther diéthylique (PROLABO), afin d’extraire les différentes familles de composés 

chimiques. 

 

 

 

 

Figure 10 : Appareil de Soxhlet 

I.4.2. Epuisement du matériel végétal avec de l’eau à chaud : 

       50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300 ml d’eau dans un ballon mono-col 

surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté à reflux pendant une heure. Le mélange est 

filtré et l’extrait aqueux est soumis aux différents tests. 

a. Amidon: 

       Le test effectué consiste à : 

 Chauffer 5 ml de l’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée 

dans un bain marie jusqu’à l’ébullition ; 

 Ajouter le réactif d’amidon 

       L’apparition d’une coloration bleue violacée indique la présence de l’amidon (Rahman, 

2002). 
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b. Les saponosides: 

  Les saponosides sont caractérisés par un l’indice de mousse (Yochida et al.,1999). Leur 

détection est réalisée en ajoutant un peu d’eau à 2 ml de l’extrait aqueux, après l’agitation, le 

mélange est abandonné pendant 20 minutes et la teneur en saponosides est évaluée: 

Pas de mousse = test négatif 

Mousse moins de 1cm = test faiblement positif 

Mousse de 1-2cm = test positif 

Mousse plus de 2cm = test très positif 

c. Les tanins: 

       La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, à 1ml de l’extrait aqueux, 1ml 

d’eau et 1 à 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée 10 fois. L’apparition d’une coloration verte 

foncée ou bleu-verte indique la présence des tanins. 

d. Les anthraquinones: 

  La détection des anthraquinones consiste à : 

 Traiter 1g du matériel végétal avec 10 ml de KOH (0,5N) et 1 ml H2O2 dilué à 

5% ; 

 Bouillir et refroidir le mélange 

 Filtrer, puis acidifier le filtrat avec de l’acide acétique ; 

 Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de toluène ; 

 Agiter l’extrait de toluène en présence de 5 ml de NH4OH 

  Une réaction positive est révélée par formation d’une couleur rouge au niveau de la couche 

alcaline. 

I.4.3. Epuisement du matériel végétal avec de l’éthanol : 

50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300 ml d’éthanol dans un ballon monocol 

surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté à reflux pendant une heure. Le mélange est 

filtré et l’extrait éthanolique est soumis aux différents tests. 
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a. Les flavonoids: 

       La réaction de détection des flavonoïdes consiste à traiter 5 ml de l’extrait éthanolique avec 

1ml d’HCl concentré et 0,5g de tournure de magnésium. La présence des flavonoïdes est mise 

en évidence si une couleur rose ou rouge se développe après 3 minutes (Yochida et al., 2002 ). 

b. Les alcaloïdes sels: 

       Leur détection consiste à : 

 Evaporer à sec 20 ml de l’extrait éthanolique ; 

 Ajouter 5 ml d’HCl (10%) au résidu obtenu, puis chauffer dans un bain marie ; 

 Filtrer le mélange et l’alcaliniser avec quelques gouttes d’une solution de 

NH4OH (10%) jusqu’au pH 9 ; Extraire la solution avec l’éther diéthylique, 

ensuite concentrer à sec ; 

 Dissoudre le résidu dans du HCl (2%) ; 

 Tester la présence des alcaloïdes par quelques gouttes de réactif de Mayer et 

Wagner afin d’obtenir un précipité blanc et un précipité brun indiquant la 

présence des alcaloïdes (Rangakadilok et al., 2007). 

c. Les tanins: 

  La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, à 1ml de l’extrait éthanolique 2ml 

d’eau et 2 à 3 gouttes de solution de FeCl3 diluée. Un test positif est révélé par l’apparition 

d’une coloration bleue-noire (tanins galliques), vert ou bleue-verte (tanins catéchiques). 

d. Les anthracénosides, les coumarines et les anthocyanosides : 

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

 Ajouter 15 ml d’HCl (10%) à 25 ml de l’extrait éthanolique ; 

 Porter l’ensemble à reflux pendant 30 minutes ; 

 Refroidir la solution et l’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther ; 

  Ensuite, chacune des ces familles est détectée séparément : 

e. Les anthracénosides : 

  La détection des anthracénosides est réalisée par le réactif de Bornträger, en traitant 8ml de 

la solution extractive éthérique par ce dernier. Un test positif est révélé par l’apparition d’une 

teinte vive variant de l’orangée-rouge au violet- pourpre. 
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f. Les coumarines : 

  Leur détection consiste à : 

 Evaporer à sec 5 ml d’eau chaude, puis diviser le volume en deux parties; 

 Prendre le demi volume comme témoin et ajouter à l’autre volume 0,5 ml de 

NH4OH (10%) ; 

 Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumière UV 

  La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence intense (Hitokoto et al., 

1980). 

g. Les anthocyanosides: 

  Le test effectué consiste à doser la solution aqueuse acide avec une solution NaOH. Les 

anthocyanosides ont des colorations variant en fonction du pH. La solution prend une couleur  

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

h. Les stérols etstéroïdes: 

  Deux essais ont été effectués : 

       Essai 1 : il consiste à : 

 Evaporer à sec 10 ml d’extrait éthanolique ; 

 Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de chloroforme anhydre puis filtrer ; 

 Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride acétique ; 

 Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré ; 

 Agiter, puis laisser la solution reposer. 

  Un test positif est révélé par l’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert 

(maximum d’intensité en 30 minutes à 21°C). 

       Essai 2 : Il consiste à : 

 Evaporer à sec l’extrait éthanolique correspondant à 10 ml ; 

 Dissoudre le résidu obtenu dans 0,5 ml d’anhydre acétique et 0,5 ml de 

chloroforme, puis filtrer ; 

 Traiter le filtrat par la réaction de Liebermann-Burchardt. 

  Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique 

respectivement la présence des hétérosides stéroïdiques et triterpéniques.  



2eme partie matériel et méthodes 

 

 
 

i. Les composés réducteurs: 

       Leur détection consiste à traiter 1ml de l’extrait éthanolique avec 2 ml d’eau distillée et 20 

gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un 

précipité rouge brique. 

I.4.4. Epuisement du matériel végétal avec l’éther diéthylique  

       50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300 ml d’éther diéthylique dans un ballon 

monocol surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté à reflux pendant 1 heure. Le mélange 

est filtré et l’extrait étherique est soumis aux différents tests. 

a. Les huiles volatiles: 

       La détection des huiles volatiles consiste à : 

 Evaporer à sec 20 ml de l’extrait éthérique ; 

 Dissoudre le résidu obtenu dans de l’alcool ; 

 Concentrer à sec la solution alcoolique obtenue. 

       Un test positif est révélé par l’obtention d’un résidu arôme. 

b. Les acides gras: 

       L’essai effectué consiste à : 

 Concentrer à sec 20 ml de la solution éthérique ; 

 Dissoudre le résidu obtenu dans de l’alcool ; 

 Traiter la solution alcoolique avec une solution base de soude ou de potasse ; 

 Ajouter un peu d’eau et extraire la solution avec l’éther diéthylique ; 

 Concentrer à sec la solution éthérée. 

       Un test positif est révélé par l’obtention d’un résidu gras. 

c. Les alcaloïdes bases: 

       La détection des alcaloïdes consiste à : 

 Evaporer à sec 10 ml de l’extrait éthérique ; 

 Dissoudre le résidu obtenu dans 1,5 ml d’HCl (2%) ; 

 Ajouter 1 à 2 gouttes de réactif de Mayer. 

       La formation d’un précipité blanc jaunâtre indique la présence des alcaloïdes bases. 
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I.5. Extractions sélectives 

I.5.1. Procédé d’obtention  de l’huile essentielle  

       L’extraction de l’huile essentielle de la partie aérienne de la plante (tiges et feuilles) a été 

effectuée par hydrodistillation au Clevenger. Cette méthode consiste à immerger directement le 

matériel végétal dans l’eau qui est portée à l’ébullition. Le dispositif utilisé est constitué d’un 

ballon en verre, placé au dessus d’un chauffe ballon, contenant de l’eau et le matériel à traiter, 

et surmonté d’une colonne à distiller en verre. Cette colonne est elle même reliée à un 

réfrigérant  qui condense les vapeurs d’eau que l’on recueille sous forme de distillat dans une 

burette. La durée de l’extraction est 4 à 5 h (fig. 11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Photo d’un montage d’hydrodistillation type Clevenger 

I.5.2. Procédé d’extraction de l’hydrolat  

       La vapeur condensée obtenue conduit à une phase organique (huile essentielle) qui est 

séparée de l’eau aromatique par décantation. Cette dernière contient une quantité non 

négligeable d’essence aromatique sous forme solubilisée. La récupération de cette huile est 

réalisée par extraction liquide liquide avec un solvant organique (éther diéthylique). 

L’utilisation d’un évaporateur rotatif sous vide permet d’éliminer l’éther et d’obtenir ainsi 

l’huile essentielle dissoute dans l'hydrolat.  

I.5.3. Obtention des flavonoïdes totaux 

 Pour l’extraction des flavonoïdes de la partie aérienne tiges et feuilles, nous avons utilisé la 

méthode décrite par Upson et al. (2000) (Fig. 12). 
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- 100g de plante sèche broyée est placé dans un ballon en présence d’une solution 

hydroalcoolique MeOH/eau (7:3  V/V) porté à ébullition. 

-  L’échantillon est laissé macérer durant une nuit  (24 heures). l’opération est répétée 

trois fois avec renouvellement du solvant.  

- Après filtration sur papier filtre, l’extrait brut hydrométhanolique (EB) est évaporé sous 

vide à sec en utilisant un évaporateur rotatif (BÜCHI) à la température de 45-50°C. 

- Après dégraissage du résidu obtenu par l’hexane, le résidu délipidé est récupéré dans 

l'eau chaude (50°C) puis soumis successivement a une extraction liquide-liquide par 

l'acétate d'éthyle (extraction des flavonoides aglycones, flavonoides mono-O-glycosides 

et parfois des di-O-glycosides) et le 1-butanol (extraction des flavonoides di-O-

glycosides, tri-O-glycosides et C-glycosides) (Tereschuk et al, 2004). Ensuite, les deux 

extraits, l’extrait acétate d’éthyl (EAcOEt) et l’extrait butanolique (E1-BuOH) sont 

évaporés à sec en utilisant un évaporateur rotatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Protocol d’extraction des flavonoïdes (Upson et al., 2000) 

 

Tiges et feuilles de Nepeta sec broyé 

Macération  durant 24h 

 

Méthanol / eau (7:3) V/V (bouilli) 

 

Filtration 

Evaporation à sec (50°C) 

Extrait sec enrichi en flavonoïdes 

Fraction d'acétate d'éthyle 

1-butanol 

 

Fraction 1-butanol 

Traitement avec de l’eau distillée bouillante 
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I.5.4. Extraction liquide-liquide et fractionnement sur colonne 

I.5.4.1. Extraction liquide-liquide 

Afin d’identifier quelques produits, nous avons pratiqué des extractions liquide-liquide 

desextraits bruts, aqueux et éthanolique à l’aide de solvants de polarité croissante. 

I.5.4.2. Fractionnement par colonne ouverte  

Cette technique est analogue à la CCM (basée sur une interaction électrostatique/ liaison 

hydrogène) sauf que c’est par gravité que l’élution se fait, et non par diffusion. On utilise une 

colonne en verre équipée d’un verre fritté et d’un robinet. La colonne est remplie d’une poudre, 

généralement de l’alumine ou de la silice. Selon la nature de l’éluant et du support, certaines 

molécules sont plus facilement éluées que d’autre (Horowitz, 2000). L’élution se fait selon un 

gradient de solvant polaire en faisant varier les proportions de solvant composant  l’éluant ou 

même en changeant le solvant lui-même. 

Mode opératoire : Lors de l’opération de remplissage, le plus délicat est d’avoir une 

répartition la plus homogène possible de l’adsorbant. Il faut éviter un remplissage de biais, 

éviter la formation de trous et de bulles d’air. L’étape  la plus intéressante pour avoir un bon  

fractionnement est le choix des éluants. Ce choix dépendait de la polarité. Pour cela on a essayé 

plusieurs systèmes de polarité variable, pour la mise en évidence et la séparation de différents 

constituants.  

Pour cela, nous avons fractionnés uniquement l’extrait éthanolique de la partie aérienne 

(tiges, feuilles) de N. amethystina sur colonne (CC) ouverte de silice de forte granulométrie 

(SiO2, ICN 200-500µm, 60Å et SiO2 G fine 10-40 μm). Par élution sous vide aux solvants de 

polarité croissante (cyclohexane, DCM, éther, acétone, MeOH), on obtient des fractions qui 

sont évaporées à sec sous pression réduite. 

I.5. Dosages et analyses chromatographiques 

1.5.1. Rendements en huile essentielle et en extrait d’hydrolat 

Le rendement en huile essentielle et de l’extrait d’hydrolat sont calculés par le rapport 

entre le poids de l’huile essentielle ou de l’extrait d’hydrolat et le poids de la plante. Le 

rendement, exprimé en pourcentage  est calculé par la formule suivante :          

R %= (PB / PA) × 100 

R % : Le rendement en % 

PA : Masse de la plante en g 

PB : Masse de l’extrait en g 



2eme partie matériel et méthodes 

 

 
 

1.5.2. Dosage des composés phénoliques 

I.5.2.1. Dosage des  polyphénols totaux  

       La teneur en phénols totaux des extraits (H2O éthérique et méthanolique) de   N. 

amethystina  a été déterminée par la méthode de Singleton et al. (1999). 

       Une quantité de 200 l des extraits de la plante est mélangé avec 1ml du réactif de Folin–

Ciocalteu fraîchement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium à 7,5% Na2CO3.                

L’ensemble est incubé à température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée 

contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre (UV/VIS OPTIZEN)  à  765 nm. Une courbe 

d’étalonnage (y = ax + b) a été réalisée en parallèle par l’acide gallique à différentes 

concentrations (0,25-1mg/ml) dans les mêmes conditions que les échantillons. 

  Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme du 

poids sec de la plante en appliquant la formule suivante : 

C= (c × V) / m 

C : La teneur en phénols totaux (mg d’acide gallique / g de matière végétale sèche). 

c: La concentration de l’acide gallique établie à partir de la courbe d’étalonnage 

(mg/ml). 

V: Volume de l’extrait méthanolique ou aqueux 

m: Le poids de la matière végétale sèche (g). 

I.5.2.2. Dosage des flavonoïdes totaux  

       La teneur en flavonoïdes a été déterminée spectrophotométriquement selon la méthode 

décrite par Upson et al. (2001). Une quantité de 100ml de chaque extrait (MeoH/H2O, AcoEt, 

1-Butanol) a été mélangée avec 0,4ml d’eau distillée et par la suite avec 0,03ml d’une solution 

de nitrite de sodium NaNO2 à 5%.    

       Après 5 minutes, 0,02ml d'une solution d’AlCl3 à 10% a été ajouté. Après 5 minutes on 

additionne au mélange 0,2ml de solution de Na2CO3 1M et 0,25ml d’eau distillée. L’ensemble 

est agité à l’aide d’un vortex et l’absorbance a été mesurée à 510 nm. 

       La teneur en flavonoïdes a été calculée à partir d’une courbe d’étalonnage (y= ax+b) 

réalisée par la catéchine à différentes concentrations (0,005-0,035mg/ml) dans les mêmes 

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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I.5.3. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La CCM permet d’avoir une idée sur les différentes classes de composés contenus dans les 

extraits. 

Principe : Elle consiste à placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et la laisser 

éluer en la trempant dans un solvant ou un 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 

qu’elle subit de la part du support (phase stationnaire) et de l’éluant (phase mobile). Elle est 

basée sur une interaction de type électrostatique/liaison hydrogène. Le principe du « qui se 

rassemble s’assemble », souvent rencontré en chimie permet encore d’expliquer ici la nature 

des phénomènes impliqués. Il n’existe pas de théorie pou la CCM permettant de choisir le bon 

éluant (c’est lui le plus dur à trouver) (Bounias, 1983). La CCM se déroule en trois étapes, 

préparation de la cuve, préparation de la plaque et l’élution. Une cuve de chromatographie se 

compose de la cuve et d’un couvercle. Le couvercle sert d’une part à éviter l’évaporation du 

solvant mais surtout à réaliser la CCM en atmosphère saturée. 

Mode opératoire : Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur 

plaquesanalytiques commerciales 20 x 20 cm  (Silicagel 60 F254, de 0,25 mm d’épaisseur). A 

l’aide  d’un crayon, on trace légèrement une ligne de dépôt à 2 cm du bord inférieur de la 

plaque  et une ligne  de front à 1 cm du bord supérieur. En utilisant une micropipette, on 

effectue un dépôt  du produit sur la ligne de départ sous forme d’une petite tache. Pour opérer 

en atmosphère saturée, il faut tapisser les parois de la cuve de papier filtre. Après 30 min de 

l’introduction de l’éluant choisi, on place la plaque à l’intérieur de la cuve de sorte que sa partie 

inférieure soit trempée dans le solvant. Une fois le solvant arrive à la ligne de front, on retire  la 

plaque et on la pose dans un dessiccateur pour sécher.  

La détection des taches à été réalisée par plusieurs révélateurs. En premier lieu, avec la 

lampe (UV) de type Vilberlourmate  N° 7674 (à 254 et à 365 nm) mais puisque de nombreux 

composés ne possèdent pas de couleurs propres, ni de fluorescence ou n’absorbent pas la 

lumière UV, dans ces conditions, on est obligés de rendre visibles certaines tâches en 

pulvérisant notre plaque avec une solution de vanilline sulfurique à 1% et par la solution AlCl3 

à 1%. Ainsi, le Rf (facteur de rétention) a été déterminé pour chaque tache observée en 

calculant le quotient de la distance de migration de chaque composé depuis la ligne du départ 

(dépôt), jusqu’aux centres des spots, sur la distance de migration du solvant du développement.  
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I.5.4. Analyse de la composition chimique de l’huile essentielle et de l’extrait de l’hydrolat 

par CPG /Ir et  CPG/SM 

            L’analyse par CPG a été réalisée à l'aide d'un chromatographe de type Perkin Elmer 

Autosystem GC, équipé de deux détecteurs à 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 film : 0,25 µm) respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthylèneglycol) et apolaire 

(Rtx-1, polydiméthyl-siloxane). Le gaz vecteur est l'hélium (1 ml/min) avec une pression en 

tête de colonne de 25 psi. La température de l'injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 

280°C. La programmation de la température consiste en une élévation de 60 à 230°C, à 

2°C/min, puis un palier de 45 min à 230°C. L'injection se fait par mode split avec un rapport de 

division de 1/50. La quantité d'huile injectée est de 0,2µL. La quantification a été faite par 

intégration électronique directe des aires des pics. 

              L’analyse par couplage CPG/SM a été réalisée à l'aide d'un chromatographe Perkin Elmer, 

autosysttem XL, doté d'un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i ; 

épaisseur du film : 0,25 µm) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé à une détecteur de 

masse Perkin Elmer TurboMass. Le gaz vecteur est l'hélium (1 mL/min) avec une pression en 

tête de colonne de 25 psi. La température de l'injecteur est de 250°C. La programmation de la 

température consiste en une élévation de 60 à 230°C, à 2°C/min, puis en un palier de 35 min à 

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 0,2µL. La détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d'un 

assemblage de quatre électrodes parallèles de section cylindrique. La température de la source 

est de 150°C. L'appareil fonctionne en impact électronique et la fragmentation est réalisée dans 

un champ électrique de 70eV. Les spectres de masse obtenus ont été acquis sur la gamme de 

masse 35-350 Da. 

 Méthodesd’identifications 

       La méthode d’identification par indice de Kovats (1965): les indices de rétention polaires 

et apolaires sont calculés à partir des temps de rétention d'une série d'alcanes de C9 à C25. 

       Les banques de données des spectres de masses : les spectres de masse obtenus sont 

comparés à ceux des bibliothèques informatisés : (Köning et al., 2004 ; Mc Laffertyet 

Stauffer, 1994 ; Adams, 2001), la bibliothèque du laboratoire de Corse et les spectres de masse 

publiés dans la littérature (Adams , 1989). 
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I.5.5. Analyse des flavonoïdes parHPLC. 

L’analyse qualitative des flavonoïdes a été effectuée par HPLC (Type HPLC 1100 HP 

Hewlett Packard). La phase stationnaire est une colonne en silice (C18 phase inverse) de 

125mm sur 4,6 mm de dimension. La phase mobile est un mélange d’eau/méthanol/acide 

acétique aux proportions (50 :47:2,5) (V/V/V) en système isocratique avec un débit de 1ml 

/min.  Les extraits et les standards sont préparés à des concentrations de 0,5 mg/ml. Un volume 

d’extrait et de standards de 20µl est injecté. La détection des composés est faite avec un 

détecteur UV à la longueur d’onde de 280-320 nm et les flavonoïdes contenus dans chaque 

extrait analysé ont été identifiés par la comparaison des temps de rétention obtenus par ceux 

des témoins. 

I.5.6. Analyse par RMN 

         Les spectres RMN des échantillons ont été enregistrés sur un appareil Bruker DPX 300 

dans le chloroforme deutéré et les déplacements chimiques sont donnés en ppm (δ) par rapport 

au TMS pris comme référence interne.Les conditions opératoires sont données en  annexe 2. 

Chapitre II : Matériel microbien 

II.1. Les souches testées 

         L’activité antimicrobienne des extraits de Nepeta amethystina  a été évaluée sur quatorze 

souches pathogènes (Tableau 3). Les souches bactériennes et fongiques testées sont toutes de 

références. Le choix des souches citées ci-dessous, a été fait sur la base de leurs implications 

dans les infections, l’altération des aliments et sur leurs disponibilités au laboratoire.   

Tableau 3 : les différentes souches microbiennes testées 

 
Source 

 

 

 

Bactéries 

  

  

 Gram- 

  

Escherichia coli ATCC 25922  

 

 

 

LAMAABE 

 

 

 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Listeria monocytogenes ATCC 19115 

Gram + 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Bacillus cereus ATCC 11778 

Bacillus stearothermophilus ATCC 12980 
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Bacillus subtilis ATCC 6633  

 

 

 

LAMAABE 

 

Levures 

 

  

  

Candida albicans IPP 444 

Candida albicans IPP10231 

Candidaalbicans ATCC 26790 

Moisissures 

 

Aspergillus flavus MNHN 994294 

Cladosporium herbarum  MNHN 3369 

 

II.2. Conservation des souches 

Les souches utilisées ont été conservé dans le glycérol-BHIB (50%) à -4°C. ces dernières 

subissent une purification. Au début, un repiquage sur un bouillon BHIB et incubation pendant 

24 heures à 37°C pour la revivication des souches. Ensuite, un ensemencement a été réalisé sur 

des milieux gélosés  spécifiques PDA acidifié pour les moisissures, gélose nutritive  pour les 

bactéries et levures).  

       Les souches ont été conservées à 5°C dans des tubes stériles contenant 10ml de milieu de 

culture incliné (PDA acidifié pour les moisissures, gélose nutritive pour les bactéries et 

levures). 

II.3. Préparation des précultures 

         Pour la fixation de l’inoculum de départ, on a employé une méthode photométrique 

(Atwal, 2003). Pour chaque microorganisme, 10 ml de milieu de culture fraîchement préparé et 

stérilisé (MH pour les bactéries, Bouillon nutritif pour les levures) à été inoculé avec une 

colonie prélevé d’une culture de 24 heures. La turbidité est ensuite ajustée à 0.5 McFarland en 

utilisant un spectrophotomètre réglé à 620 nm, ce qui correspond à environ 1-2 x 108 UFC/ml 

en mesurant la DO entre 0,08 et 0,1  (CLSI, 2006). 

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

provenant d’une culture pure préparé au préalable puis on incube pendant  7 jours.  

 

II.4. Etude de l’activité antimicrobienne 

II.4.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) 

       La méthode de Vincent (Aromatogramme)  consiste a placé un disque imprégné du 

composé à tester sur le milieu Muller-Hinton préalablement inoculée avec la souche. Le produit 

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

Après incubation, il se forme une zone ou un halo autour du disque. Plus grande est cette zone, 
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plus l’espèce est sensible. Cette zone claire ou halo montre l’inhibition voire même la 

destruction du germe et évalue l’efficacité du produit testé (Broadasky et al., 1976).  La 

lecture des résultats se fait par la mesure du  Ø de la zone d’inhibition. 

II.4.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquide 

       La méthode de micro-dilution a été utilisée pour déterminer les concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) (Wiegand, 2008). 

       Le but de cette technique est de déterminer la CMI des extraits. Cette technique consiste à 

inoculer par inoculum standardisé, une gamme de concentration décroissante en extraits. Après 

incubation, la valeur de la CMI  correspond à la plus faible concentration en extrait capable 

d’inhiber la croissance des microorganismes (Lang et Buchbauer, 2012). 

II.4.3. Essai antifongique  

       Des quantités d’extraits variables (50-100 et 200 μl) sont additionnées à 20 ml de milieu 

PDA. Les mélanges sont coulés sur des boites de Pétri. Après, on inocule avec des disques de 

mycélium de la souche (de 6 mm de diamètre) prélevés d’une culture de 7 jours qu’on dépose 

au centre des boites puis incubation à 25°C± 2 pendant 7 jours. 

       Les résultats sont exprimés par la mesure des diamètres des  zones de croissance de 

l’hyphe par rapport au contrôle selon l’application de la formule suivante (Soliman et Badeaa, 

2002). 

 

 

Avec : 

T : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en %. 

𝐃𝐚 : Le diamètre de la colonie mycélienne dans l’expérience (mm).                                                                             

𝐃𝐛 : Le diamètre de témoin (mm). 

      La lecture est suivie jusqu’au huitième  jour pour les huiles essentielles.  

 

 

T = 
𝐃𝐛−𝐃𝐚

𝐃𝐛
 ×100 
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II.4.4. Activité antibiofilm  

    II.4.4.1.Détermination des concentrations minimales inhibitrices de biofilm              

 Obtention de biofilm 

       Les concentrations minimales inhibitrices de biofilm (CMIB) des extraits  vis-à-vis de 

Candida albicans ont été déterminées comme décrit par  Nostro et al. (2007). Premièrement, la 

microplaque  à  96 puits  a été remplie en distribuant 100 µL d'inoculum à 1-2.108  UFC/ml 

dans chaque puits.  Après 24 h d'incubation à 30°C, l’inoculum flottant a été doucement enlevé 

et tous les puits ont été  lavés trois  fois avec  de l’eau physiologique stérile.  Dix 

concentrations de chaque extrait déjà solubilisé dans le DMSO ont été préparées par la série de 

dilution 1/2 dans le bouillon Mueller-Hinton  stérile. Ensuite tous les puits ont été remplis par 

70 µL de bouillon Mueller-Hinton stérile avec 30 µL de chaque concentration pour obtenir des 

concentrations finales de 0,23 mg/ml à 120 mg /ml  pour l’huile essentielle et l’extrait de 

l’hydrolat et de 0,019 mg/ml à 10 mg /ml pour les fractions acétate d’éthyle et 1-butanol. 

 Lecture des résultats 

       La CMIB de biofilm (CIB) a été déterminée après 24 h d’incubation à 30°C comme la 

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

 

     II.4.4.2.  Détermination des concentrations minimales éradicatrices de biofilm  

(CMEB) :  

Les concentrations bactéricides de biofilm ont été déterminées comme décrit par  Nostro et al., 

(2007). Premièrement, la microplaque  à  96 puits  a été remplie par 70 µL de bouillon Mueller-

Hinton stérile et 30 µL de chaque concentration  dans chaque  puits.  Après 24 h d'incubation à 

37°C, l’inoculum  a été doucement enlevé et tous les puits ont été  lavés trois  fois avec  de 

l’eau physiologique stérile. Ensuite tous les puits ont été remplis par 100 µL de bouillon 

Mueller-Hinton stérile.    

 Lecture des résultats : La concentration bactéricide de biofilm  a été 

déterminée après 24 h d’incubation à 37°C comme la concentration la plus basse sans culture 

dans le puits visuellement déterminée. 
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Chapitre III : Pouvoir anti-radicalaire  

III.1. Méthode de  piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Pour évaluer l’activité antioxydante, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2- diphényl-1-

picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al., (1998). Dans ce test, les 

antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un 

composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont l'intensité de la couleur est inversement 

proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner des protons. 

  Pour cela, cinquante microlitres de chaque solution méthanolique des extraits à différentes 

concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés à 1,95 ml de la solution 

méthanolique du DPPH (0,025g/l). En parallèle, un contrôle négatif est préparé en mélangeant 

50μl de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. 

  La lecture de l’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration à 

517nm après 30 minutes d’incubation à l’obscurité et à la température ambiante. 

  Le contrôle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; l’acide 

ascorbique dont l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. 

       Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante: 

% d’inhibition = [(Abs c – Abs e)/ Abs c] x 100 

Abs c: Absorbance du contrôle 

Abs e: Absorbance de l’échantillon testé 

  Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur IC50 qui est la concentration du substrat 

qui cause la perte de 50% de l’activité du DPPH (Samarth et al., 2008) . 

III.2. Détermination du pouvoir réducteur de l’ion ferrique (FRAP) 

       L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par 

Oyaizu (1986) basée sur la réduction du Fe3+ présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en Fe2+. 

 Un millilitre de l’extrait à différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml 

d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de 

ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 à 1%. 

 L’ensemble est incubé au bain marie à 50°C pendant 20 minutes, 

 2,5ml d’acide trichloroacétique à 10% sont ajoutés pour stopper la réaction; 

 Les tubes sont centrifugés à 3000 tr/mn pendant 10 minutes ; 
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 2,5ml du surnageant sont mélangés à 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une 

solution de chlorure ferrique fraîchement préparé à 0,1%. 

       La lecture de l’absorbance du milieu réactionnel se fait à 700 nm contre un blanc 

semblablement préparé, en remplaçant l’extrait par de l’eau distillée qui permet de calibrer 

l’appareil (UV/VIS OPTIZEN). 

       Le contrôle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (l’acide 

ascorbique ; BHT) dont l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les 

échantillons. 

IV. Etude statistique 

   Les tests de Student ont été réalisés à l’aide de Microsoft Excel®. Tandis que les analyses 

statistiques ANOVA à deux facteurs avec répétitions ainsi que le test postérieur de Bonferroni 

ont été effectués à l’aide du logiciel GraphPad PRISM version 5. 
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3.1. Résultats de l’enquête ethnopharmacologique 

Le dépouillement des fiches de l’enquête effectuée auprès de la population d’Aïn-Sefra, a montré 

que N. amethystina est partiellement connu. Certains lui attribut le nom de Merioua  qui est en faite 

l’espèce Marrubium vulgare. L’espèce N. amethystina est connue, par les herboristes d’Aïn-Sefra, 

sous le nom vulgaire de Gouzia. Celle-ci est traditionnellement utilisée en usage externe pour traiter 

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

stimulante  (voir annexe 3).  

3.2. Criblage  phytochimique  

Les résultats des tests chimiques préliminaires effectués sur la plante Nepeta amethystina sont 

présentés dans le tableau 4.  

          Tableau 4 : Résultats des tests chimiques des extraits deNepeta amethystina  

 

Familles chimiques  

(Tiges, feuilles) Racines 

H2O EtOH Et2O H2O EtOH Et2O 

Flavonoïdes + + - - + - 

Tanins + + / + + + 

Stérols et stéroïdes / + / - + + 

Alcaloïdes sels / - / - + + 

Amidon - / / - - - 

Composés réducteurs / - / + + - 

Saponosides + / / / - - 

Anthraquinones - / / - - - 

Coumarines / - / - + + 

Anthracénosides / - / - - - 

Anthocyanosides / - / - - - 

Huiles volatiles / / + - - - 

Acide gras / / - - + + 

Alcaloïdes bases / / - - - - 

- : Test négatif      ;    + : Test positif   ;    / : Non testé ;                                                                                           

H2O : extrait aqueux ;  EtOH : extrait éthanolique ; Et2O : Extrait éthérique 
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         D’après le tableau ci-dessus, on remarque que l’amidon, les anthraquinones, les alcaloïdes 

bases, les anthocyanosides, et les anthracénosides sont absents. Cependant, les flavonoïdes, les 

terpènes, et les tanins sont présents. Selon les parties de la plante, les racines sont riches en 

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

Seladji et al. (2014), ont rapporté  que les feuilles et les tiges de Nepeta nepetella contiennent des 

tanins, des flavonoïdes, des stérols et stéroïdes et des huiles volatiles. Cependant, les deux parties de 

la plante ne contiennent pas des coumarines. 

On peut conclure que, Nepeta amethystina est une plante riche en flavonoïdes, huile 

essentielle et tanins.  

N.B : Vu la difficulté d’étudier les tanins (complexité structurale), nous nous sommes intéressés 

uniquement à l’étude des flavonoïdes et des huiles essentielles.  

3.2. Rendements des extraits bruts   

 

t la couleur des extraits végétaux obtenus sont notés dan le tableau 5 etles rendementsont  illustrés 

par la fig.13. 

Tableau 5 : Rendements et caractéristiques des extraits bruts de  N. amethystina 

Partie de la plante Solvant Couleur Rendement (%) 

Tiges et feuilles 

Eau Poudre verte claire 11,67±0,04 
Éthanol Solide gras noir   21,94±0,02 

Ether Solide gras marron 07,02±0,03 

Racines 

Eau Jaune claire 05,51±0,02 

Éthanol Jaune claire/poudre 08,38±0,01 

Ether Jaune claire/poudre 04,12±0,02 

 

 

                       (Tiges, feuilles)                                                              (Racines)                                                      

Figure 13: Rendements (%) des extraits bruts de  N. amethystina 
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Nous remarquons que les rendements des extractions de la partie aérienne (feuilles et tiges)  effectué 

par différents solvants (eau, éthanol, éther) sont plus importants que les rendements des 

différents extraits de racine en utilisant les mêmes solvants et que l’extrait éthanolique de la 

partie aérienne enregistre le rendement le plus élevé de l’ordre de 21,94%. 

Les extractions réalisées par Seladji (2015)  ont montré que le rendement de l’extrait brut 

aqueux des feuilles  de Nepeta nepetella  est plus élevé de celui des tiges (29,34 % et 13,04%). 

 

N.B : Pour la suite de nos travaux, nous nous sommes intéressés uniquement aux extraits de la 

partie  aérienne (tiges, feuilles) obtenus par reflux car c’est la partie qui a donné de bons rendements 

en extractibles (≈40%) et c’est la seule partie qu’on a pu traiter et analyser au laboratoire Phyvalbio 

(Bordeaux 1- France).    

 

3.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques 

3.3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux  

       La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été réalisée selon 

la méthode  utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les quantités de polyphénols correspondantes de 

chaque extrait sont exprimées en milligrammes équivalent d’acide  gallique par gramme de matière 

sèche  (mg EAG/g Ms) (fig.14).  

 

 

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux 

Les résultats des analyses quantitatives des extraits par spectrophotomètre UV- visible sont 

représentés par la (fig.15). Nous constatons, que l’extrait aqueux est plus riche en extractibles 

phénoliques (11,84 mg EAG /gMs), puis l’extrait éthérique (7,93 mg EAG /gMs) et en fin l’extrait  

éthanolique (5,62 mg EAG /gMs). 
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Figure 15 : Teneur en polyphénols totaux (exprimée en mg EAG/g Ms) 

       Il parait clairement que l’eau chaude est le solvant qui a permis d’avoir une teneur de 

polyphénols totaux plus élevée par rapport aux solvants éthanol et l’éther. Ceci, peut être expliqué 

par (i) la lyse des cellules dans l’eau chaude et la libération d’un maximum de molécules poly-

phénoliques, (ii) la solubilité différentielle de ces dernières dans des solvants polaires, alors que les 

produits apolaires sont solubles dans les solvants apolaires. 

La teneur de l’extrait aqueux de Nepeta amethystina  en polyphénols est supérieure à celle 

trouvée par Doliorman etal. (2012) (4,81mg EAG /gMs) qui ont travaillé   sur  Nepeta italica. 

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

de N. nepetella  sont  quantitativement  plus riche en composés phénolique que les extraits aqueux. 

3.3.2. Détermination de la teneur en flavonoïdes totaux    

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCl3) et 

en utilisant la  catéchine comme un étalon. Les taux des teneurs en flavonoïdes des extraits ont été 

obtenu à partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type : y = 24,66x - 0,057  (fig.16). 

La teneur en flavonoïdes est exprimée en milligramme équivalent de catéchine par gramme de 

matière sèche (mg ECt /g Ms). 
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Figure 16: Courbe d étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoïdes totaux 

Les résultats des analyses sont présentés par la (fig.17). On remarque, que la fraction  1-ButOH 

enrichi en flavonoïdes est la plus élevée (7,68 mg EC/g Ms) suivi par la fraction acétate d’ethyle 

(0,53 mg EQ/g Ms) et l’extrait méhanolique  (0,23 mg EC/g Ms). 

D’après Seladji (2015), l’extrait méthanolique des feuilles de N. nepetella sont 

quantitativement plus riches en flavonoïdes  que  l’extrait  aqueux de  la même partie. 

 

           Figure 17 : Teneur en flavonoïdes (mg EC/g Ms) 

Ces résultats variables peuvent êtres expliqués par (i) la faible spécificité du réactif de Folin-

Ciocalteu car il interagit avec les groupes d’hydroxyles non seulement des composés phénoliques, 

mais également de certains sucres et de protéines. (Vuorela, 2005 ), (ii) la distribution des 

métabolites secondaires pendant le développement de la plante en relation avec les conditions 
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climatiques dures (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) du milieu saharien 

(Falleh et al., 2008). 

Dans cette première partie d’étude des extraits, on peut dire que : 

- L’extraction des composés est en fonction de leur degré de solubilité, l’interaction avec les 

autres constituants et le type de solvant utilisé. 

- L’espèce N. amethystina est plus riche en polyphénols (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 à cause de la présence des tanins 

- Les flavonoides glycosilés sont plus abondants (farction1-ButOH) que les flavonoides 

aglycones (fraction acétate d’éthyle). 

 

3.4. Résultats du fractionnement par colonne et analyse par CCM  

Dans le but d’identifier quelques produits, l’extrait éthanolique  de la partie aérienne (tiges, 

feuilles) a été soumis à un fractionnement par colonne sous vide couplée à une CCM, selon le 

schéma de la (fig.18). Les résultats de développement  des CCM sont présentés en annexe 4 et  

exprimés par la (fig.19). 
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Figure 18 : Protocole de fractionnement de l’extrait éthanolique par colonne SiO2 Flash 
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a) Fractionnement de l’Ex. EtOH sur SiO2       b) Fractionnement de F2 (DCM) sur SiO2 

 

c) Fractionnement de F2.4 (DCM/ether) sur SiO2          d) Fractionnement de (F2.7 +F2.8 )(DCM) sur SiO2 

 

Figure 19 : Rendements (%) du fractionnement sur colonne SiO2 Flash de l’extrait éthanolique           

de la partie aérienne (tiges, feuilles) de N. amethystina. 

 

D’après les figures ci-dessus, on remarque que le MeOH contient moins d’extractibles, alors 

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 regroupés dans le tableau 6. 
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Tableau 6 : Chromatographie sur couche mince des extraits bruts et des fractions de N. amethystina 

   Type de détection 

Les 

dépôts 

Système éluant Nbre 

de 

spots 

U.V   

(254-365 nm) 

vanilline sulfurique 

(1%) après chauffage 

à 120oC 

AlCl3 

(1%) 

Rf couleur couleur couleur 

HE brute  

 

AcoEt /Tol (5/95) 1 

2 

3 

4 

5 

0,42 

0,45 

0,47 

0,65 

0,83 

violet 

violet 

violet 

violet 

violet 

rose 

rose 

rose 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

HY AcoEt /Tol (5/95) 1 

2 

3 

4 

0,47 

0,42 

0,51 

0,83 

violet 

violet  

violet 

violet 

rose 

rose 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Ex. H2O AcoEt/MeOH/H2O 

(78/13/1) 

0 - - - - 

Ex.EOH AcoEt/MeOH/H2O 

(78/13/1) 

1 

2 

3 

0,53 

0,72 

0,85 

violet 

violet 

violet 

rose  

bleu violacé 

bleu violacé 

 

D
ép

ô
ts

 j
au

n
e

 

Ex.Et2O DCM/acétate d’éthyl 

(95/5) 

1 

2 

3 

0,50 

0,70 

0,83 

violet 

violet 

violet  

rose claire 

- 

- 

 

D
ép

ô
ts

 j
au

n
e 

F1-F4 AcoEt/MeOH/H2O 

(78/13/1)    

1 

2 

0,75 

0,45 

violet 

violet 

marron  

rose 

- 

- 
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F5   0,46 violet rose - 

F6-F8 AcoEt /Tol (5/95) 1 0,87 violet vert - 

F9-F10 CHCl3/ AcoEt     

(50/50) 

1 

2 

0,52 

0,43 

violet 

bleu 

rose 

-  

- 

- 

F11-F15 CHCl3/ AcoEt     

(50/50) 

1 

2 

3 

4 

0,46 

0,32 

0,12 

0,08 

violet  

- 

- 

- 

bleu 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

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

F18-F22 AcoEt /Tol (5/95) 1 

2 

3 

4 

0,86 

0,73 

0,63 

0,46 

rouge 

jaune 

jaune  

bleu 

- 

- 

- 

bleu clair 

- 

+ 

+ 

- 

F23-F28 AcoEt/MeOH/H2O 

(78/13/1) 

1 

2 

3 

0,69 

0,79 

0,96 

violet 

violet 

violet 

bleu clair 

bleu clair 

bleu clair 

+ 

+ 

+ 

F29-F30 AcoEt/MeOH/H2O 

(78/13/1) 

1 

2 

0,86 

0,9 

jaune 

jaune 

bleu clair 

bleu clair 

+ 

+ 

 

Au vu des résultats ci-dessus et selon la bibliographie, on remarque que la couleur et les Rf des 

spots sont révélateurs de la présence des iridoides de type lactones dans l’HE brute et l’HY (spot 

rose avec AlCl3) (Formisano et al., 2011). Par contre, les autres couleurs (jaune, vert, bleu, marron) 

indiquent la présence des polyphénols entre autres des acides phénols et des flavonoides 

(Bandyukova et Shinkarenko, 1973). Cependant, le chlorure d’aluminium n’est pas spécifique 

aux flavonoïdes mais il réagit avec d’autres composés. Pour cela,  d’autres techniques sont 

nécessaires (UV-V, CPG, HPLC et RMN) pour confirmer nos hypothèses. 
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3.5. Analyse de la composition chimique de l’huile essentielle et de l’extrait de l’hydrolat par 

CPG et CPG/SM 

       Après l’extraction de l’huile essentielle des parties aériennes par hydrodistillation, la 

composition de l’huile essentielle et de l’extrait d’hydrolat ont été analysés par CPG et CPG/SM. 

Les résultats de l’analyse sont regroupés dans le tableau 7 (voir profils chromatographiques en 

annexe 5). 

Tableau 7: Composition chimique de l’huile essentielle (HE) et de l’extrait d’hydrolat (HY) de 

Nepeta amethystina récoltée à Aïn Sefra.  

 

No  Les constituants RIa RIb HE HY Identification 

1 (z)-Hex-2-en-1-ol 826 1405 Tr - RI, MS 

2 -Pinène 931 1022 0.,0 - RI, MS 

3 Camphène 945 1066 Tr - RI, MS 

4 Octan-3-one 959 1337 0.10 - RI, MS 

5 Sabinène 966 1120 Tr - RI, MS 

6 -Pinène 971 1110 0.41 - RI, MS 

7 p-Cymène 1014 1268 0.23 - RI, MS 

8 1,8-Cineole 1022 1209 0.45 2.25 RI, MS 

9 (Z)--Ocimène 1024 1230 0.10 - RI, MS 

10 γ-Terpinène 1050 1243 Tr - RI, MS 

11 Linalol 1086 1544 0.12 1.70 RI, MS 

12 trans-p-Menth-2-en-1-ol 1123 1625 0.10 1.40 RI, MS 

13 Camphre 1124 1517 0.21 1.31 RI, MS 

14 Terpinène 4-ol 1166 1600 0.32 6.11 RI, MS 

15 -Terpinéol 1181 1700 0.41 2.80 RI, MS 

16 Myrtenal 1182 1498 0.21 0.11 RI, MS 

17 trans-Pipéritol 1189 1738 0.40 1.50 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 



3eme partie : Résultats et discussion 

 

 
 

22 4a, 7, 7a-népétalactone 
1333 1953 16.25 4.71 

RI, MS,                     

1H et 13C NMR 

23 4a, 7, 7a-népétalactone 
1373 2019 72.40 49.21 

RI, MS,                     

1H et 13C NMR 

24 (E)--Caryophyllène 1420 1591 0,60 0.31 RI, MS 

25 -Humulène 1453 1665 0.10 - RI, MS 

26 (E)--Farnésène 1452 1665 0.21 - RI, MS 

27 -Ionone 1462 1923 Tr - RI, MS 

28 -Murolène 1494 1716 0.10 - RI, MS 

29 γ-Cadinène 1509 1752 0.20 - RI, MS 

30 Elemol 1536 2076 Tr 2.,1 RI, MS 

31 Spathulénol 1560 2119 Tr 1.20 RI, MS 

32 Oxyde de Caryophyllène  1572 1980 0.40 1.,1 RI, MS 

33 -Cadinol 1631 2163 0.10 1.50 RI, MS 

34 -Cadinol 1643 2227 Tr 0.70 RI, MS 

 Total   96.77 80.07  

 Teneurs (%)   0.60 0.39  

 Monoterpènes hydrocarbons   0,84 -  

 Monoterpènes oxygénés   94.72 73.15  

 sesquiterpenes hydrocarbons   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 apolaire ;  tr : trace  0,05%. 

 

       D’après le tableau 7, les composés majoritaires identifiés dans l’HE et l’HY sont les 

népétalactones  avec respectivement 88,62% et 51,83%). La nature des népétalactones a été 

élucidée par les indices de rétention et surtout par la RMN  13C. Cette dernière (voir analyse des 

fractions par RMN) nous a permis de mettre en évidence la présence de 4a, 7, 7a-népétalactone 

(72,4% et 49,21%)  et  de 4a, 7, 7a-népétalactone (16,25%  et  2,66 %)respectivement. Bien 

que les monotèrpènes oxygénés soient dominant dans les deux extraits, on remarque que l’hydrolat 

contient les mêmes composés que l’HE, excepté les hydrocarbures. Les autres classes, 
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sesquiterpènes hydrocarbonés et sesquiterpènes oxygénés sont faiblement présents dans l’HE mais 

dans l’HY les sesquiterpènes oxygénés sont présents en quantité appréciable (fig.20). 

 

Figure 20: Composés volatiles de  la partie aérienne de l’huile essentielle et de l’extrait d’hydrolat 

de Nepeta amethystina 

     En comparant nos résultats de la composition chimique de l’huile essentielle  de Nepeta 

amethystina à d’autres travaux (tableau 8), on remarque que notre espèce est plus riche en isomère 

trans-cis népétalactone suivi de l'isomère cis-trans népétalactone, alors que la même espèce 

d'origine espagnole (Velasco-Negueruela et al., 1989) contient l'isomère trans-cis (39,4%) suivi de 

l'isomère cis-trans (41,9%) comme composés majoritaires. Par contre, les mêmes isomères de 

népétalactones sont retrouvés dans l’HE de N. nepetella d’Aïn Sefra (Algérie) (Seladji, 2015) mais 

avec des quantités variables. Aussi, l’aldéhyde myrténal, thymol et carvacrol sont rapportés pour la 

première fois dans ce travail.  

Tableau 8 : Teneurs relatives des népétalactones d’huiles essentielles des travaux antérieurs 

 

    Espèces 

Constituant (%)  

Références 
4a, 7, 

7anépétalactone 

4a, 7, 

7anépétalactone 

N. amethystina 39,42 41,88 Velasco-Negueruela et al. (1989) 

N. argolica 

subsp. argolica 

3,2-10,5 64,5-91,3 Tzakou et al. (2000) 

N. nepetella         

subsp. aragonensis 

2,8 5,05 Velasco-Negueruela et al., (1990) 

0,84

94,72

0,61

0,5
3,23

L’huile essentielle 
Monoterpènes
hydrocarbonés
Monoterpènes
oxygénés
sesquiterpenes
hydrocarbonés
Sesquiterpenes
oxygénés
Autre

6,92
19,93

L’extrait d’hydrolat

Monoterpènes
oxygénés

Sesquiterpenes
oxygénés

Autre
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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, l'origine géographique, l'origine génétique, la période de récolte du matériel  

végétale et la saison sont les facteurs qui peuvent influencer la composition chimique des  huiles 

essentielles (Sivropoulou et al., 1997). 

3.6. Analyse des fractions par RMN  

Dans le but d’isoler et d’identifier de nouveaux produits, les fractions F16-F17 et F29-30 ont 

été soumises à un deuxième fractionnement par colonne fine. Les produits obtenus F31, F32 et la 

fraction F5 ont été analysés par la RMN 1H et 13C en utilisant un appareil de type Bruker. Selon les 

signaux attribués (annexe 6), et en comparaison avec la banque spectral (Bradesi et al., 1996) et la 

bibliographie, la fraction 5 correspond aux népétalactones, la fraction F31 a donné un produit 

correspondant à l’acide oléanolique, alors que la fraction F32 correspond à l’acide                           

7-déoxyloganique (fig.21).   

O

O

CH3

CH3

O

O

CH3

CH3

 

4aα,7α,7aα-Nepetalactone (F5a)                                           4aα,7α,7aβ-Nepetalactone (F5b) 

 

           Acide oléanolique (F31)                                          Acide 7-déoxyloganique (F32) 

Figure21 : Principaux produits identifiés par la RMN1H et 13C 
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Les trois produits présumés par la RMN 13C sont rapportés dans la littérature, mais sont cités 

pour la première fois dans N. amethystina.  Selon la bibliographie, les népétalactones sont douées 

de pouvoirs antibactérien et antifongique (Stojanović et al., (2005) ; Ljaljević Grbić et al., (2008). 

L’acide oléanolique possède plusieurs activités, antifongique, antitumeur, antiinflammation, 

antihyperglycémique et inhibe la péroxydation lipidique (Liu, 1995).  Par contre le produit acide      

7-déoxyloganique inhibe la P450 des bactéries et en particulier des champignons en présence du 

kétokénazole (Nobuyuki et al., 2001). 

 

3.7. Analyse par HPLC  

      Dans le but de caractériser les polyphénols de N. amethystina, la fraction 1-ButOH a subi une 

hydrolyse acide selon la méthode de Robles et al., (1998). Les chromatogrammes d’HPLC des 

extraits au MeOH, à l’AcoEt et au 1-ButOH (après hydrolyse acide) sont représentés ci-dessous. 

 

 
 

Figure 22 : Chromatogramme HPLC de l’extrait au méthanol de la partie                                    

aérienne (feuilles, tiges) de Nepeta amethystina 
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Figure 23: Chromatogramme HPLC de l’extrait a l’acétate d’éthyle de la partie                                    

aérienne (feuilles, tiges) de Nepeta amethystina 
 

 
 

Figure 24 : Chromatogramme HPLC de l’extrait au 1-ButOH de la partie                                    

aérienne (feuilles, tiges) de Nepeta amethystina 

 

 

D’après les l’analyse des spectres UV en vol (annexe 7) et les temps de rétention des témoins 

(tableau 9) comparés à ceux enregistrés dans les différents chromatogrammes des trois extraits 

(tableau 10), on a pu attribué les pics à certains polyphénols.  
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Tableau 9 : Temps de rétention des flavonoïdes standards. 

 

Temps de rétention (min) flavonoïde Standard 

Acide gallique 3,79 

catéchine 9.85 

Acide 3,4-diOH benzoique 11,90 

Acide 2-OH 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 flavonoïdes présents dans les extraits de N. amethystina 

 

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 3,4-diOH benzoique 

- 13.42 - Acide 2-OH 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 p-coumarique 

- - 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 - Quèrcétine 

- 30.61 - nd 

31.77 31.76 - Kampférol 

                  nd : non déterminé 

 

Les résultats montrent l’abondance des acides de type hydroxybenzoiques et 

hydroxycinnamiques (7). Les extraits à  l’AcoEt et au 1-ButOH sont plus riches en composés 

phénoliques identifiés que l’extrait au MeOH. Ceci, montre la sélectivité des solvants dans 

l’extraction de ces composés. On note la présence d’autres composés non identifiés par manque de 

substances standards.  

Les travaux de Bermejo Benito et Serranilicos (1984) ont mis en évidence chez N. nepetella 

par CCM et par UV-V les flavonoides 6-hydroxylutéoline, dimatin et 7,4’-O-diméthylescutelareine. 

Saez et al., (1985), qui ont utilisé le même système de gradient ont révélé chez N. nepetella et         

N. tuberosa la présence des acides phénoliques comme les acides caféique, férulique, siringique,      

4-hydroxybenzoique, vanilique et p-coumarique.  

 

Pour cette partie analytique de N. amethystina : 

- Le fractionnement et la CCM ont permis de mettre en évidence l’empreinte du pool 

phénolique et terpénique. 

- L’analyse de l’huile brute et de l’extrait d’hydrolat par CPG/SM a montré l’abondance des 

népétalactones de type trans-cis.  

- L’analyse de 3 fractions majoritaires par 1H et 13C RMN a permis de faire une approche 

moléculaire en identifiant les népétalactones, l’acide oléanolique et l’acide                          

7-déoxyloganique.   

- L’analyse par HPLC des extraits (MeOH, AcoEt, 1-ButOH) a montré la présence des acides 

phénoliques et de quelques flavonoïdes.  
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4. Evaluation in vitro des activités biologiques  

4.1. Etude de l’activité antimicrobienne 

 

4.1.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) 

Les résultats du pouvoir antibactérien et anti-candida des différents extraits de N. amethystina 

sont présentés dans le tableau 11. 

       D’après les résultats du tableau ci-dessus, on remarque que l’huile essentielle et l’extrait 

d’hydrolat possèdent une bonne activité antimicrobienne avec des zones d’inhibitions de 12-45 mm. 

Par contre, les autres extraits n’ont pas montré d’activité.  

Selon la sensibilité des souches, les levures se sont révélées plus sensibles que les bactéries 

avec des diamètres d’inhibitions  de 32-45 mm et de 12-24 mm respectivement. Aussi, 

les bactéries  Gram positif  se sont montrées plus sensiblesque les bactéries à gram négatif. Ces 

dernières possèdent une membrane qui présente une perméabilité sélective; la surface des 

lipopolysacharides contient des charges négatives, qui empêchent la diffusion des molécules 

hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage des molécules à haut poids 

moléculaire (Garrett et Grisham, 2000). 
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Tableau 11 : Résultats de l’activité antimicrobienne de Nepeta amethystina  par  la  méthode  de contacte  directe exprimés par le diamètre 

dezones d'inhibition (mm). 

 ATB 

 

 

                        Les extraits 

Les 

Souches 

HE HY F5 F31 F32 H2O Et2O EtOH    1- 

ButOH 

AcoEt GENa AmBb 

Les volumes ajoutées ( µL)    

4 4 4 10 4 10 4 10 30 30 30 30 30 15µg 100 µg 

Escherichia coli 11±1 9±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 22±0 nd 

Pseudomonas aeruginosa 8±0 7±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 10±1 nd 

Enterococcus faecalis 14±0 12±1 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 20±0 nd 

Klebsiella pneumonia 8±0 8±0 6±0 6±0 6± 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 20±1 nd 

Staphylococcus aureus 22±1 18±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 21±0 nd 

Bacillus cereus 24±1 18±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 
20±1 

nd 

Listeria monocytogenes 12±1 10±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 
20±1 

nd 

Bacillus stearothermophilus 19±0 15±0 10±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 
18±1 nd 

Bacillus subtilis 20±1 20±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 

 

19±0 

 

nd 

Candida albicans 

ATTC  10231 
45±1 37±1 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 

 

nd 18±0 
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Tous les résultats présentés dans ce tableau   sont   ± ecart type de trois répétitions  

nd : Non déterminé;ATB: antibiotiques ; GENa: Gentamicine ;  AmBb: Amphotéricine 

Candida albicans 

IPP 444 
37±1 32±1 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 nd 25±1 

Candida albicans 

ATCC 26790 
40±1 35±1 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 6±0 nd 20±1 
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  Les mécanismes probables du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles (fig.25), sont basés sur 

le contact direct de leurs composés hydrophobes avec la membrane cellulaire, et leur pouvoir de 

répartir les phospholipides en les rendant plus perméables ce qui pourrait causer des dommages 

structuraux ou une rupture complète des membranes cellulaires, et des pertes de nutriments. 

(Pierozan et al., 2009). 

 

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

composés naturels (Silva et al., 2010). 

Nos résultats obtenus sont différents de ceux obtenus par Edewor et Usman (2011) qui ont 

obtenu des zones d’inhibitions inférieurs à 21mm avec Nepeta cataria. Bandh  et al., (2011)  ont 

enregistré une zone d’inhibition de 16mm vis-à-vis de Staphylococcus aureus  avec l’extrait  

aqueux de Nepeta cataria. 

L'activité antimicrobienne de l’huile essentielle et l’hydrolat de  la partie aérienne de Nepeta 

amethystina  pourrait, en grande partie, être associés à ses majeurs  constituants les népétalactones 

qui  sont  connu par leur pouvoir antimicrobien (Farag et al., 1989).De plus, divers composants 

mineurs peuvent également contribuer à l'activité antimicrobienne des huiles essentielles impliquant 

une synergie avec les autres composés actifs (Mazari et al., 2010). 

4.1.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquide 

Les résultats  des CMI des différents extraits vis-à-vis des bactéries et des levures sont 

consignés dans le tableau 12. Les Concentration minimales inhibitrice de l’HE et d’HY sont dans 

la fourchette de 0,42- 40 mg/ml.   



3eme partie : Résultats et discussion 

 

 
 

Tableau 12 : Résultats de l'activité antibactérienne et anti-levure des extraits de N. améthystina exprimés par CMI (mg/mL). 

                                   Extraits 

Microorganismes 

 

HE 

 

HY 

 

F5 

 

 

F31 

 

 

F32 

 

H2O Et2O EtOH 1-ButOH AcoEt GENa AmBb 

Escherichia coli 20±0,000 40±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 4±0,000 nd 

Pseudomonas aeruginosa 40±0,000 40±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 4±0,000 nd 

Enterococcus faecalis 10±0,000 20±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 4±0,000 nd 

Klebsiella pneumonia 40±0,000 40±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 4±0,000 nd 

Staphylococcus aureus 1.25±0,000 1.25±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 2±0,000 nd 

Bacillus cereus 1.25±0,000 2.5±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 20,000 nd 

Listeria monocytogenes 10±0,000 20±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 2±0,000 nd 

Bacillus stearothermophilus 1.25±0,000 2.5±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 2±0,000 nd 

Bacillus subtilis 1.25±0,000 2.5±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd 2±0,000 nd 

Candida albicans ATCC  10231 0.42±0,000 0.52±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 1±0,000 

Candida albicans IPP 444 0.52±0,000 1.25±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd     nd 1±0,000 

Candida albicans ATCC 26790 0.62±0,000 1.25±0,000 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 1±0,000 

Tous les résultats présentés dans ce tableau   sont   ± écart type de trois répétitions. nd : Non déterminé
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D’après les résultats du tableau 13, on remarque que l’HE a enregistré la plus fable CMI envers  

C. albicans  ATCC10231  (0,42 mg/ml) suivi par l’HY (0,52mg/ml). Par contre pour les autres 

extraits on n’a pas déterminé de CMI. Ces résultats confirment bien ceux obtenus par la 

méthode de contacte directe.  

En comparant nos résultats avec ceux des travaux antérieurs, Nestorović et al., (2010) ont 

trouvé des CMI d’extraits méthanolique des espèces  N. rtanjensis, N. sibirica et N. nervosa  

entre 50 à 200 µg/ml.  

4.1.3. Essai anti-moisissure 

      Pour le test anti-moisissure, nous avons évalué l’action  des extraits (HE, HY, H2O, MeOH)  

sur la croissance d’A. flavus et C. herbarum. Les résultats obtenus sont montré dans le tableau 

13. 

Tableau13: Effets des extraits (HE, HY, H2O, MeOH) de N. amethystina sur la croissance des 

hyphes Aspergillus flavus et Cladosporium herbarum. 

 

Moisissures 

Volume   (µl) Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (I%) 

des extraits 

HE HY MeOH H2O 

 

Aspergillus flavus 

 

10 4,75 12.5 3.5 5 

50 40.47 37.5 12.5 16 ,7 

100 100 66,66 37.5 31,6 

Cladosporium 

herbarum 

 

10 27,71 2,4 2 3 ,8 

50 68,67 45,78 13 ,7 11 ,5 

100 79,51 61.44 29,5 28 ,5 

 

Selon les extraits, on remarque des différences d’activités sur la croissance des hyphes               

des deux moisissures et que le pouvoir antifongique est proportionnel à la concentration des 

extraits.  Avec un volume de 100 µl d’HE, il y a une inhibition totale  d’A. flavus et une 
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inhibition de 79,51%  de C. herbarum. Quand à l’hydrolat de Nepeta amthystina, il y a une 

inhibition d’A. flavus et C. herbarum avec un taux de 66.66 et 61,44% respectivement. Par 

contre, les extraits aqueux et méthanolique ont enregistrés de faibles taux d’inhibitions.  

4.1.4. Activité antibiofilm 

Pour l’activité antibiofilm, nous n’avons testés que les extraits (HE, HY, AcoEt, 1-ButOH) 

vis-à-vis de C. albicans. Les résultats de CMIB et CMEB des extraits  envers Candida albicans 

en  état biofilm sont présentés dans le Tableau 14. 

 

Tableau 14 : Effet des extraits (HE, HY, AcoEt, 1-ButOH) de N. amethystina  vis–à–vis 

Candida albicans en état du biofilm, exprimée par les concentrations minimales inhibitrices 

(CMIB) et éradicatrices (CMEB) du biofilm (mg/ml). 

Les souches 

HE HY AcoEt 1-ButOH 

CMIB CMEB CMIB CMEB CMIB CMEB CMIB CMEB 

C. albicans ATCC 

10231 
60 60 3,75 7.5 2,5 2,5 1 1 

C. albicans ATCC 

26790 
30 30 1,875 3.75 2,5 2,5 1 1 

C. albicans IPP 444 30 60 1,875 3.75 5 5 1 1 

 

D’après les résultats ci–dessous, on remarque bien que les CMEBs  sont plus ou moins 

grandes par rapport à celles des CMIBs.Les fractions acétate d’ethyle  et 1-butanol  sont plus 

actif sur C. albicans (CMIB : 2,5 mg/ml et 1mg/ml respectivement). Par contre, l’extrait 

d’hydrolat s’est révélé plus actif que l’HE vis à avis de  C. albicans  à l’état biofilm. La souche 

10231 à  le pouvoir de formé le biofilm plus que les autres souches.  

La littérature n’apporte pas d’étude sur l’effet d’extrait de Nepeta sur la formation de 

biofilm de C. albicans. Par contre, d’autres travaux ont montré que l’huile essentielle de 

Thymus capitata réduitlemétabolisme du biofilm formé par  C. albicans à un taux de 62,71 % et 

sur la réduction de sa biomasse à un taux de 71,96 %  (Palmeira-de-Oliveira et al.,  2012). 
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4.2. Etude du pouvoir anti-radicalaire  

L’activité anti-radicalire  des extraits a été évaluée in vitro par deux méthodes : le piégeage 

du radical libre DPPH et  le pouvoir réducteur de l’ion ferrique (FRAP). 

 

4.2.1. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Le test au DPPH est le plus souvent utilisé pour sa rapidité de criblage des molécules 

douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et al.,2008) . 

Le radical libre DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune 

quand il est capté par les composants des extraits testés (fig.26). L’intensité de la couleur jaune 

reflète la capacité antiradicalaire de l’extrait et dépend de la nature, la concentration et la 

puissance de cet extrait.  

 

 

Figure 26 : Photo de l’Influence de la concentration d’HE sur l’intensité de la couleur du 

DPPH 

 

 Ce virage de couleur est accompagné d’une diminution de l’absorbance (DO) qui peut 

s’exprimer par le pourcentage de réduction de DPPH. Conventionnellement, une grande 

capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres, est considérée comme une forte activité 

antioxydante.  

Afin de comparer cette activité antioxydante avec celle de l’acide ascorbique et le BHT, 

des courbes d’étalonnage sont réalisées et tracer (annexe 8). 

        Les résultats du taux d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d’HE, d’HY et des différents extraits (H2O, EtOH, Et2O, MeOH, AcoEt, ButOH) sont présentés 

ci-dessous  (fig. 27, 28 et 29).  
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d’HE et de l’HY par rapport à l’acide ascorbique et BHT 

 

Figure 28 :Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

extraits (H2O, EtOH, Et2O) 
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3eme partie : Résultats et discussion 

 

 
 

 

 

Figure 29: Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

fractions flavonoïdiques (methanolique; EtOAc; 1-ButOH) 

On remarque que tous les extraits testés ont provoqué une diminution plus ou moins 

importante de l’absorbance à 517nm selon leurs concentrations, sauf pour l’extrait éthérique 

qui s’est montré moins actif que les autres extraits. 

On peut exprimer l’activité antioxydante des extraits par l’indice IC50. C’est un paramètre 

qui définit  la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de l’activité du 

radical DPPH (Abdulmajed et al., 2005; Ahmad et al., 2012 ; Ranga et al., 2009). Ces IC50 

sont déterminées à partir des graphes dont l’abscisse représente la concentration de l’extrait 

brut et l’ordonné l’activité antioxydante en pourcentage (tableau15). Plus la valeur de l’IC50 

est petite plus l’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.  
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Tableau 15: Valeurs  des IC50 des extraits de N. amethystina 

     Les extraits  IC50 (mg/ ml) 

H2O   56,9319 

EtOH 24,0301 

MeOH 7,7013 

AcoEt 9,7419 

1-ButOH 6,0009 

HY  0,1006 

HE 0,0916 

Acide ascorbique 0,0295 

BHT 0,0063 

 

D’après le tableau 6, on constate que les  IC50 varient de 0,0063 à 56,9319 mg/mL. Le 

BHT et l’acide ascorbique  ont montré une forte activité antioxydante avec une IC50 de l’ordre 

de 0,0063mg/ml et 0,0295 mg/ml respectivement. Tous les extraits ont enregistré un pouvoir 

anti-radicalaire envers le DPPH. Suivant ce paramètre, les capacités de balayage du radical sont 

classées dans l’ordre décroissant : 

HE > HY > 1-buthanol > MeOH > AcoEt > EtOH > H2O 

Nos résultats  corroborent ceux de Seladji et al. (2014) qui ont obtenu le même pouvoir  de 

piégeage de DPPH  par les extraits éthanolique et aqueux de N. nepetella.  

4.2.2. Le pouvoir réducteur de l’ion ferrique (FRAP) 

La méthode est basée sur la réduction du Fe3+ présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en 

Fe2+. C’est une technique simple, rapide et reproductible (Benzie et Strain, 1995). La présence 

des réductants  dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/complexe 

ferricyanide à la forme ferreux. Par conséquent,  Fe2+ peut être évalué en mesurant et en 

surveillant l’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel à 700nm 

(Chung et al ., 2002).  
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En d’autre terme, le système FeCl3/K3Fe(CN)6 confère à la méthode la sensibilité pour la 

détermination « semi-quantitaive » des concentrations des polyphénols, qui participent à la 

réaction rédox  (Amarowicz et al., 2004). 

Les résultats obtenus par la méthode de FRAP  sont illustrés par les fig.30a et 30b.  
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Figure 30a : Résultats du pouvoir réducteur de l’ion ferrique                                                                               

par le BHT, l’HE et l’HY de N. amethystia 
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Figure 30b: Résultats du pouvoir réducteur de l’ion ferrique par les extraits (H2O, EtOH, Et2O, 

MeOH, AcoEt, 1-ButOH) de Nepeta amethystina 

 

Les résultats obtenus confirment le potentiel antioxydant  de l’HE, de l’HY et des extraits 

H2O, EtOH, Et2O, MeOH, AcoEt, 1-ButOH de Nepeta amethystina. En effet, les tests montrent 

que nos extraits possèdent une bonne affinité pour les ions Fe3+. Cette capacité de réduction des 

radicaux libres de Nepeta amethystina est due, principalement, à leur profil chimique riche en 

composés phénoliques. Ces composés, grâce à leurs propriétés d'oxydo-réduction, agissent en 

tant qu’agents réducteurs, donateurs d'hydrogène et d'oxygène singulier (Tepe et al.,2007; 

Rice-Evans et al., 1995). 

En général, la synergie des différents constituants d’une huile essentielle ou extrait est à 

l’origine du pouvoir antioxydant (Vardar-Unlü et al., 2003) . 

 



 

 
 

 

Dans cette partie d’activités, on peut dire que : 

- l’HE et l’extrait d’hydrolat ont montré une grande activité antifongique à l’état 

planctonique. Par contre en état biofilm, l’extrait d’hydrolat s’est montré plus actif que 

l’HE.  

- Bien que la littérature rapporte l’activité des polyphénols, nos extraits  (acides phénols,  

flavonoides, acide oléanolique et acide 7-déoxyloganique), n’ont pas enregistrés 

d’activité. Ceci, peut s’expliquer par  (i)  un manque de purification des produits isolés, 

(ii) un manque de standardisation des méthodes et (iii) faible diffusion des 

extraits……etc.  

- Pour l’activité de l’HE et de l’extrait d’hydrolat, les népétalactones, constituants 

majeurs des deux extraits sont responsable de cette activité. Ce résultat est confirmé par 

d’autres chercheurs qui rapportent que les népétalactones sont douées d’un grand 

pouvoir antimicrobien et que l’isomère  trans-cis-népétalactone est plus actif que 

l’isomère cis-trans-népétalactone (Gkinis et al., 2003).  

- Aussi, l’HE et l’extrait d’hydrolat ont montré une grande activité antiradicalaire. 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion Générale  



 

 
 

         Le présent travail avait pour but d’évaluer les activités antimicrobienne et antiradicalaire 

des extraits de Nepeta amethystina récoltée à Ain-Sefra. Il s’inscrit dans la thématique des 

travaux de recherche de l’équipe «Substances Naturelles Antimicrobiennes (SNA)-laboratoire 

LAMAABE».  

 Les objectifs assignés étaient de déterminer (i) la composition chimique de l’huile 

essentielle, de l’hydrolat et des flavonoïdes de Nepeta amethystina, inexplorés jusqu’à ce jour 

(ii) les pouvoirs antimicrobien et antiradicalaire des différents extraits. 

   Le criblage phytochimique des parties aérienne et souterraine par extraction aux solvants 

de polarité différents a révélé la présence des différentes familles chimiques en particulier les 

flavonoides, les terpènes et les tanins. La partie aérienne était plus riche en extractibles (40%) 

que la partie souterraine (18%). L’extrait aqueux de la partie aérienne (tiges, feuilles) est plus 

riche en extractibles phénoliques (11,84 mg EAG /gMs) que les autres extraits éthérique 

(7,93mg EAG /gMs) et éthanolique (5,62 mg EAG /gMs). Par contre, les flavonoides glycosilés 

sont plus abondants dans l’extrait 1-ButOH (7,68 mg EQ/g Ms) que l’extrait  acétate d’éthyle 

(0,53 mg EQ/g Ms) et l’extrait MeOH (0,23 mg EQ/g Ms). 

 

 L’analyse par CPG/SM de l’huile essentielle et de l’extrait d’hydrolat a montré la richesse 

de ces deux extraits en népétalactones de type trans-cis (72,40% et 49,21% respectivement) en 

plus de l’aldéhyde myrténal, thymol et carvacrol rapporté pour la première fois.  La RMN (13C, 

1H) a permis l’identification par approche moléculaire de népétalactones, acide oléanolique et  

acide 7-déoxyloganique. L’analyse par HPLC des extraits (MeOH, AcoEt, 1-ButOH) a montré 

la présence des acides phénoliques (acides caféique, siringique,   hydroxybenzoique, p-

coumarique, chlorogénique, cinnamique) et des flavonoides (cathéchines, quèrcétine, 

kampférol). 

 L’évaluation in vitro des activités antiradicalaire (DPPH et FRAP) et antimicrobienne a 

montré que l’huile essentielle et l’extrait d’hydrolat ont exprimé une bonne activité 

antioxydante (IC50= 0,0916 mg/ml et 0,1006 mg/ml respectivement) et antifongique                

avec une zone d’inhibition de 32_ 45 mm et une CMI 0,52mg/ml pour Candida. Pour les 

moisissures, les deux extraits (huile et hydrolat) ont enregistré plus de 60% d’inhibition de la 

croissance. Par contre, C. albicans à l’état biofilm, c’est montré plus sensible aux fractions 

acétate d’éthyle et 1-butanol que les autres extraits (CMIB : 2,5 mg/ml et 1mg/ml 

respectivement) et que l’extrait d’hydrolat s’est révélé plus actif que l’huile essentielle.   



 

 
 

Au vu des résultats obtenus, on peut dire que l’huile essentielle et l’extrait d’hydrolat  

peuvent jouer un rôle important dans le traitement des infections. Ainsi, les eaux florales 

constituent un bon solvant pour les préparations pharmaceutiques, cosmétiques et culinaires.        

Cependant, ce travail ne constitue qu’une ébauche dans le domaine de recherche des 

antiradicalaires et des antimicrobiens naturels, il serait intéressant de  : 

-  tester les extrait de Nepeta amethystina in vivo afin de confirmer l’usage traditionnelle 

de cette plante,  

-  purifier et de déterminer d’autres métabolites, et d’étudier la toxicité de la plante et des 

extraits.  
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Annexes



 

 

ANNEXE 1 

Enquête ethnopharmacologique 

 

1-Questionnaire sur l’utilisation de N. amethystina à Aïn Sefra  

 

1- Connaissez- vous la plante ? 

Oui   Non 

Si oui, quelle est son nom en arabe ?……………………………………………… 

2- Utilisez-vous cette plante ? 

Oui   Non 

Si oui, pour quelles utilisations ?………………………………………………. 

3- Sous quelle forme vous utilisez ? 

……………………………………………………………………………………… 

4- Quelle est la fréquence avec laquelle vous utilisez ? 

……………………………………………………………………………………… 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 2 : Analyses RMN 

RMN du proton 

 

    Les spectres de RMN du proton ont été enregistrés en utilisant une sonde de 5 mm, durée de 

l'impulsion 2,0 µs (angle d'impulsion 25°), temps d'acquisition 2,3s correspondant à une 

acquisition de 16 000 avec une largeur spectrale (SW) de 3500 Hz (17,5 ppm), temps de 

répétition entre deux expériences 3,3s. 

 

RMN du carbone-13 

 

  Sonde de 10 mm, durée de l'impulsion 5ms (angle d'impulsion 45°), temps d'acquisition 1,3s 

correspond à une acquisition de 32 000 avec une largeur spectral (SW) de 12 500 Hz (250 ppm), 

résolution digitale de 0,763 Hz/pt, temps de répétition entre deux expériences 3,3 s. 60 à 200 mg 

d'extrait sont dissous dans 3 ml de CDCl3. Le nombre d'accumulation est compris entre 2000 et 

10 000 pour chaque enregistrement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 3 

 

 

Tableau 1 : Résultats de l’enquête ethnopharmacologique sur N. amethystina 

(Gouzia) 

 

Indications thérapeutiques Parties utilisées Recettes 

 

Piqures d’insectes Feuilles, graines Décoction 

Diurétique Feuilles Infusion 

Fébrifuge Feuilles, racines Infusion 

Spasmolytique Feuilles Infusion 

Fortifiante Partie aérienne Infusion 

Stimulante Feuille Infusion 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 4 : Résultats de développement des CCM 
 

 

 

CCM HE                                                                 CCM extraits bruts  

AcoEt /Tol (5/95)                                 AcoEt/MeOH/H2O (78/13/1) 

 

 

AcoEt/MeOH/H2O (78/13/1)       CHCl3/ AcoEt     (50/50) 

 



 

 

 

 

AcoEt /Tol (5/95)                                  AcoEt/MeOH/H2O (78/13/1) 

Figure 1 : Chromatographie sur couche mince des extraits de N. amethystina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 5 
 

 

 
Figure  2 : Profil chromatographique de l’huile essentielle de N. amethystina 

 

 
 

Figure 3 : Chromatogramme CPG/SM de l'extrait d’hydrolat de N. amethystina 

 

 

 

 



 

 

Annexe 6  

 

  RMN 13HDept 135 

Dept 90                                                      RMN 13C 

Figure 4 : Spectres RMN (1H, 13C, Dept 90 et Dept 135)  de l’HE de N. améthystina 

Tableau 2 : Tableau comparatif des résultats de la RMN 13C de la fraction 5 

carbones δ ppm    

Produit  

majoritaire 

δ ppm   

(Liblikas et al., 2005) 

δ ppm   

Produit  

minoritaire 

δ ppm 

(Liblikas et al.,    

2005) 

Carbone quaternaire 169.6 

120.25 

170.1 

120.4 

170.0 

115.21 

170.7 

115.1 

Carbones tertiaires  17.2 

13.87 

17.6 

14.3 

19.92 

15.13 

20.2 

15.5 

Carbones secondaires 31.79 

25.86 

32.0 

26.1 

31.8 

26.08 

30.9 

Carbones primaires  135.54 

48.74 

37.07 

29.76 

135.8 

49.0 

37.3 

29.9 

133.28 

49.07 

40.45 

39.55 

133.6 

49.3 

40.7 

39.7 

 

Composés identifiés 

 

 

 

4aα, 7α, 7aβ-népétalactone 

 

4aα, 7α, 7aα-népétalactone 



 

 

Tableau 3 : Tableau comparatif des résultats de la RMN 13C de la fraction F32                               

avec la bibliographie 

carbones δ ppm    

Produit  

majoritaire 

δ ppm   

(Lewis et Tucker, 

1983) 

Carbone quaternaire 53.0 

49.97 

17.6 

23.35 

30.74 

38.91 

44.42 

38.8 

17.6 

49.8 

23.0 

23.6 

46.6 

44.8 

Carbones tertiaires  152.06 

137.89 

127.58 

125.8 

57.75 

55.47 

41.42 

41.33 

78.7 

122 

143 

41.4 

55.4 

41.3 

177.8 

 

Carbones secondaires 20.7 

25.55 

26.83 

30.06 

31.92 

33.00 

35.5 

39.37 

41.0 

- 

- 

38.5 

27.1 

28.8 

18.3 

32.6 

39.3 

36.9 

27.7 

30.6 

33.8 

32.3 

Carbones primaires  18.52 

55.22 

19.38 

25.85 

49.97 

80.09 

19.46 

55.2 

55.1 

49.9 

25.8 

80.1 

19.4 

19.3 

 

Composé probable 

 

 

Acide oléanolique 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tableau 4 : Tableau comparatif des résultats de la RMN 13C de la fraction F31 avec 

labibliographie 

carbones δ ppm   

Produit  

minoritaire 

δ ppm 

(Teng et al., 2005) 

C1 
C3 
C4 
C5 
C6α 

C6 
C7α 

C7 
C8 
C9 
C10 
COOH 
 
Glucosyl 
1’ 
2’ 
3’ 
4’ 
5’ 
6’a 
6’b 

100.97 
153.22 

? 
34.05 
32.33 

- 
33.67 

- 
37.2 
44.3 

16.74 
? 
 
 

103.9 
75.2 

78.06 
71.1 

78.36 
62.5 

? 
 

100.7 
153.2 
113.3 
34.0 
32.3 

- 
33.6 

- 
37.1 
44.3 
16.8 

170.9 
 
 

103.8 
75.2 
78.0 
71.1 
78.2 
62.5 

? 

Composé probable 

 
Acide 7-déoxyloganique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 7 
 

 

Figure 5 : Spectres UV en vol des pics de l’extrait au MeOH 
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Figure6: Spectres UV en vol des pics de l’extrait acétate d’éthyle 
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Figure7 : Spectres UV en vol des pics de l’extrait 1-ButOH 
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Annexe 8  

 

Figure8: Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de l’acide 

ascorbique. 

 

 

Figure 9: Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de BHT. 
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Résumé 

       Ce travail est une démarche visant à analyser l’huile essentielle et les flavonoides de Nepeta amethystina, ainsi que leurs activités 

antimicrobienne et antiradicalaire.   L’analyse des extraits alcoolique, hydroalcoolique et éthérique a montré que l’espèce Nepeta amethystina est 

riche en huile essentielle, en flavonoïdes et en tanins. Le dosage des polyphénols totaux par le reactif de Folin-Ciocalteu et les flavonoides par la 

méthode d’AlCl3 ont révélé la richesse de l’extrait aqueux en polyphénols (11,84 mg EAG /gMs) et l’extrait butanolique en flavonoides (7,68 mg 

EQ/g Ms). L’analyse par CPG/SM de l’huile essentielle obtenu par hydrodistillation (0,6%) et l’extrait d’hydrolat (0,39%) obtenu par extraction 

liquide-liquide a permis l’identification de 34 composés appartenant majoritairement à la classe des monoterpènes oxygénés dont les 

népétalactones de type trans-cis (72,40% et 49,21% respectivement) sont les plus abondants.Les analyses par CCM et HPLC ont mis en exergue 

la présence des terpènes (népétalactones), des acides phénoliques (acides caféique, siringique, hydroxybenzoique, p-coumarique, chlorogénique, 

cinnamique) et des flavonoïdes (cathéchines, quèrcétine, kampférol). Alors que l’analyse par RMN (13C, 1H) a révélé la présence des 

népétalactones, l’acide oléanolique et  l’acide 7-déoxyloganique.Les tests de l’activité antimicrobienne des différents extraits réalisés sur quatorze 

souches       (9 bactéries, 3 candidas  et  2 moisissures) ont montré que l’huile essentielle et l’hydrolat sont plus antifongiques qu’antibacteriens. 

Par contre, les deux fractions flavonoidiques (acétate d’éthyle et    1-butanol) ont inhibé la croissance de Candida albicans à l’état biofilm. 

L’activité antioxydante évaluée par les deux méthodes DPPH et FRAP, a montré que l’hydrolat et les extraits flavonoidiques sont dotés d’un 

pouvoir antioxydant  intéressant.  

Mots clés : Nepeta amethystina,Analyse , Criblage phytochimique, Huile essentielle, Flavonoïdes, Activité antimicrobienne, Activité 

antioxydante. 

Summary 

       This   study   is an approach to analyze the essential oil and the flavonoids of Nepetaamethystina, as well as their antimicrobial and 

antioxydant activities.  The analysis of the alcoholic, hydroalcoholic and etheric extract showed that the Nepeta amethystina is rich in essential 

oil, in flavonoids and in tannins. The dosage of the total polyphenols by the reactive of  Folin-Ciocalteu and the  flavonoids by the method of 

AlCl3 revealed the wealth of  the aqueous extract in polyphenols (11.84 mg EAG/gMs) and the  butanolic 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 obtained by liquid- liquid 

extraction (0,39 %) allowed the identification of 34 compounds belonging mainly to the class of the oxygenated monoterpenes whose trans-cis 

type nepetalactones are the major compounds (72.40 % and 49.21 % respectively). The analysis by TLC and HPLC highlighted the presence of 

terpenes (nepetalactones), phenolic acids (caffeicacid, siringique, hydroxybenzoic, p-coumaric, chlorogenic, cinnamic) and flavonoids 

(cathechins, quercetin, kaempferol). While, the analysis by NMR (13C,1H) revealed the presence of nepetalactones, oleanolic acid and the 7-

déoxyloganic 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 more active on fungi than on bacteria. On the other hand, both flavonoidic fractions 

(ethyl acetate and 1-butanol) inhibited the formation of Candida albicans biofilm. The antioxidant activity estimated by two methods (DPPH and 

FRAP) showed that the hydrosol and the flavonoids extracts revealed an interesting antioxidant power. 

Keywords:Nepeta amethystina, Analysis ,Phytochemical screening, Essential oil, Flavonoids, Antimicrobial activity, Antioxidant activity. 

 ملخص

  .بالاضافةالىدراسةمفعولهمكمضادتنللاكسدةوضدالميكروباتNepeta amethystinaمنوالفلافونوتداتالمستخلصةالطيارهذاالبحثيهدفالىتحليلاليتت

والفلافونوتداتيطرتقة ثلاثي كلورتد  ciocalteu-Folinامامعاترةالبوليفينولبكاشفو التانينات فونوتددراسةالمستخلصاتالكحولية،المائيةوالاثيرتةأظهرتبانهذهالنبتةغنيةباليتتالعطري،الفلا

على التوالي  %0,,6و  %6,0و الهيدرولا المتحصل عليهما بمردود الطيارتحليلاليتت.الالمنيوم أظهرتبانالمحلولالمائيغنيبالفلافونوتد وخلاصةبيوتانولغنيةبالفلافونوتد

.  مكننا التحليل الكروناتوغرافي  من  %4,,40و  %  4,,4مركب الأكثر تواجدا من بينها المونوتاربانات وخاصة النيبيتالاكتونات بنسب   4,باستعمالتقنيةالكروماتوغرافيااظهر وجود 

 ,acides caféique, siringique, 2-hydroxybenzoique, p-coumarique, chlorogénique)تحدتد تواجد التاربينات وخاصة النيبيتالاكتونات بالاضافة الى الاحماض الفينولية 

cinnamique) والفلافونوتدات.kampférol)(cathéchines, quèrcétine,   وتحاليلH)1 C,13RMN (  دي  4اظهرت تواجد النيبيتالاكتونات ،حمض الاولييانوليك وحمض

والهيدرولا تتمتعان بقوة مضادة  الطيارونوعين من الفطرتات( اظهر بان اليتت  Candida albicans  خمائر من نوع  ,بكتيرتا و 0اد للميكروبات )اوكسيلوغانيك . اختبار النشاط المض

بينت فعالية كل  FRAPو  DPPHطرتقتي  اما دراسة مقدرة المستخلصات كمضادات للاكسدة  باستعمال  Candida albican للجراثيم ومستخلص الفلافونوتد تمنع نمو بيوفيلم  الخاص ب

 من الهيدرولا والقلافونوتدات.

 ،  فحص كيميائي نباتي  ، زتت عطري ،فلافونوتد، القدرة المضادة للاكسدة، ،النشاط المضاد للمكروبات  .Nepeta amethystina:الكلماتالمفتاحية

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 


