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Introduction
Generale



Les plantes représentent une source importante de composés chimiques naturels dont les
métabolites secondaires ayant une grande variété structurale et qui possédent des propriétés

médicinales, nutritionnelles et cosmétiques.

Le principe actif d’une plante est la substance responsable des effets thérapeutiques et
pharmacologiques qui appartient aux différentes classes des composés chimiques tels que les
alcaloides, les terpénes, les tanins, les flavonoides, les acides phénoliques, des huiles essentiels
...etc. Chaque principe actif a des propriétés spécifiques qui peuvent étre utilisées pour traiter
différentes maladies. Par exemple la quinine, un alcaloide présent dans I’écorce de quinquina

est utilisé pour traiter le paludisme (Chast., 2020)

La flore Algérienne est caractérisée par la diversité florale la plus riche au monde, plus de
3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, distribué comme suit
méditerranéenne, saharienne et une flore subtropicale. Chacune de ces plantes peut contenir des
centaines voire des milliers de métabolites secondaires, ou de principes actifs qui peuvent

produire différentes actions physiologiques sur le corps humain.

Les Lamiacées, ou Labiacées, ou encore Labiées, sont une grande famille naturelle constituée
principalement de plantes herbacées et de sous-arbrisseaux. C'est une famille d'une
homogénéité trés exceptionnelle.

Cependant, une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude des

métabolites secondaires et 1’évaluation in vivo et in vitro de leurs activités biologiques.

L’objectif de notre travail porte sur 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité

antioxydant et enzymatique des extraits d’une plante appartenant au genre Lamium.
Ce manuscrit est réparti en quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a I'étude bibliographique de la famille des lamiacées et du

genre Lamium. Le deuxieme chapitre présente le stress oxydatif et I’activité enzymatique.

Le troisieme chapitre comprend la description du matériel biologique, I’extraction, la
purification d’un flavonoide a partir d’un extrait polaire de 1’espéce étudiée et les méthodes

d’évaluation in vitro des activités antioxydante et enzymatique.

Le dernier chapitre décrit la discussion des résultats obtenus. Enfin, une conclusion générale

relative a nos travaux résumant ce manuscrit.
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Chapire 1:
Ftude bibliographique




1.1 La famille des Lamiacées
1.1.1 Définition

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des labiées qui dérive du nom latin
"Labium™ qui signifie levre, en raison de la forme particuliére des corolles (Bouhaddouda.,
2016).

Les Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes dicotylédones qui
comptent entre 233 & 263 genres et de 6900 a 7200 especes (Heywood et al., 2007) (Grayer
et al., 2003).

Les especes de cette famille sont des plantes aromatiques utilisées tant en cuisine qu'en
parfumerie ou en pharmacie, comme la ballote, le basilic, la lavande, la marjolaine et la mélisse.
Il s'agit d'une grande famille, tres typique du monde végétal, qui posséde une importance

économique due a sa richesse en huiles essentielles (Guignard et al., 2001).

1.1.2 Description botanique de Lamiacées :

1.1.2.1 Appareil végétatif :

La famille regroupe des herbes annuelles ou vivaces, des arbustes ou encore des sous-
arbrisseaux. Les tiges sont de facon tres caractéristiquement de section quadrangulaire, souvent
renflées aux nceuds et se multipliant, en une méme saison, a l'aide de rejets aériens ou
rhizomateux. Chez les espéces adoptant un port plus arbustif (Thymus, Lavandula...) la tige,

ligneuse et vivace est alors arrondie en raison du fonctionnement répété des assises génératrices



secondaires circulaires. Les arbres sont extrémement rares, mais existent parmi le genre

américain Hyptis, ou certains atteignent une hauteur de 12 metres.

Les feuilles sont toujours simples et opposées, plus exceptionnellement alternes ou pseudo-

verticillées, ou encore composées ou pinnatifides. Les stipules sont absentes.

Les fleurs sont hermaphrodites, elles sont regroupées a 1’aisselle des feuilles supéricures, en
glomérules, eux-mémes souvent regroupés en épis plus ou moins denses. Leur calice persistant

est formé de 5 sépales diversement soudés et a souvent 2 lévres.

1.1.2.2 Anatomie:

La tige est fréqguemment de section carrée (sauf chez quelques genres : Rosmarinus...), avec
quatre cordons de collenchyme angulaire placés symeétriqguement dans le parenchyme cortical,
sous I'épiderme. Cependant, toutes les tiges a section carrées ne sont pas des tiges de Lamiacée,
et inversement. 1l n'y a généralement pas d'oxalate de calcium. Les poils testeurs sont rarement
unicellulaires, papilliformes (Thymus), le plus souvent unisériés avec article terminal
flabelliforme, quelquefois ramifiés (Rosmarinus, Lavandula...). Les poils sécréteurs sont
sessiles ou su sessiles, avec une téte pluricellulaire. Les fibres pericycliques sont peu

nombreuses, et I'endoderme est souvent différencié.

Les feuilles possédent souvent un hypoderme. Ce sont aussi des plantes a essence dont I'odeur
se dégage par simple attouchement. En effet, les cellules a essences se trouvent juste sous la
cuticule qui se souleve. Pour cette raison, elles sont utilisées en alimentation, en thérapeutique

ou encore en parfumerie.




1.1.3. Distribution géographique des Lamiacées :

1.1.3.1 Dansle monde :

Les lamiacées se trouvent presque partout dans le monde. Mais un grand nombre d'espéces se

rassemblent dans le bassin méditerranéen. (Martin., 2014) (Brahmi et al., 2017).

1.1.3.2 En Algérie:

En Algérie, la famille des Lamiacées est représentée par 29 genres et 146 espéeces dont 8 genres
et 12 especes décrites par (Ozenda., 1991) dans tout le Sahara, certains genres sont de

détermination délicate en raison de la variabilité extréme des especes (Bendif et al. , 2017).

Teucrium Scutellaria Leonurus
Salvia Prunella Thymus
Lavandula Saccocalyx Melissa
Marrubium Molucella Satureja
Prasium Cleonia Micromeria
Acinos Stachys Lycopus
Clinopodium Ballota Preslia
Calamintha Hyssopus Mentha
Lamium Nepeta Ajuga
Phlomis Origanum



1.1.4 Utilisations traditionnelles des Lamiaceées

Une enquéte ethnobotanique a été réalisée sur 1’utilisation des plantes médicinales par la
population avoisinant le parc national de Djebel Aissa ont permis de dénombrer 41 especes
médicinales appartenant a 20 familles et 37 genres dont 9 espéces soit 21,95 %) sont la plus
utilisees de la famille des Lamiacées suivie des Astéracées (avec 6 especes soit 14,63 %)
(Hadjadj et al., 2019).

Plusieurs genre de cette famille sont utilisées en medecine traditionnelle et moderne comme
Lavendula, Teucrium ; Thymus et Salvia. Les espéces de Mantha, Lavandula, Ocimum,
Origanum, Melissa et Satureja sont également employées comme plantes culinaires dues

principalement a la présence des huiles essentielles (Naghibi et al., 2005).

Le genre Teucrium est largement distribué dans le monde avec 340 espéces dont 20 sont
présentes en Algérie. Teucrium pollium (germande feutrée) appelée Kheyata poussent a 1’état
sauvage est largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne comme antidiabétique,
antiinflammatoire et antibactérienne (Quézel et al., 1963 ; Rasekh et al., 2001 ; Esmaeili et
al ., 2004 ; De Marino etal., 2012 ; Djabou et al .,2013).

En médecine traditionnelle Iranienne le thé de cette espéce est utilisé pour traiter de

nombreuses maladies telles que les douleurs abdominales, I’indigestion, le thume et les troubles

urogénitaux (Abdollahi et al., 2003).

Ajuga est un genre de la famille des Lamiacées largement répondue en Europe, en Asie , en
Amérique du nord et en Afrique comprend environ 80 especes et 135 Taxon (Qing et al., 2017,
World Flora Online ). De nombreuses espece de ce genre ont une valeur médicinale et sont
employées depuis des siécles traditionnellement pour traiter divers troubles notamment la
fievre, ’hypertension, I’hyperglycémie, la pneumonie, la pharyngite aigue et chronique et les

douleurs d’articulation (Ni et al ., 2015 ; Ali et al .; 2019, Nagarkoti et al .,2021) .

L’espéce Lavendula stoechas connue sous le nom de « karabas otu » est utilisé en Turquie
depuis I’Antiquité comme analgésique, antiseptique, cicatrisante, sédative pour soulager
I’inflammation des voies urinaires, I’eczéma et renforcer les nerfs et le cceur. Ces effets sont
dus a I’huile essentiel qu’elle contient. Cette espece est utilisé sous forme d’infusion en usage

interne et externe (Sahinler et al ., 2022).



Les huiles essentielles aromatiques de cette famille sont généralement présentes dans les
feuilles, elles sont trouvées aussi dans tous les parties aériennes. Elles sont tres précieuses
grace a leurs propriétés cosmétique, aromatique et elles jouent un réle important dans les

domaines de la parfumerie et de I’industrie pharmaceutique (Ozkan et al .,2008).

Espéce Partie Mode Utilisation références
utilisée d’utilisation
Ajuga iva Parties Infusion Antidiabetique, Bendif et
aériennes | Décoction antirheumatique, al., 2018
Poudre Antiseptique,
antidiarrhéique,
problemes digestive,
hypotensive
Salvia Feuilles | Décoctionet | Coliques abdominales, | Abbouyi et
Verbenaca Poudre fievre, cicatrisation, ' al., 2014 ;
rhume Salhi etal .,
Infusion Problémes génito- | 2019.
urinaire , digestifs et Slimani et
respiratoires, cutanés al ., 2016.
Décoction maux de ventre et des Tahri et
la plante affections gastro- | al.,2012
Lavandula | entiére intestinales
stoechas Poudre Les plaies
Feuilles | Décoction rhume, toux, bronchite,
et fleurs grippe, rhumatisme,
Feuilles La poudre cataplasme , | Ouadeh et
Mentha hémorroides et fievre al ., 2021
suaveolens Décoction. Les abces et les furoncles
douleurs dentaires et
Infusion gastriques, les affections

respiratoires et génitales



Espéce Partie Mode Utilisation références

utilisée d’utilisation

Marrubium | Tige et Maladie cardiaque,
vulgare feuillée convulsion.largement
Maamar
Thymus Plante Decoction Pulmonaire, toux, grippe, | sameut et
vulgaris entiere obésité, infection | al ., 2020
urinaire.

Calmer les coliques | Tahri et al.,
d'estomac, comme | 2012
Rosmarinus | Fleurs, Infusion antalgiques, contre la
officinalis feuilles Décoction grippe.
Antispasmodique et anti-
inflammatoire
Salvia Feuilles | Infusion Fiévre, indigestion Tahri et
officinalis al.,2012

1.2 Legenre Lamium

1.2.1 Définition

Le genre Lamium compte environ 50 especes de plantes dicotylédones appartenant a la
famille des Lamiacées, réparties dans les régions tempérées et subtropicales d’ Afrique, d’Asie

et d’Europe (Salehi et al ., 2019) dont certaines sont bien connues : Lamium album, Lamium

maculatum et Lamium purpureum.

Le nom commun « Lamier » fait référence a leur ressemblance superficielle avec les orties
mais contrairement a celles-ci, elles n'ont pas de poils urticants et en tant que telles sont
inoffensives (Weiss ., 1988 ; Bisset., 1994)..

1.2.2 Description du genre Lamium:

Les feuilles sont cordées ou réniformes, ovales a lancéolées avec un sommet aigu et une base

cordée, étant pétiolées sur les nceuds inférieurs sessile ou peu commune aux nceuds supérieurs.
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La corolle est bilabiée de couleur violet foncé, vert jaunatre, blanc, jaune, etc. (Bendiksby et
al .,2011 ; Mennema., 1989 ; Baran, P, 2013).

Leurs fleurs symétriques sont rassemblées en verticilles a l'aisselle des feuilles des parties
terminales des stolons dressés ou allongés. Elles ont une corolle tubulaire qui s'ouvre en 2 lévres

saillantes, qui donnent & la fleur I'aspect d'une gorge profonde. elles sont de couleur blanches,

rose clair, rose foncé, rose violet ou jaune. Leur fruit dit tétrakénes se compose de 4 nucules.

1.2.3 La position systématique du genre Lamium:

Selon la classification d’APG (Angiosperm Phylogeny Group), le genre Lamium appartient a

la classification suivante :

Régne planta
Embranchement Phanérogames
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Asterideae
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Lamium
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1.2.4 En Algérie :

Le genre Lamium est représenté en Algérie par 7 espéces, deux d’entre eux sont endémiques (
Hamel et al .,2013 ; Quézel.,1963 ; Dobignard et al ., 2012)

Lamiunm flexusoum Ten.
Lamium longiflorum Ten.
Lamium bifidum Cyr.
Lamium amplexicaule.
Lamium mauritanicum
Lamium purpureum

Lamium hybridum Vill.

1.2.5 Utilisation en médicine traditionnelle de Lamium :

La médecine traditionnelle a largement utilisé les plantes du genre Lamium au cours des siécles.
Les usages les plus courants sont décrits dans les pays méditerranéen (Europe et Afrique du
Nord) et en Asie occidentale. Les bourgeons, les feuilles et les fleurs sont également trés utilisés
en cuisine pour la préparation de diverses recettes de tradition locale dans de nombreux pays

du bassin méditerranéen.

Le genre Lamium est tres employé en médecine traditionnelle comme antispasmodique,
antiprolifératif, anti-inflammatoire, antiviral, et pour le traitement des hypertensions, des
paralysies, du prostate, des hémorragies utérines, des traumatismes et des fractures ( Baran et
al .,2013 ; Yalcinetal., 2006 ; Yordanovaetal ., 2014 ; Czerwinska, et al ., 2017). De plus,
ce genre est trés efficace comme cicatrisant, topique contre les varices, les plaies et autres
lesions cutanées (Akkol et al ., 2008)

Le lamier blanc (Lamium album) est utiliseé depuis des décennies en période de famine en
Europe, en Chine et au Japon (Turner et al., 2011). Les feuilles et les fleurs de cette espéce
sont comestibles crus ou cuits et sont utilisés pour les préparations de thé et des compléments

alimentaires. (Pereira et al ., 2012) .En méditerranée cette plante est employée comme un
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ingrédient essentiel dans certaines recettes culinaires des plats locaux notamment les omelettes
les ragouts, et les rotis (Heinrich et al .,2006). La consommation des compléments alimentaires
enrichis en extrait de Lamium album sert a détoxifier 1’organisme, prévenir les troubles
menstruels, I’inflammation abdominale et les maladies musculosquelettiques (Xu et al., 2008)

et éliminer les graisses stockées dans 1’organisme (Ninomiya et al., 2006).

En Turquie ce genre est représenté par 30 espéces et employé en médecine traditionnelle pour
soulager la douleur des rhumatismes et autres affections arthriques en Anatolia. En particulier
Lamium album, Lamium maculatum et Lamium purpureum sont utilisées comme reméde de

grand-mére comme tonique et pour traiter la constipation (Baytop et al., 1999) .

Lamium amplexicaule est une espéce de plante herbacée de la famille des Lamiacées. Elle est
distribuée depuis le Nord de I'Afrique jusqu'en Asie. Cette espéce est employée pour traiter le
rhumatisme, et la diaphorése (Rehman et al ., 2015). La péate est préparée a partir des feuilles
fraiches écrasées est utilisée en application externe pour soulager les articulations enflées
(Jan et al., 2017).

En Japon, I’espéce Lamium amplexicaule est utilisé dans la préparation d’un plat traditionnel

japonais appelée " sept herbes printaniéres " (Picuric-Jovanovic et al ., 1997).

Lamium galeobdolon tient son nom de la couleur jaune de ses fleurs, la décoction de ces parties
aeriennes est prescrite dans le traitement de la fiévre, le paludisme, les verrues, la constipation,
la perte des cheveux, des rhumatismes, et les saignements (Naghibi et al., 2005) (Tomas-
Barberan et al., 1992),

Matkow et Potrowska ont signalés que Lamium maculatum est utilisé en médecine
traditionnelle chinoise pour soigner les traumatismes, la paralysie, les fractures et

I’hypertension.

1.2.6 L'intérét pharmacologique des Lamiacées

Les propriétés pharmacologiques des Lamiacées varient en fonction de I’espéce et des
composés présents dans la plante. Certaines espéces ont des propriétés anti-inflammatoires
(Algieri et al., 2013), antivirales (Yucharoen et al. ,2011), antioxydantes (Bouajaj et al. 2013)
, antibactériennes (Araujo et al. 2014), antifongiques (Rao et al. 2011), analgésiques,
antispasmodiques (Akram et al. 2011) et antitumorales (Yildirim et al. 2013) par exemple

I’huile essentielle de Mentha piperita (menthe poivrée) possede des propriétés analgésiques et
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antispasmodiques, ce qui en fait un traitement efficace pour les maux de téte, les douleurs
musculaires et les crampes menstruelles. Alors que I’huile essentielle de Thymus vulgaris a
montré des propriétés antimicrobiennes et antifongiques, ce qui en fait un traitement efficace

pour les infections respiratoires et les infections de la peau.

L’utilisation de certaines especes en infusion ou en décoction en médecine traditionnelle est
due a leurs diverses actions pharmacologiques. Par exemple I’activité observée des extraits
aqueux de cette famille est attribuée a la présence de la quantité importante des flavonoides

glycosylés (Zaabat., 2011)

Au Maroc, I’espéce Melissa officinalis est largement utilisée en médicinale traditionnelle
comme anti-inflammatoire, antispasmodique, calmant et fortifiant. Une étude a été réalisée sur
I’huile essentielle des feuilles de cette plante a signalé un effet significatif sur I’cedéme des

pattes de rat induit par la carraghénine (Amina et al., 2013).

En Alggérie, I’évaluation de I’activité anti radicalaire des extraits éthanolique, décocté et infusé
de six especes aromatiques des Lamiacées utilisées en médecine traditionnelle : Phlomis crinita
Cav, Satureja calamintha Scheele, Origanum vulgare, Mentha ulegium, Thymus serpyllum,
Thymus vulgaris a montré un pouvoir anti radicalaire important des genres Origanum, Mentha
et Thymus. Les résultats obtenus de la comparaison des extraits confirment que les décoctés
sont ceux qui piegent le plus de radicaux libres, suivis par les extraits éthanoliques et enfin les

extraits infusés (Tamert et al., 2016).

Dans la médecine traditionnelle roumaine, les parties aériennes d’4juga laxmanii connu Sous

le nom de barbe de noble sont utilisées comme agent galactagogue et anti-inflammatoire.

Une recherche a été faite par Toiu et al sur 1’évaluation de D’activité  antioxydant,
antimicrobinne, et anti-inflammatoire in vivo de deux extraits éthanolique et méthanolique des
parties aériennes de 1’espece Ajuga laxmannii a montré que ces extraits présentent un effet anti
radicalaire significatif dans les deux tests (DPPH et ABTS) et une importante activité

antifongique vis -a-vis les souches Candida albicans et Penicillium.funiculosum.

Alors que L’extrait éthanolique a montré une importante activité anti-inflammatoire en

réduisant les leucocytes totaux et la phagocytose des PMN et le stress oxydatif.

Plusieurs espéces de Lamiacées ont également des propriétés antitumorales. Par exemple, salvia

mitiorrhiza (sauge rouge) , une plante couramment utilisée par la population chinoise pour
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favoriser la circulation sanguine et améliorer le systétme immunitaire . I’extrait des racines
séchées de cette espéce exerce un potentiel cytotoxique qui peut confere une résistance a

divers types de tumeurs (Wu et al., 2016)

1.2.7 L'intérét pharmacologique du genre Lamium

Les espéces du genre Lamium possedent de nombreuses applications dans la médecine
traditionnelle grace a la présence importante de composés chimiques qui constituent des

principes actifs efficaces dans de domaine thérapeutique (Salehi et al ., 2019).

Une étude réalisée sur les iridoides isolés de I’extrait aqueux des fleurs de Lamium album qui
sont utilisé dans une formule commerciale pour traiter la maladie du foie montre que certains
de ces composés possédent une activité antivirale. En particulier deux isoméres lamiridosines
A et B isolés de cet extrait qui inhibent de maniére significative in vitro le virus de 1’hépatite
Cavec une IC50 de 2,31 u M (Zhang et al .,2009).

L’effet antioxydant des extraits n-butanol de deux espéces Lamium, album et Lamium
purpureum de la Roumanie ont été comparés par la capacité de piégeage des radicaux libre
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle). Les résultats obtenus ont montré que les extraits
possédaient une activité antiradicalaire dose-dépendante évaluée aprés 30 minutes d’incubation
a toutes les doses testées, tandis que L’extrait n-butanol de purpureum a présenté I’activité la
plus élevée a concentration de 1% par rapport a I’extrait de la deuxiéme espéce (Bubueanu et
al .,2013).

Il existe trés peu d’études qui décrivent I’influence des composés polyphénols présents
abondement dans les espéces du genre Lamium sur 1’enzyme tyrosinase. Nugroho et al ont
rapporté que deux flavanol glycosylés isolés de 1’extrait méthanolique de 1’espéce Lamium
amplexicaule kaempférol 3-O-[glucosyl-(1—4)][rhamnosyl-(1—6)]-glucoside 1 et quercétine
3-O-[glucosyl-(1—4)][-rhamnosyl-(1—6)]-glucoside 2, exercent une activité inhibitrice in
vitro contre la tyrosinase de champignon. Le mécanisme de cette activité n’a pas été étudié mais
il a été supposé que ’activité tyrosinase de ces molécules soit liée a leurs caractéristiques
structurales a partir du nombre et de la position de leurs groupements fonctionnels (Nugroho et
al., 2009). Plus le degré d’hydroxylation du flavonoide est important plus la liaison avec le site
catalytique est plus facile ce qui augmente I’inhibition de la tyrosinase selon des études

antérieurs (Kim et al ., 2006 ; Xie et al., 2003)
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1.3 Les Métabolites secondaires :
1.3.1 Définition

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires tels que les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés varient d'une espece
a l'autre, et bien que leurs effets soient encore mal connus, il est clair qu'ils interférent avec les
relations que les plantes entretiennent avec les organismes environnants. lls sont probablement
des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que les
parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. (Krief. S,
2003).

La diversité des relations entre la plante et son environnement conduit a une extréme diversité
de composés secondaires dont beaucoup possedent pharmacologiques potentielles. Cependant
de nombreuses especes végeétales n’ont pas été étudiées en profondeur et il est probable que de

nombreux composeés utiles restent a découvrir.

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en plusieurs catégories : il s'agit des composes
phenoliques, les terpénes et stéroides, et des composeés azotés, y compris les alcaloides.
Chacune de ces classes contient un ensemble trés diversifié de composés avec un tres large

éventail d'activités thérapeutiques.

1.3.2 Les composeés phénoliques

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du

regne végetal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. On les trouve dans les plantes,
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depuis les racines jusqu’aux fruits. Un groupe d’une extréme diversité, et dont les flavonoides

font partie.

Le terme « phénol » englobe plusicurs milliers de molécules ont été identifiées. L’élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6
carbones (Fig. 1), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou
engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton ., 1999 ; Balasundram
etal ., 2006).

Les polyphénols jouent un réle important dans la croissance, la fertilite, la reproduction et dans
les réactions de protection de la plante (Ruiz-Garcia., 2013). lls sont considérés comme
bénéfique pour la santé principalement en raison de leur activité antioxydante (Rocio et al .,

2017). lls posseédent aussi un large spectre d’activités biologiques (Merichel et al.,2018).

1.3.2.1 Classification des composés phénoliques

D’aprés (Macheix et al., 2005), les composés phénoliques sont regroupés en nombreuses

classes qui se différencient par :

& Les voies de la biosynthese.
& La complexité du squelette de bas (de simple C6 a des formes polymérisées)
& Les degrés de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de

méthylation ...)

Ce Phénols catéchol
Simples

Ce-Cy Acides phénols Hydroquinine

Ce-Cs Acide cinnamique Acide cafféique (Café)
Coumarines
Phénylpropénes Esculétine (Citron)

Eugénol (Giroflier)
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(Ce-C3)2 Lignane Pinorésinol (Pin)

(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits.

Ce-C3-Cs Flavonoides Apigeénine (fruits)
Isoflavonoides Génisteine (Soja,)
Anthocyanes Pelargonidine (fruits rouges)

(C6-C3-Cg),  Biflavonoide Amentoflavone

(C6-C3-C6) N Proanthocyanes (tannins) Procyanidines (Raisin rouge)

1.3.2.2 Les flavonoides

1.3.2.2.1 Définition

Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphénols : ce sont des molécules aromatiques
polysubstituées qui agissent comme métabolites secondaires chez les végétaux. Les flavonoides
sont la classe la plus abondante. Plus de 9 000 structures naturelles ont été isolées et
caractérisées. La diversité structurelle des flavonoides est la plus grande parmi les
angiospermes. lls sont généralement localisés dans les feuilles (dans ou entre I'épiderme et les
plantes mésophiles), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument
externe). (Harbone., 1999).

Les flavonoides ont été isolés en 1814 par le scientifique E. Chervreul , mais n'ont été réellement
découverts qu'en 1930, Albert Szent - Gyorgyui les a désignés sous le nom de Vitamine P pour
leur efficacité a normaliser la perméabilité vasculaire, en raison de leur efficacité a normaliser
la perméabilité des vaisseaux sanguins , cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit
compte que ces substances ne correspondaient pas a la définition officielle des vitamines , il

devient clair que ces substances appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al .,2001).

Le terme « flavonoides » est dd a la couleur jaune qu'ils produisent (flavus en latin). De plus,
leur fonction principale chez les plantes semble étre due a leur coloration ; outre la chlorophylle,
les caroténoides et les bétaines. lls interviennent dans les processus de défense contre le

rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (Crozier ., 2003).
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Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant une
structure C6-C3-C6.

1.3.2.2.2 Classification des flavonoides
Il existe un grand nombre de flavonoides qui se différencient par le nombre, la position et la
nature des fonctions phénols et des fonctions méthoxyles substituées sur le noyau, ainsi que par

la position des sucres chez les hétérosides (Figure6).

Les flavones : Caractérisés par une structure C6 - C3 - C6 avec une liaison C2 - C3 est insaturg,

avec une fonction cétone.

Les flavanes : Ce sont des composés dont I'hétérocycle central C est saturé. Les flavanes se
trouvent dans les écorces des plantes. Ces composés sont connus sous forme monomérique ou

polymerique.

Les flavanones : L'hétérocycle central C est saturé par rapport a la structure d’une flavone

Les flavonols : Ces des flavones sont caractérisées par la présence d'un groupement hydroxyle

(OH) en position 3 de I'hétérocycle central.

Les anthocyanes : Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur I'oxygéne

de I'nétérocycle central C. Ce sont des composés responsables de la plus grande partie des

couleurs rouge, violet et bleu observées dans la nature.

Les chalcones et les aurones : Les chalcones sont composés présentent deux cycles

aromatiques A et B reliés par une chaine tri carbonée cétonique a, B insaturé. Ainsi, ces
composés phénoliques dépourvus de cycle puranique central C, En ce qui concerne les aurones,

il s'agit des isomeres structuraux des flavones Ces molécules derivent des chalcones.

19



Flavonol

X

)
Flavanomne

(halcone

O 0
L -0

~{

O g "r"_,

izoflavone Aurone

Anthocyanidine

1.3.2.2.3 Les flavonoides isolés de la famille des Lamiacées

D’apres la littérature 113 structures de flavonoides ont été répertoriées chez les Lamiacées de
2002 a 2018 dont 60% (65 structures) appartiennent au groupe des flavones : I’apigénine 3 et
la Lutéoline 4 sont les plus fréqguemment isolés de cette famille. Les flavonols sont représentés
par 32 structures qui correspondent a 28% des flavonoides isolés. Alors que 12 composeés de
type flavanones ont été identifiées qui représentent 10% des flavonoides. Les flavanonols
sont représentés principalement par deux structures 1’Aromadendrine 5 et la Taxifoline 6

(Abdelaty et al., 2021). La catéchine est le seul composé qui représente les flavanols chez les

Lamiacées et qui a été isolé de Leucas aspera (Priya et al., 2018) enfin une isoflavone .
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Les flavonoides glycosylés quant a eux, sont fréqguemment de type flavones-7-O-glycosylées

OH

) Aromadendrine 6
Taxifoline 5

comme [’apigenin-7-O-glucoside. Des flavonols glycosylés ont été également identifiées
comme la quercétin 3-O-glucoside.

L’apigenin-7-O-glucoside 7

Des C-glycosides de flavones ont été répertoriés comme la lutéolin-6-C-glucoside 8.

OH

OH HQ (0)
\
|
HO
/
HO OH
OH bo)
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Récemment, L’investigation phytochimique de 1’espéce Melissa officinalis, une plante utilisée
en médecine traditionnelle pour la cuisine et ’aromathérapie a permis d’isoler trois
isoflavones : une aglycone 4'- methoxy genisteine 9 et deux isoflavones glycosylés la 6, 8-
dimethoxy- biochanin A -7 - O- a - L- rhamnopyranosyl (1"-6") - O - glucoside 10, et I’
isoflavone 6, 8-dimethoxy 7-O- rutinoside, 4'-O- rhamnopyranoside 11 (Seif El-Dein et al.,
2023) .

R1=OCH3 ; R2=R4=H ; R3=OH 9
R1=R4=R>=0OCHjs ; R3=0O-rutinose 10

R1=0O-rh ; R2=R4=0CHj3 ; R3=0-rutinose 11

Les dérivés de I’apigénine -p-coumarylglucoside sont les plus fréquemment rencontrés dans le
genre Phlomis et Marrubium. Une étude phytochimique de I’extrait méthanolique des parties
aeriennes de Phlomis bovei de Noé a permis d’identifier un flavonoide glycosylé coumaroylé
connu sous le nom d’apigénine-7-O-(6""-(5’"’ methoxy-coumaryl) glucoside 12 isolé pour la
premiére fois du genre Phlomis et de la famille des Lamiacées (Zaabat et al., 2020).

apigenine-7-0-(6""-(5""’ methoxy-coumaryl) glucoside 12

1.3.2.2.4 Les flavonoides isolés du genre Lamium :
Des éetudes phytochimiques ont été effectuées sur le genre Lamium depuis plus de 40 ans qui

ont montré sa richesse en différentes classe des composés naturels dont les anthocyanes, les
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bétaines les terpénes, les iridoides et les huiles essentielles (Yalcin et al., 2006 ; Yordanova
etal ., 2014 ; Czerwinska et al., 2017).

Les espéces de ce genre est une source abondante des acides phénoliques et des flavonoides
qui sont considérés comme les principaux groupes de composés isolés et qui possedent diverses

activités biologiques (Salehi et al ., 2019).

D’apres la littérature les flavonoides de type flavones, flavonols, flavanols, flavanones et leurs

dérivés O-glycosylés sont les plus isolés du le genre Lamium (Tableau 6).

Une étude phytochimique réalisée par la méthode HPLC sur I’extrait méthanol des fleurs de
I’espéce Lamium album , une plante utilisée en alimentation humaine en Europe, en chine et au
japon a révelé la présence de trois flavonoides , la quercétine 13, I’isoquercétine 14, et la rutine
15. Alors que Pereira et al ont détecté pour la premiere fois la présence de dérive de la flavone
isoscutellaréine 16 qui présente un tiers de la quantité totale des composés phénoliques dans
I’extrait éthanol des racines de Lamium album. Des dérivés de kampférol et de quercétine ont
été également identifiés dans I’extrait éthanolique de Lamium d’aprés la littérature (Botirov et
al .,2019).
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Lamium

maculatum

Lamium

album

Lamium

amplexicaule

3,7-dimethoxy quercetinel8, rutine
15,

3’-methylquercetine-3-O-
rutinoside 17
isoscutellareine-7-O-(6-0O-
acetylallosyl) (1— 2) glucoside 19
Isoscutellareine-7-O-allosyl (1 —
2) glucoside 20

, 4> -O-méthylisoscutellareine-7-O-
allosyl (1—2) glucoside 21

4’ -O-méthylisoscutellareine-7-O-
(6-O-acetylallosyl) (1 2)22:

, apigenine-7-O-glucoside 23,
apigenine-7-O-rutinoside 24
naringenine-7-O-rutinoside 25

lutéoline-7-O-glucoside 26

quercétine-3-O- glucoside 27 ;
quercétine-3-O-galactoside 28;
kaempferol-3-O-galactoside 29
kaempferol 3-O-rutinoside 30
kaempferol 3-O-[glucosyl-(1—4)][
rhamnopyranosyl-(1—6)]-
glucoside 1

quercétine 3-O-[glucosyl-(1—4)][-
rhamnosyl-(1—6)]-p-D-glucooside
2

lutéoline-7-O-glucoside
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Ri=H, Ro= OH : quercétine 13
Ri=glu, R2=0OH : isoquercétine 14
R1=6"-a-rhamnosyl-p-glucoside,
R>=0OCHs: 3’ -methylquercetine-3-O-

rutinoside 17

HO
I s
HO
o o OH
OH O Q
H3C 0
HO
HO
OH
rutine 15

3,7-dimethoxy quercétine 18

Isoscut

glucosi

ellareine-7-O-(6-O-acetylallosyl) (1 — 2)
de 19

isoscutellaréine

Isoscutellaréine-7-O-allosyl (1 — 2) glucoside

4’-O-méthyllsoscutellaréine-7-O-allosyl) (1 > 2 ) glucoside

25

R1 | R2

H | H 16
H Allo-Glc 20
CHs | Allo-Glc | 21



4’-O-méthyllsoscutellaréine-7-O-(6-O-acétylallosyl) (1 -»2 ) CHs | Ac-Allo-

glucoside

Allo : allosyl; Glc : glucoside

apigénine -7-O-glucoside
apigénine -7-O-rutinoside
naringénine -7-O-rutinoside
lutéoline-7-O-glucoside
guercétine-3-O- glucoside
guerceétine-3-O- galactoside
Kaempferol-3-O-galactoside

Kaempférol -3-O-rutinoside

R2
O-Glu
O-Rut
O-Rut
O-Glu
OH
OH
OH
OH
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Ac : acétyl

O-Glu
O-Gal
O-Glual
O-Rut

Re

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

OH
OH
OH

Glc
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1.4 Chromatographie
1.4.1 Définition

La chromatographie est une methode d'analyse physicochimique, utilisée pour séparer les
constituants d'un mélange (les solutés) par entrainement, au moyen d'une phase mobile
(liquide) le long d'une phase stationnaire (solide), grace a la répartition sélective des solutés
entre ces deux phases. Chaque soluté est donc soumis a une force de rétention (exercée par la

phase stationnaire) et une force de mobilité (due a la phase mobile).

1.4.2 Classification d'apres le procédé opératoire

La chromatographie sur colonne (CC) : la phase stationnaire est contenue dans une colonne

en verre.
La chromatographie planaire on distingue deux types :

La chromatographie sur papier (CP) : une surface plane de cellulose considérée comme

support maintient par imbibition une phase stationnaire liquide.

la chromatographie sur couche mince (CCM) : repose principalement sur des phénomeénes
d'adsorption la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi rigide de matiere
plastique ou d'aluminium. Apres que I'échantillon a été dépose sur la phase stationnaire, les

substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant.
Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont :

La cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable, fermé

par un couvercle étanche.

La phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre adsobant
est fixée sur une plaque de verre a I'aide d'un liant comme le sulfate de calcium hydraté (platre

de Paris) I'amidon ou un polymére organique.

L’échantillon : environ un microlitre (uL) de solution diluée du mélange a analyser, déposé

en un point situé au - dessus de la surface de 1’éluant.

L’éluant : un mélange de solvant qui migre lentement le long de la plaque en entrainant les

composants de I'échantillon.
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_— plaque de CCM

_— vapeur de 'éluant

_— éluant

“eh—— endroit du dépot

1.5 Meéthodes d’analyse structurale des flavonoides par la spectrophotométrie
UV visible

1.5.1 La fluorescence sous lumiére de Wood

L’absorption des substances flavoniques sous lumiére de Wood a la longueur d’onde de 365

nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique. Le tableau 7 montre la

relation entre la fluorescence et la structure chimique (Mabry, 1970)

Violette noire Flavones avec 5-OH
Flavonol avec 3-OR, 5-OH, 4’-OH
Chalcones.

Bleue Flavone ou flavonol sans OH libre en 5.

Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.
Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente  Isoflavones
Jaune-verte Aurones

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

1.5.2 Spectrophotométrie UV-visible

C’est la méthode la plus importante pour 1’identification des flavonoides. Le principe de cette

technique est base sur le fait que chaque composé flavonique a un spectre d’absorption
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caractéristique dans le milieu méthanolique, qui change apres I'addition de différents réactifs
(NaOH, AICIs/HCI, NaOAc/H3BOs) (Tigrine-Kordjani et al., 2011).

Les flavonoides présentent deux formes limites : la forme cinnamoyle a qui on attribue la
bande (I) son pic d’absorption dans le méthanol est compris entre (300-380 nm) et la forme
benzoyle a qui on attribue la bande (I1), absorbe dans le méthanol a (240-280 nm) (Maiza.,
1993) (Figure 8)

()\\@ |

Ciannamoyle (bandel)

(T
O

Benzoyle (bandell)

L’utilisation de différents réactifs nous permet de localiser les substituants sur le squelette

flavonique.

1.5.2.1 Addition de NaOH

C’est une base forte qui peut ioniser tous les groupements hydroxyles du flavonoide. C’est
pourquoi il est difficile de relier les déplacements du spectre dus a 1’addition de NaOH avec le
flavonoide hydroxylé. Cependant, 1’effet de NaOH sur les flavones et les flavonols est de

détecter les hydroxyles dans les positions 3 et / ou 4°.

1.5.2.2 Addition de NaOAc

L’acétate de sodium est une base faible par rapport a la soude, elle ionise les groupements
hydroxyles acides C3, C7 et C4’. C’est un réactif spécifique pour détecter le groupement

hydroxyle en C7.
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1.5.2.3 Addition de H3BO3+ NaOAc

La présence de I’acide borique avec I’acétate de sodium permet de détecter les groupements
ortho dihydroxyles sur les carbones C5 et C6. L’acide borique forme alors des complexes

avec les hydroxyles phénoliques de la position ortho (Figure 9) (Harborne., 1975).

OH

OH O—B~.

\ OH
OH O
HO I o ‘ HO l o ‘

OH H3BO3/NaOAc OH

O OH O

OH

1.5.2.4 Addition d’AICI3+HCI :

L’acide de Lewis forme avec les flavonoides contenant un groupement hydroxyle en C5 ou en
C3 des complexes stables et des complexes instables avec des flavonoides possédant des
groupements hydroxyles en position ortho. L’addition de 1’acide chlorhydrique décompose le
complexe formé avec les groupements hydroxyles en ortho, et n’a aucun effet sur les
complexes formés avec les groupements OH en C3 ou en C5 (figure). Le tableau 8 résume les

principales caractéristiques des spectres UV des flavones et flavonols.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

Tableau 8: Caractéristiques spectraux UV-visible des flavonoides en présence des différents

Réactifs

réactifs.

Déplacements en nm

Bande | Bande 11

Interprétation

MeOH 310-350 250-280 Flavones
330-360 250-280 Flavonols (3-OR)
350-385 250-280 Flavonols
NaOH (+) 45 a 65avec augmentation de I’intensité
-Stable, intensité ne diminue pas. 4'-OH
-Intensité diminue.
-Intensité diminue avec le 3-OH, 4'-OR
temps, décomposition. 3,4'-0OH, 3, 3', 4'-OH
-Apparition d’un pic entre
320-335 7-OH
-Absence de pic entre 320-
330. 7-OR
NaOAc (+)5a20
Faible déplacement si on a 7-OH
6 ou 8 oxygénations.
Pas de déplacement ou tres 7-OR
faible.
Spectre se décompose avec 5,6,70ub5, 7,8 ou 3,3",4" tri-
le temps. OH
NaOAc/H3BO3 (+)12a36 Ortho diOH sur B en 3,4'
(+)5a10 Ortho diOH sur A (6,7 ou
7,8
AICI3/ AICI;+HCI  (+) 35455 5-OH
(+) 17-20 5-OH avec une oxygénation
en 6
(+) 50-60 3-OH ou 3,5-diOH
AICI3+HCI/HCI (+) 30-40 Ortho diOH sur B
(+) 20-25 Ortho diOH sur A et Ortho
(+) 10 diOH sur B

Ortho OH, OMe en 3'/4'
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Chapire 2:
Activités biologiques



2.1 Les activités biologiques

Les polyphénols jouent un réle important sur la santé humaine en raison de leurs divers effets
pharmacologiques tels que les effets antiviraux, anti-inflammatoires, anticancéreux,
antiallergiques, antibactériens, cardioprotectives et vasodilatateurs (Middleton et al., 2000 ;
Ksouri et al., 2007). Ils peuvent prévenir la modification oxydative par neutralisation et
piégeage des radicaux libres, ou réduction des métaux par l'intermeédiaire de leurs activités
antioxydantes (Ladoh et al., 2015). Plusieurs études suggérent que les polyphénols jouent un
role essentiel dans la prévention de plusieurs maladies associés au stress oxydatif comme le
cancer , les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégenératives (Abbas et al., 2017 ;
Khanetal ., 2015 ; Szwajgier et al., 2017). Le principale avantage des polyphénols par rapport
a d’autres antioxydants est qu’ils sont largement répandus dans tout le regne végétal et peut étre

trouvé en grande quantité dans les légumes, les fruits et les céréales.

De nombreuses études ont montré que les plantes possédent des propriétés antioxydantes dues

en grande partie a leurs composés phénoliques (Pietta., 2000).

Différentes études in vitro et in vivo montrent que les polyphénols pourraient moduler le métabolisme
glucidique et présenter des activités antidiabétiques en faisant intervenir différents mécanismes (Kim
etal., 2016; Martel et al., 2016; Solayman et al., 2016) .

2.2 Les propriétés des flavonoides
La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir antioxydant.
Plusieurs études ont montré qu’un régime alimentaire riche en flavonoides peut avoir des effets

bénéfiques sur la santé.

Les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui présentent un grand
intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés antioxydantes (Liyana-Pathirana et al .,
2006), anti-tumorales (Gonzalez-Paramas et al., 2011), antimicrobiennes (Divya et al.,
2014); anti-inflammatoires (Al-Khayri et al.,2022) et certains ont démontré des effets
cardioprotecteurs importants (Hooper et al., 2008). Les prédestinent a des utilisations dans les

industries pharmaceutiques, alimentaires, cosmétiques... etc .

Dans I’industrie alimentaire, les flavonoides sont utilisés comme colorants tels que certains
anthocyanes autorises a usage pharmaceutique et alimentaire (E163). Ils sont utilisés dans les
produits de charcuterie, dans les produits laitiers, glaces et cremes glacées et dans les conserves

de fruits et Iégumes.
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Des recherches récentes indiquent que ces substances sont phytoprotectrices en raison de leur
absorption élevee des ultraviolets, capacité de neutralisation des radicaux libres et propriétés
anti-age (Ma et al., 2023 ; Wang et al ., 2022)

De nombreux travaux indiquent que 1’apigénine une flavone trouvée dans de nombreux fruits
et légumes présente plusieurs effets biologiques notamment cancérigene, antimutagéne,
antivirale et posséde également une activité a piéger les radicaux libres. La comparaison de la
relation structure activité de ce composé avec d’autre flavonoides a permis d’identifier
I’apigénine comme agent antitumorale a cause de sa faible toxicité et I’absence de la

mutagenicité par rapport a d’autres structure de la méme classe (Wang et al., 2000 ;

Kobayashi et al., 2002).

Les flavonoides possédent une forte activité antioxydante qui génere plusieurs activités
biologiques dotées par ces molécules. L’activité du piégeage des radicaux libres est I'un des
mécanismes importants de 1’activité antioxydante de ce type de composés, ce mécanisme est

lié a leur structure et a I’arrangement des groupements hydroxyles (Di Majo et al ., 2005).

Des chercheurs ont suggéré que les polyphénols dont les flavonoides pouvaient intervenir dans
le métabolisme glucidique dés les étapes de digestion et d’absorption intestinale des sucres. En
effet, les anthocyanes sont capables d’inhiber in vitro 1’activité enzymatique de I’a-glucosidase
et de I’a-amylase (deux enzymes clés de la digestion des carbohydrates) (Funke et al ., 2005;
McDougall et al ., 2005; Tadera et al., 2006). De plus, il a également été décrit que la
quercetine glucoside et les acides phénoliques inhiberaient la captation et le transport du
glucose au niveau intestinal (Cermak et al., 2004; Johnston et al., 2005).

Le Kaempférol , un flavonoide naturel agit comme antidiabétique en ihnibant la prolifération

cellulaire et diminue les substances de résistance a I’insuline (Imran et al. , 2019)

2.3 Le stress oxydatif

L’oxygene, molécule essentielle a la vie, peut avoir des effets néfastes sur I'organisme par la
formation de radicaux libres et des especes réactives de I'oxygéne (EOA). Ces notions ne sont
toutefois pas nouvelles puis que, vers le milieu des annees 50, Gerschman et Hartman avaient
déja évoqué la toxicité de I'oxygeéne et la « free radical theory » pour expliquer le processus de

vieillissement. (Haleng et al., 2007).
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Le stress oxydant correspond & un déséquilibre entre la génération d'espéces oxygénées activees
(EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme. Les mauvaises habitudes alimentaires et le
mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obeésité, exercice physique intense) augmentent de facon

anormale la production des EOA dans notre organisme. (Haleng et al., 2007).

A long terme, ceci peut contribuer a I'apparition de diverses pathologies liées au vieillissement
comme les cancers ou les maladies cardiovasculaires, pour optimaliser nos défenses
antioxydants et diminuer les dommages oxydatifs causés par les EOA au niveau de I'ADN, des
protéines et des lipides, il conviendra donc de disposer d'outils performants permettant d'évaluer
correctement le statut de stress oxydant chez un individu afin d'apporter les corrections
nécessaires (Haleng et al., 2007).

2.4 Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) qui contient un électron non
apparié. Cela lui confére une instabilité énergétique et cinétique. Ce déséquilibre est temporaire
car il est comblé soit en gagnant un autre électron ou en transférant son électron libre a une

autre molécule (Afonso et al., 2007).

Parmi tous les types de radicaux formés dans la cellule, il faut distinguer un groupe limité de
composés radicalaires qui jouent un réle particulier dans la physiologie appelés radicaux libres
primaires. Ils sont dérivés directement de I’oxygene. D'autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires (radical peroxyle ROO", radical alcoxyle RO") se forment par la réaction de ces
radicaux primaires avec des composés biochimiques de la cellule. (Novelli et al ., 1997).

Le groupe des radicaux libres primaires est souvent appelé " espéces réactives de I'oxygene "
(ROS = ERO). Cette spécification n'est pas limitée. Ceux-ci incluent les radicaux libres
d'oxygeéne eux - mémes : radical superoxyde (O;"), radical hydroxyle (OH"), monoxyde d'azote
(NO"), ainsi que certains dérivés oxygéneés réactifs non radicalaires ou la toxicité est importante
: oxygene singulet Oxygene (10,), peroxyde d'hydrogene (H,0O2). Peroxynitrite (ONOO")
(Favier et al ., 2003).

La figure. Représenté ci-dessous montre 1’origine des différentes espéces réactives de

I’oxygene et de 1’azote impliqué en biologie.
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2.5 Les antioxydants
2.5.1 Définition

Par définition, les antioxydants sont des especes chimiques plus ou moins complexes qui
réduisent le stress oxydatif dans [’organisme. Par conséquent, les antioxydants peuvent
empécher la synthése des radicaux libres soit en inhibant l'initiation de la chaine de réaction

décrite, soit en inhibant directement les ROS (Berger., 2006).

Les défenses antioxydants de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et

systémes non enzymatiques et antioxydants d’origine vegétale.

2.5.2 Les antioxydants enzymatiques

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique synthétisés dans la cellule, constitué
principalement de trois enzymes : la superoxydedismutase (SOD), la catalase et la glutathion
peroxydase (Ighodaro et al ., 2018). Ce systéme est considéré comme la premiére ligne de

défense de I’organisme contre le stress oxydant

2.5.3 Les antioxydants non enzymatiques

Ce groupe de systémes antioxydants qui se comportent comme des piégeurs de radicaux libres
renferme de nombreuses substances endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre soit

des produits de synthése comme le butyl-hydroxy-toluene (BHT), le butyl-hydroxy-anisole
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(BHA) ou issus du métabolisme cellulaire comme 1’acide urique (Kohen et al., 2002). C’est

une deuxieme ligne de défense contre les radicaux.

2.5.4 Les antioxydants d’origine végétale

Les antioxydants d’origine végétale sont présents dans l'alimentation apportant un soutien
significatif pour lutter contre le stress oxydatif. Nous les trouvons dans les fruits (pommes ,
poires , fruits rouges ... ) , les Iégumes ( brocoli , oignon ... ), les boissons ( café , thé , vin ...)
ainsi que dans les épices , le cacao ou encore les céréales . Ces antioxydants sont surtout connus
pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux libres en les neutralisants par la

réaction de réduction. (Desmier et al ., 2016).

Parmi les antioxydants naturels les plus connus, nous pouvons citer les composés

phénoliques et les flavonoides (Filaire et al .,2012; Yzydorczyk et al .,2015).

 Antioxydants |
|

|
Non Enzymatique

| Enzymes primaires 1 | Enzymes secondaires I | Cofacteurs l— —I Vitamines |
superoxyde dismutase glutathion réductase Coenzyme Q10 Vit C = acide ascorbique
catalase glucose-6-phosphate- Vit E = tocophérols
peroxyde de glutathion déhydrogénase VitK

Zinc

i B-caroténe
Sélénium % =
line
avonoides il
Composés Lutéine
Tah&ri Lycopéne
or iques

| | Composés non
protéiques azotés

| Flavonols 1 | Flavonones | | Flavones | Glutathion

Acide urique

Quercéting hespéridine Chrysine = —
Kaemférol | Acides phénoliques
catéchine 1

I 1
| Acides hydroxycinnamiques | | Acides hydroxybenzoiques

| Isoflavonoides | l Anthocyanines I

Génistéine C\{Iﬁnid_iﬂ:. Acide férulique Acide gallique
Pélargindine P-coumarique Acide ellagique

2.5.5 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

De nombreuses méthodes in vitro et in vivo peuvent étre utilisées pour évaluer le pouvoir
antioxydant et anti radicalaire. Ces techniques sont différentes par les réactifs utilisés, les
conditions d’application, leurs protocoles ainsi que le mécanisme d’action par lequel I’extrait

testé se manifestent dans le milieu.

Parmi les tests simples les plus fréquemment utilisé pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante

in vitro par le biais d’une méthode spectrophotométrique, nous citons :
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2.5.5.1 Activité anti-radicalaire au DPPH

C'est I'une des plus anciennes méthodes de mesure de I'activité antioxydants d'un échantillon
qui a été développée par Blois (1958) en employant un radicale libre stable 1,1 - diphényle - 2
— picrylhydrazyle  (Blois., 1958).

Le test DPPH est basé sur la théorie selon laquelle le donneur d'hydrogene est un antioxydant.
Le radical DPPH", de coloration violette et qui présente une bande d'absorption caractéristique
a 517 nm, accepte I'nydrogene libéré par I'antioxydant pour former le DPPH. L'effet de
I'antioxydant est proportionnel a la disparition du radical DPPH" et a la décoloration de la

solution du violet au jaune.

L'activité antiradicalaire s'exprime par le pourcentage d’inhibition (PI) de I'absorbance & 517
nm (Moon et Shibamoto, 2009).

g > NO, § >
H
Q - omQ—N—N + A
@ - O
VIOLET I JAUNE

2.5.5.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS **

L’ABTS incolore est d'abord oxydé avec du persulfate de potassium (K,S,0g) pour former le
radical cationique ABTS™ de coloration bleu — vert. L'ajout d’antioxydant réduit le radical
ABTS* en ABTS™. L'activité antioxydante est déterminée par la couleur de la solution et
exprimée en pourcentage d'inhibition (P1) de I'absorbance & 734 nm, la longueur d'onde a
laquelle le radical ABTS ** présente une bande d'absorption caractéristique (Osman et al.,
2006 ; Moon et Shibamoto., 2009).
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2.5.5.3 Activité de réduction par la formation du complexe Fe 2™ phénanthroline

La méthode a la phénanthroline est basée sur le transfert des électrons par la réduction d’ion
Fe3* en ion Fe*par un antioxydant. Il se forme le Fez* qui réagit avec I'ortho - phénanthroline
qui agit comme un ligand pour former un complexe rouge-orange (1,10-phénanthroline-
Fez*Tris) (Yefrida et al. 2018).

1,10-phénanthroline Complexe Fe**-1,10-phénanthroline
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2.5.5.4 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test de pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) repose sur la mesure de la capacité
des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le complexe KsFe(C N)g en fer
ferreux (Fe?*)(donne une couleur bleue) qui est I’'un des mécanismes antioxydants (Figure
11.14.). La présence de Fe?* est observée par le changement de couleur du jaune vers le bleu
vert. L’absorbance est déterminée par un spectrophotomeétre des microplaques a 700 nm. (.Li
et al., 2008).
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2.6 Activite enzymatique

2.6.1 Le diabéte et I’enzyme a-amylase

D’apreés ’OMS, le diabéte est une maladie chronique complexe tant par ses mécanismes
physiopathologiques que par son déterminisme génétique ainsi que la genese de ses
complications. C'est un groupe hétérogéne de maladies métaboliques dont la caractéristique

principale est une hyperglycémie résultante lorsque 1’organisme ne parvient pas a utiliser
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I’insuline qu’il produit de maniére appropriée ou une carence a I’insuline ou les deux en méme

temps (Craig et al. ,2009).

L’insuline est une hormone qui régule la quantité de sucre dans le sang. Un individu est
considéré comme diabétique lorsque le taux de glucose dans le sang mesuré a jeun dépasse
1,26g/L (Gnagne et al., 2017).

La prévalence mondiale actuelle du diabéte est estimée a 9,3 % qui représentent 463 millions
de personnes malades. Elle devrait augmenter de 25% en 2030 et de 51% en 2045, ou les régions
dont les économies passeront du statut de revenu faible & intermediaire seront probablement les

plus touchées (Saeedi et al ., 2019).

De nos jours la recherche se concentre sur le développement de nouveaux inhibiteurs
d’enzymes intestinales d’origine végétale pour lutter contre le diabete. Cette approche est
principalement basée sur 1’utilisation de plantes médicinales traditionnelles pour aider a réguler
la glycémie chez les personnes atteintes de diabete. Ces plantes contiennent des composeés actifs
qui peuvent aider a réduire la glycémie, améliorer la sensibilité a I’insuline et prévenir les

complications liées au diabete.

Une enquéte ethnobotanique réalisée par Kouadri Boudjelthia et al., (2018) sur 670 sujets
diabétiques dans la région occidentale de Algérie (Chlef, Mostaganem, Mascara, Oran, Sidi-
Bel-Abbés, Saida et Tiaret) a permis de recenser 24 plantes médicinales antihyperglycémiques
dont Berberie vulgaris, Zygophyllum geslini, Erythrea centaurium et Olea europea qui
représentent une large utilisation traditionnelle. Les recettes étaient préparées qui sont prépareés
principalement en décoction (45,37%) , en infusion (39,62%) , des feuilles (42%) et des parties

aériennes (16%).

Fukino et al., (2007) ont montré que les polyphénols permettent de diminuer la glycation des
protéines circulantes notamment I'hémoglobine glycquée ou glycosylee (HbAlc) marqueur de

I'état glycémique sur le long terme du diabéte de type 2 (Fukino et al., 2007) .

Une étude montre que la consommation de thé vert riche en catéchine (apport de 500 mg par
jour de catéchine) chez des patients diabétiques de type 2 sous traitement insulinotropique
permettrait d’augmenter 1’insulinémie et d’améliorer la baisse du taux d’hémoglobine glyquée

(Nagao et al., 2009).
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Une supplémentation en anthocyanes (160 mg deux fois par jour) conduirait a des effets
métaboliques bénéfiques chez des patients diabétiques, en améliorant le profil lipidique, les

capacités anti-oxydantes et en prévenant la résistance a I’insuline (Li et al., 2015).

Selon Khan et al (2018) , les flavonoides et les composés phénoliques d’origine naturelle sont
proposés comme une alternative pour la prévention et le traitement du diabete. Ces inhibiteurs
de a-amylase peuvent réduire I’absorption de glucides complexes dans ’intestin gréle, ce qui

peut aider a contréler la glycémie chez les patients diabétiques.

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un réle important dans les réactions
biochimiques nécessaires a la croissance, la maturation et la reproduction des étres vivants.
Mesurer 1’activité catalytique des échantillons biologiques par quantification est importante

dans divers domaines (Glatz, 2006).

L’a-amylase (a-1-4 D-glucane glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) est une enzyme ubiquitaire de

différentes sources : animales, végétales et microbiennes (Sales et al., 2012).

Elle est essentielle pour la digestion des hydrates de carbone (glucides) produite par la glande
pancréatique et la salive et libérée dans I’intestin par le suc pancréatique (Balan et al., 2017).

L’amylase est I’enzyme clé qui catalyse la premiére étape du processus digestif des glucides

C’est une enzyme qui catalyse la dégradation des polysaccharides communs (amidon) issus de
I’alimentation, en hydrolysant les liaisons a (1-4) glycosydique. Cette réaction est importante
pour la régulation de la glycémie. Toutefois, lors de 1’état pathologique du diabete, cette enzyme
peut causer des dommages en raison d’un défaut biochimique qui entraine une élévation du taux

de glucose dans le sang.

En inhibant I’activité de cette enzyme, il est possible de limiter 1’absorbtion de glucose par
I’intestin gréle et de réguler ainsi la glycémie. De plus, cela permettrait & I’amidon non digéré

de parvenir jusqu’au colon (Sethi et Brahmlin., 2006)

Les a- amylases trouvent I'application dans tous les processus industriels, et également dans les

industries pharmaceutiques chimiques et alimentaire (Pandey et al., 2000).

Le test d'inhibition de I’a - amylase est basé sur la colorimétrie a base de solution d'iode pour

déterminer la quantité d'amidon hydrolysé (Yang et al, 2012).
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En inhibant I’activité de cette enzyme, il est possible de limiter 1’absorption de glucose par
I’intestin gréle et de réguler ainsi la glycémie. De plus, cela permettrait a ’amidon non digéré

de parvenir jusqu’au colon (Sethi et Brahmlin., 2006)

Les a- amylases trouvent I'application dans tous les processus industriels, et également dans les

industries pharmaceutiques chimiques et alimentaire (Pandey et al., 2000).

Le test d'inhibition de I’a - amylase est basé sur la colorimétrie a base de solution d'iode pour

déterminer la quantité d'amidon hydrolysé (Yang et al., 2012).
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Chapire 3:

Matériels et méthodes



3.1 Matériel

3.1.1 Matériels utilisés pour les tests biologiques

3.1.1.1 Les réactifs

Lors de I’étude des

activités antioxydante et enzymatique, nous avons utilisés les réactifs

suivants :
L activité Les réactifs
L activité DPPH, méthanol, ABTS, persulfate de potassium, tampon phosphate

antioxydante

buffer, TCA, chloride ferrique( Fe Cls), Phénanthroline, Eau distillé,

BHT ,ferricyanure de potassium (ksFe), .

L’activité

enzymatique

IK1, enzyme a-amylase, HCL, méthanol, amidon.

3.1.2 L’étude

phytochimique de la plante étudiée

3.1.2.1 Matériel végétal

Le matériel végétal étudié a été récolté en mars 2021 a Batna. Apres séchage dans un endroit

sec et a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été pesés (m= 110g).
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3.2 Extraction et séparation de I’espéce étudiée

3.2.1 Extraction solide-liquide (macération)

Aprés le sechage du matériel végetal, 110 g des parties aériennes de la plante sont macérés a

température ambiante dans un mélange hydroalcoolique (Méthanol/ eau : 8/2) pendant 24h.

Aprés filtration 1’extrait récupéré est évaporé et concentré sous pression réduite dans un

évaporateur (Rotavapor) rotatif a 40°C

Cette operation a été répétée 3 fois avec renouveélement du mélange (MeOH+H0).

3.2.2 Extraction liquide/liquide

C’est une extraction basée sur le transfert de composés d’une phase liquide vers une autre phase
liquide a condition que ces deux phases ne soient pas miscibles. Cette partie a é&té commencée
par la préparation de phase aqueuse suivie par les extractions en utilisant des solvants de polarité
croissante : le dichlorométhane (CH2Cl,), I’acétate d’éthyle (EtOAC) et le n-butanol (n-BuOH).

L’extrait hydro alcoolique sec est dilué avec de 1’eau distillée, une décantation pendant une nuit
permet le dép6t de la chlorophylle, des cires..etc. Une solution aqueuse a été obtenue apres
filtration.
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e Affrontement par dichlorométhane

La solution aqueuse obtenue subi une extraction de type liquide -liquide dans une ampoule a
décantée. 40ml de dichlorométhane sont ajoutés, et laissés reposer pendant 30min jusqu’a

1I’obtention de deux phases :

v Une phase inférieure : la phase aqueuse
v Une phase supérieure : la phase organique (la phase dichlorométhane), Figure 18.

v’ Cette opération est répétée 3 fois.

La phase organique récupéree est concentrée sous pression réduite a sec a 35°C pour obtenir un

extrait dichlorométhane (Ext D) de masse (0,1599).
e Affrontement par 1’acétate d’éthyle :

Le méme protocole précédent est appliqué, en ajoutant 30 ml d’acétate d’éthyle a la phase

aqueuse puis laisser reposer pendant 30 min jusqu'a obtenir 2 phases,

v"Une phase supérieure : la phase aqueuse.
v Une phase inférieure : la phase organique (la phase acétate d’éthyle), Figure 18.

v’ Cette opération est répétée 3 fois.

La phase organique récupéree est concentrée pour obtenir un extrait acétate d’éthyle (Ext A)de
masse (0,2500).

e Affrontement par n-butanol :

En suivant les mémes étapes précédentes pour obtenir un extrait n-butanol (Ext B) de masse
(1,969).
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Chapitre 3 : Matériels et méthodes

Figure 18: Affrontements par les 3 solvants (A) dichlorométhane (B) acétate d’éthyle (C) n-
butanol

Le protocole d’extraction est représenté dans le Schéma 3-1.
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Matériel végétal
M=110g

Macération MeOH /H;0 (8/2)
Filtration et concentration

v

Extrait hydrométhanolique

Dilution avec H,0

Filtration aprés une nuit de repos
v

| Solution aqueuse
i

Affrontement par CH:Cl; (3x40ml)
Décantation

:

- Phase organique I
E ti
R Extraction par Acétate
\ 4 » %
Extrait CH>Cl (3x30ml) Décantation
‘ m=0.1594

v '

Phase AcOEt Phase aqueuse
Evaporation
Extraction par n-butanol (3x30ml)
Extrait AcOEt Décantation
l m=0.159¢
L .
| Phase n-BuOH I ' Phase aqueuse

Evaporation
v

Extrait 7#BuOH
l m=z.96_g‘

Schéma 3-1 : Les différentes étapes d'extraction des parties aériennes de la plante étudiée.
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Afin de déterminer la composition des extraits polaires des parties aériennes de 1’espéce
étudiée, une CCM bidimensionnelle de polyamide DC6 pour chaque extrait a été realisée en
utilisant deux systemes d’élutions différents puis la CCM est visualisée sous lampe UV a 365

nm.

é
T 5
: -
5 =
D
5
=
_Q
=
>
H,0 /MeOH / MEC / acétylacétone
13/3/3/1)
:
= &
: -
5 =
o
5
=
I

H, O /MeOH / MEC / acétylacétone
(13/3/3/1)

Les couleurs des taches nous ont permis de révéler la présence des flavonoides
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Afin de déterminer la composition de I’extrait CH,Cl,, une chromatographie sur couche

mince de gel de silice a été utilisé déposée sur feuille d’aluminium a été réalisée, en utilisant
le systeme d’¢élution approprié.

Avant révélation

Apres revélation par la vanilline sulfurique

Figure 21: les compositions de I’extrait CH,Cl, sur CCM de gel de silice dans le systeme

Hexane - AcOEt (7-3).

Avant révélation Apreés révélation par la vanilline sulfurique

Figure 22: les compositions de I’extrait CH,Cl, dans le systétme Hexane - AcCOEt (5-5)
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3.3 Séparation et purification de I’extrait n-BuOH

Un premier fractionnement de 0,5 g de I’extrat n-butanol a été réalisé par une chromatographie

sur colonne de gel de sephadexe en utilisant un systéme d’élution isocratique (MeOH+H20 )

(9/1) . Huit fractions ont été obtenues.

0.5g de I’extrait n-butanol

Colonne de Séphadex
MeOH-H,0 (9-1)

F1

|

|

L

F2

F3

F4 F5

Nous nous sommes intéressés uniquement a la fraction Fs

gradient

|

|

F6

F7

|

F8

dont la CCM (gel de silice)

montre deux taches majoritaires de couleur violet noir on utilisant un systéme d’élution en

silice pour donner 10 fractions et permettant ainsi d’obtenir le composé P1 .

CH:CL-MeOH (10-0)

F5

l Colonne de gel de silice

CH:Cly MeOH (0-10)

X

| F5.1 | | F5.2 | | F5.3 | | F5.4 | | F3.5 | | F5.6 | | F3.7 | | F5.1 | | F5.1 |

=

Extrait

n-butanol

P1
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3.4 Etude biologique

Ce travail a été réalisé au niveau du Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine
(CRBt) au sein de laboratoire de Biochimie.

3.4.1 préparation des échantillons

4 mg de chaque extrait (Acétate d’éthyle, n-butanol, dichlorométhane) ont été dissous dans 1
mL de solvant (MeOH) dans des tubes Eppendorf. La solution obtenue de chaque extrait est

agitée dans un ultrason pour I’homogéneisee .

Une gamme de dilution a (1, %, 1/4 ,1/8, 1/16, 1/32 ,1/64) a été préparée partant d’une solution
meére a 4mg/mL dissoute dans le méthanol.

3.4.2 L’activité antioxydante

3.4.2.1 L’activité de piégeage du radical libre DPPH

Ce test a été évaluée selon la méthode spectrophotométrie décrite par Blois (1958) .
Protocole

Sur une plaque de 96 puits. 40 uL de Chaque dilution est placée dans un puit auxquelles
160uL de DPPH sont additionnés.

La solution de DPPH a 0.004% (0.004 g dans 100 mL de MeOH), est préparée au préalable
dans une fiole couverte avec du papier aluminium jusqu'a son utilisation. Parallelement, un

témoin négatif est préparé en mélangeant 40 pL. du méthanol avec 160 uL de solution de DPPH.

L’absorbance du mélange est mesurée a 517 nm par un lecteur de microplaque. La lecture est

faite contre un blanc (éthanol) aprés 30 min d'incubation a I'obscurité et a température ambiante.

Le controle positif est réalisé avec une solution d'un antioxydant standard ( le trolox et I’acide
ascorbique) dont I'absorbance a été mesurée a différentes dilutions (1, ¥, 1/4 ,1/8, 1/16, 1/32

,1/64) dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = (Abs controle - Abs échantillon /Abs contréle) x100

Abs contréle : absorbance du contrdle ou du témoin négatif a 517 nm.
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Abs échantillon : absorbance de I’échantillon a 517 nm.
(Abs : absorbance)

Les résultats sont exprimés en 1Cso (concentration inhibitrice de 50 %) : est la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH dans la solution testée. Les
ICso sont calculées graphiquement a I’aide de la courbe des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testées.

3.4.2.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS “*

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999)
Protocole :

La solution ABTS est préparée de la maniére suivante : 19.2 mg d’ABTS dissout dans 5 mL
d’eau  puis ajouter 3.3 mg de persulfate de potassium(K2S20s), on laisse le mélange reposer
entre 12 est 16h a I’obscurité et a température ambiante avant utilisation. Le mélange est

dilué avec de 1’eau distillé jusqu’a I’obtention d’une absorbance 0,7+0.02 a 734 nm.

40 pl de chaque dilution sont répartis sur une microplaque de 96 puits auxquels 160 L. d’ABTS
sont ajoutés. Le mélange est incubé pendant 10min a I’abri de la lumiére. La lecture de
I’absorbance est effectuée par le spectrophotométre des microplaques a 734 nm. Le blanc est

préparé de la méme maniére en remplagant I’échantillon par le méthanol.
Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards.

Pourcentage d’inhibition :

L'activité ABTS™ est exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

O TLOLOAC Abs controle— Abs échantillon
Pourcentage d’inhibition (%) = x100

Abs controle

3.4.2.3 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-(phénanthroline)

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka.
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Protocole

Préparation des solutions réactionnelles, le phénanthroline (0.5 %) : dissoudre 0.05g de
Phenanthroline dans 10mL de MeOH), La solution du chlorrure ferrique (FeCls) (0.2%) :
dissoudre 0.02g de FeClsdans 10mL de H20).

Sur une microplaque a 96 puits, 10uL de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une masse
de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec une
solution de 50 pL de chlorure Ferrique FeCl3 (0,2%) , 30 pL de phénanthroline (0.5%) et
110pL de méthanol. L absorbance du mélange est mesurée a 510 nm. Un blanc est préparé de

la méme manicre en remplagant la solution de 1I’échantillon par le solvant utilisé (Méthanol).
Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards.

3.4.2.4 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986)

Préparation des réactifs

ferricyanure de potassium KzFe(CN)e (0.1%) : 1g de KsFe(CN)s est dissout dans 100 mL H20
Acide trichloroacétique (TCA) (10%) :1 g de TCA est solubilisé dans 10 mL H.O

Chlorure ferrique FeCls (0.1%) : solubiliser 0,1 g de FeClz dans 100 mL H20

Protocole

Sur une microplaque a 96 puits 10 uL d'échantillon dilué dans une solution de méthanol a des
concentrations différentes ont été ajoutés a 40 uL du tampon phosphate buffer (0,2M, pH=6.6)
eta 50 uL de Ks;Fe(CN)s (1% . Le mélange est incubé a une température de 50°C dans une
étuve pendant 20 min. par la suite 50 uL d’acide trichloracétique (10%), 40 uL d’eau distillée

et 10 uL FeCls (0.1%) sont additionnés. L’absorbance a été mesurée a 700 nm.
Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le Méthanol

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique

dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
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La valeur ECsq est la concentration de 1’échantillon qui correspond & une absorbance égale a
0,5 et calculée a partir du graphe de I’absorbance en fonction de la concentration de

I’échantillon.

3.4.3 I’activité enzymatique
3.4.3.1 Activité o -amylase:

L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été déterminée par la méthode de Zengin et al.,
(2014)

Protocole

25 pL de chaque concentration de 1’échantillon sont répartis sur une microplaque de 96 puits |,

50 uL de I'enzyme alpha amylase sont additionnés. puis incubé pendant 10 min a 37°C.

puis incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 pL d’amidon (0,1%) sont additionnés. Le
mélange est incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37°C. Aprés incubation, 25 pL d’acide
hypochlorique (1M) et 100 pL d’iodure de potassium iode (Annexe V) sont ajoutés. La lecture
de I’absorbance est réalisée a 630 nm. L’Acarbose, un inhibiteur commercial, est utilisé comme

contréle positif a différentes concentrations préparées dans la solution tampon.

Le pourcentage d’inhibition de I’ a-amylase a été calculé par la formule suivante :

(Ac—Ae)—(As—Ab)]

%]Inhibition =1 — | Ac—de)

Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]

Ab=Absorbance [Extrait+IK1+125 pL de tampon ]
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Chapire 4:

Résultats et discussions



4.1 Identification structurale du produit P1

4.1.1.1 Les données de la série spectrale UV

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le (Tableau 10, Figure 23):

Le maximum d’absorption de la bande I a 335 nm et la bande II a 271 nm dans le spectre
enregistré dans le methanol et la fluorescence noir violette sous UV-Visible nous oriente vers

une structure d’un flavonoide de type flavone.

I’addition de NaOH provoque un effet bathochrome de la bande I (AA=+61nm) avec une 1égére
augmentation de I’intensité lumineuse par rapport au spectre MeOH indique la présence d’un
OH libre en 4’. La nouvelle bande qui apparait a A=331 nous informe que la position 7 du

squelette flavonique est hydroxylé (OH).

I’effet bathochrome (AA=+56nm) de la bande I en présence de AICIs+HCI par rapport au
spectre enregistré dans le MeOH indique la présence d’un groupement OH en position 5.
L’absence de I’effet hypsochrome de la bande I dans le spectre AICIs+HCI par rapport au
spectre AICIs indique I’absence du systéme ortho di-OH dans ce composé. Ainsi 1’effet
bathochrome faible (AA=t5nm) aprés I’ajout de H3BOs (NaOAc+H3BOz) par rapport au
spectre enregistré dans le MeOH et la stabilité du spectre en présence de NaOH apres 5min

excluent la présence d’un systéme ortho d’hydroxylé sur le cycle B.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AA=+5nm) par
rapport au spectre méthanol, confirme le OH libre en 7. Ce faible déplacement peut étre di a la

présence d’un substituant en 6 ou en 8 (OR).
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Bande I Bande I1
Réactif A (nm) Autres bandes A (nm)
MeOH 335 / 271
Série 1 +NaOH 396 331 277
+NaOH+ 5 min 396 331 277
Série 2 +AICls 391 351 309 277
+AICIl3/HCI 391 351 309 277
Série 3 +NaOAc 364 / 276
+NaOAc /H 3BO; 340 / 273
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Ces données spectrales permettent la proposition de la structure partielle suivante

4.2 Activités biologiques

L’activité biologique des extraits des parties aériennes de la plante étudiées a été réalisé par
I’évaluation in vitro des activités antioxydantes, antidiabétique. Ces tests ont été réalisés

systématiquement au moins 3 fois pour chaque échantillon.

4.2.1 L’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits (dichlorométhane = Ext D, n-butanol = Ext B et acétate
d’éthyle = Ext A) issus des parties aériennes de la plante étudiée a été évaluer en utilisant
quatre méthodes différentes : DPPH, ABTS, FRAP et phénantroline. Les standards utilisés

comme contrdle positifs sont : le BHA, BHT, acide ascorbique, alpha-tocophérol et le trolox.

4.2.1.1 L’activité de piégeage du radical libre DPPH

Cette méthode est basée sur la capacité de réduction d’une solution alcoolique du DPPH
en présence d’un antioxydant (extrait) qui est déterminée par la mesure des concentrations
inhibitrices & 50 % (ICsp): les substances de référence (standards) étaient le trolox et I’acide

ascorbique. Les résultats sont présentes dans la figure 25 et le tableau 11.
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ExtD ExtB Ext A

1 |
1/2 .
#\
va |
s |
1/16 | 3
1/32 | \
vea | >
\
Blanc |

Figure 24: Résultats du test antiradicalaire DPPH sur microplaque.

Tableau 11 : Inhibition du radical DPPH par les extrais de I’espéce étudiée.

Extraits 12.5 25 50 100 200 400 800 1Cso
pug/mL pg/mL pug/mL pg/mL pg/mL pug/mL pg/mL (ng/mL)

Ext D 3,35+14,99 10,51+18,76 10,69+2,56 17,56+2,56 30,58+0,62 54,01+3,67 67,51+1,28 375,56+8,99
Ext B 8,68+2,36  14,42+0,31  33,00£2,05 55,26+3,73 78,93+3,20 82,07+2,32 81,48+1,74 88,42+6,19
Ext A 16,61+3,03 35,55+1,69 59,64+0,51 79,11+2,12 82,96+0,18 80,94+0,54 79,64+1,75 40,53+0,19
0,78125 1,5625 pg 3,125 g 6,25 ug 12,5 ug 25 g 50 pg 1Cso
Hg (Mg/mL)
Trolox 6,42+0,91 13,33+2,14  30,19+0,67 61,48+2,98 87,16+0,28 88,46+0,11 87,72+0,47 5,12+0,21
Acide 0,31+1,02  12,90+0,28  29,69+0,39 76,67+0,37 84,94+0,84 87,78+0,49 86,36+0,21 4,39+0,01
ascorbique

90

mExtD

W ExtB

W Ext A

800 400 200 100 50 25 12,5

Figure 25: Histogrammes des valeurs d’ICs, de test DPPH.
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D’apres les résultats obtenus, on constate que 1'Ext A (ICso =40,53+0,19 ng/mL) présente une
activité anti-radicalaire huit fois plus faible que le Trolox (ICso = 5,12+0,21pug/mL) et neuf
fois plus faible que I’acide ascorbique (ICso = 4,39+0,01ug/mL). Cet extrait posséde une
activité supérieure par rapport a celle de I’ Ext B (ICso =88,42+6,19ug/mL). Alors que I’Ext
D a présenté I’activité la plus faible avec une ICso = 375,5648,99 pg/mL .

Paduch et al. (2007) ont trouvés que 1’extrait acétate d’éthyle de Lamium album n’a pas montré
une activité antiradicalaire alors que celle de 1’extrait de notre plante est faible. Les travaux de
Bubueanu et al signalent un (IC50=19,29 ug/mL) de I’extrait butanolique de Lamium album de
la Roumanie . Cette valeur représente un pouvoir antiradicalaire important vis-a-vis du DPPH
par rapport a celui mesuré dans notre étude qui concerne une autre espece (ICsg
=88,42+6,19ug/mL). Alors que I’extrait méthanolique de Lamium. maculatum posséde une
activité antiradicalaire a exercé une capacité antiradicalaire plus forte avec ICso de I’ordre 32,3

+ 0,1 pg/mL par rapport & celui de Lamium album avec ICso de 63,5+ 0,7 ug/mL

Les différentes valeurs observées des ICso peuvent étre attribuées a la composition chimique
des extraits en polyphenols notemament en flavonoides qui est liée aux éléments structuraux
nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale qui ont pu étre établis par
plusieurs auteurs (Wolfe et al., 2008 ; Mercader et al., 2008 ; Von Gadow et al., 1997).

4.2.1.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS "*

La formation de ABTSH™ (incolore) ce fait par la présence d’un antioxydant a partir de
I’ABTS'™* (bleu/vert) en pi¢geant un H'. La mesure de I’absorbance et la détermination de la
concentration inhibitrice des différents extraits est réalisées par comparaison avec les standards

BHA et BHT. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12 et la figure 26.

ExtD 16,07+2,83 25,42+0,56 36,75+0,96 55,87+2,08 73,99+3,27 85,58+0,41 88,30£0,59  85,01+3,26
Ext B 10,38+0,16 21,14+2,39 38,11+0,98 67,67+1,42 87,62+2,26 92,53+0,24 92,37+1,28  70,82+1,76
Ext A 29,28+0,63 49,44+0,45 77,75+0,68 87,99+0,18 91,85+1,03 92,43+0,63 92,53+0,50  27,47+0,22
0,78125 1,5625 3,125 6,25 12,5 25 50 1Cso (ng/ml)
Trolox 14,74+0,37 26,15+0,65 51,70+1,51 89,72+0,67 92,89+0,19 92,.89+0,19 91,84+1,19 3,21+0,06
Acide 13,43+0,82 28,76+0,67 52,94+0,94 93,21+0,11 93,08+0,19 92,40+0,88 92,96+0,11 3,04+0,05
ascorbique
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Figure 26: Histogrammes des concentrations inhibitrices (ICso) des extraits par le test ABTS.
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Figure 27: Microplaque du test ABTS

Dans ce test, la capacité de piégeage des radicaux libres présentée par I’'Ext A (ICso =

27,47£0,22ug/mL) est neuf fois plus faible que le trolox (ICso = 3,21+0,06pg/mL) et 1’acide

ascorbique (ICso =3,04+0,05ug/mL). Alors que ce pouvoir inhibiteur vis-a-vis le radical ABTS

est trois fois plus fort que les deux autres extraits I’Ext B (IC5o =70,82+1,76pug/mL) et D’Ext

D (ICso =85,01+3,26pug/mL) qui possédent une faible activité par rapport aux standards.

Une étude a été réalisée par Daniel et al (2015) sur les extraits méthanolique de Lamium

maculatum et Lamium album de la Roumanie a montré que ces extraits présentent un important
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pouvoir antiradicalaire vis-a-vis du radical cation ABTS"™ avec des valeurs d’ICs0= 13,240,1

ug/mLet ICs0=19,9+0,5 ng/mL respectivement.

4.2.1.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

La présence des reducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de fer ferrique

(Fe™) de la couleur jaune a la forme ferreuse (Fe*2) de la couleur bleue verte. Par conséquent,

Fe*2 peut étre évalué en mesurant l'augmentation de la densité de la couleur bleue vert dans les

milieux réactionnels a 700 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 28 et le

Tableau 13.
Tableau 13 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits testés.
3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Aos(Hg/mL
Ext D 0,08+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01 0,10+0,02 0,15+0,03 0,19+0,01 >200
NA NA 0,10+0,01 0,12+0,02 0,19+#0,05 0,26+0,06  0,29+0,07 >200
Ext B
Ext A 0,08+0,00 0,09+0,00 0,10+0,02 0,12+0,02 0,17+0,07 0,25+0,06  0,28+0,07 >200
0,0976 0,195 0,390 0,781 1,562 3,125 6,25 Aos(ug/mL)
Trolox 0,07+0,00 0,08+0,00 0,09+0,01 0,13+0,00 0,19+0,02 0,28+0,05 0,60+0,04 5,250,20
Acide 0,07+0,00 0,09+0,01 0,12+0,01 0,17#0,01 0,25%#0,02 0,47+0,03 0,79+0,09 3,62+0,29
ascorbique
0,35
0,3
WExtD
B ExtB
HExtA
12,5 6,25 3,125

Figure 28 : Histogrammes des concentrations inhibitrices (ICso) des extraits du test FRAP.
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ExtD ExtB Ext A

1/1
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1/4
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1/32

1/64

Blanc

Figure 29: microplaque de I’activité du pouvoir réducteur (FRAP) des extraits testés.
Les trois extraits testés ont enregistré le plus faible pouvoir réducteur (Aos>200ug / mL par
rapport aux standards le trolox (Ao,5=5,25+0,20 pg/mL) et I'acide ascorbique (Aos=3,62+0,29
pg/mL).

La capacité des extraits de cette plante a réduire les radicaux libres est due a la présence des
composés phénoliques contenant des groupes hydroxyles qui peuvent agir comme donneur
d’¢électrons (Siddhuraju et al., 2007).

Des travaux précédents effectués sur Lamium flexuosum de I’ Algérie ont révélés que 1’extrait
acétate d’éthyle (0,98+0,05 mg/g d’extrait) et butanol ((0,54+0,01 mg/g d’extrait), possedent
un pouvoir réducteur faible (Bouasla et al., 2021).

4.2.1.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe 2-phénanthroline

Cette activité est basée sur la formation d'un complexe Fe*2-phénantroline de couleur rouge-
orangée a partir le fer ferrique (Fe*3) qui est réduit en fer ferreux (Fe*2) en présence d'un

antioxydant.

La détermination des valeurs de Aoso des extraits de la plante et celles des standards nous a

permis d’obtenir les résultats présentés dans la figure 30 et le Tableau 14.
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Tableau 14 : Absorbance du complexe Fe*2 - phénantroline des extraits testés

Aos

Ext D

0,39+0,01

0,35+0,03

0,39+0,01

0,41+0,02

0,53+0,01

0,82+0,09

1,50+0,09

(Hg/mL)
44,57+2,35

Ext B
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Figure 30 : Histogrammes des Valeurs Aosodu test Fe?*-phénantroline des extraits testés.
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ExtD ExtB Ext A
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Figure 31 : Microplaques du test phénanthroline

Les résultats de ce test indique que Ext A (Ao,5=8,68) et I’Ext B (A,5=16,39) ont enregistres

un pouvoir réducteur important pour former un complex Fe?* - phénontroline.

Ce pouvoir reducteur vis-a-vis de I’ion ferrique de I’Ext A est une fois et demi inférieur a celui
obtenu avec le trolox (Aos= 5,21+0,27(ug/mL) et presque 2 fois moins faible par rapport a
I’acide ascorbique (Aos= 3,08+0,02 pg/mL) et deux fois plus fort que I’Ext B
(Ap,5=16,39+3,11 ug/mL). Alors que I’Ext D (A0,50 =44,57£2,35 pg/mL), a montré le pouvoir

réducteur le plus faible par rapport aux standards et aux autres extraits.

En conclusion, les résultats de 1’activité antioxydante des extraits polaires et apolaires de la
plante étudiée a montré que I’extrait acétate d’éthyle (Ext A) présentait la meilleure activité
dans les quatre type de tests qui pourrait étre attribuée a la richesse en molécules a haut potentiel
antioxydant telles que des flavonoides. En revanche, I’extrait n-btanol (Ext B) présente une

activité significative de réduction par la formation du complexe Fe*? -phenanthroline.

4.2.2 activité enzymatique

4.2.2.1 [’activité d’ inhibition de o —amylase

L’activité enzymatique des extraits Ext A, Ext B et Ext D a été évaluée en utilisant la méthode

d’inhibition de I’enzyme o —amylase.
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Tableau 15 : Le pourcentage d’inhibition de o—amylase des extrais testés

Concentration 6.25 12.5 25 50 100 200 400 ICso (pg/mL)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
ExtD NA NA NA NA 3,69+1,72  8,26+4,44 14,56%5,19 >400
ExtA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ext B NA NA NA NA NA NA NA NA

62,5 ug 125 pg 250 pg 500 pg 1000 pg 2000 pg 4000 pg ICs0 (Hg/ml)

Acarbose 7,76+0,17 8,08+0,30 9,46+0,11 10,70+0,96 31,81+2,89 37,21+3,54 53,05+1,59 3650,93+10,70

El

400 200 100 50 25 12,5 6,25

Figure 32 : Histogrammes des valeurs d’ICso du test a — amylase.
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Figure 33: microplaque du test o -amylase

D’aprés les résultats obtenus 1'extrait D (ICso >400) présente une forte activité inhibitrice de
I’ a -amylase aux concentrations 100 , 200 et 400 pg/mL par rapport au standard l'acarbose
(1C5¢=3650,93) . Alors que les deux autres extraits Ext A et Ext B (ICso= NA) ne présente

aucun d’ effet inhibiteur par rapport a celui de I’acarbose.

La forte activité inhibitrice de I’ a -amylase observée dans 1’ext D peut étre attribuée a la
présence des molécules appartenant a la classe des terpénes , particuliérement les diterpenes
qui sont considérés comme ayant un caractere taxonomique important dans la famille des

Lamiacées.
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Conclusion

L’étude des métabolites secondaires et 1’évaluation de leurs activités in vivo et in vitro sont
devenues un domaine de recherche important pour comprendre le potentiel thérapeutique des
plantes médicinales. Cette approche permet de découvrir de nouveaux composés bioactifs,
d’évaluer leur efficacité et leur toxicité, et de développer de nouveaux médicaments a base de

plantes.

Notre travail a été consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation du potentiel biologique in
vitro d’une espéce médicinales Algérienne appartenant a la famille des Lamiacées et au genre

Lamium.

L’étude phytochimique préliminaire des extraits issus des parties aériennes de la plante étudiée
en utilisant la chromatographie sur couche mince analytique sur gel de silice et polyamide nous
a permis de révéler la présence des flavonoides et des terpénes.

La méthodologie de séparation et de purification de 1’extrait n-butanol a été essentiellement
fondée sur la chromatographie sur colonne qui nous a permis d’isoler un composé P1 de type

flavonoide. une structure partielle a été proposée on se basant sur la spectroscopie UV-visible.

Le potentiel antioxydant des extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol a été
déterminé par quatre méthode : DPPH, ABTS, FRAP et phénontroline.

les résultats ont montré que I’extrait acétate d’éthyle (Ext A) présentait la meilleure activité
dans les quatre types de tests par rapport aux autres extraits qui pourrait étre attribuée a la
richesse en molécules a haut potentiel antioxydant telles que des flavonoides. En revanche,
I’extrait n-btanol (Ext B) présente une activité significative de réduction par la formation du

complexe Fe*2-phénanthroline.

L’activité enzymatique des différents extraits a été évaluée en mesurant leurs capacités a
inhiber I’enzyme a-amylase. L’extrait dichlorométhane a présenté une activité antidiabétique
in-vitro importante par rapport aux standards. Cette activité biologique est probablement liee a

la richesse de 1’espéce en composés terpéniques.
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Abstract

We focused on the phytochemical and biological study of a species belonging to the Lamium

genus.

After hydromethanilic maceration, and successive extraction with CH2CI2, ethyl acetate and n-

butanol of 110g of the plant’s aerial parts. Three extracts were obtained.

The phytochemical investigation of the n-butanol extract allowed for the separation and
determination of a flavonoid P1. The partial structure was established using tn UV-Visible
spectroscopic method.

The antioxydant activity of the aerial parts extracts of the plant was evaluated using the
DPPH, ABTS, FRAP and phenantroline tests.

The ethyl acetate extract showed the highest activity in the tsts of reducing power by the
formation of the Fe2+-phenantroline complex ((Ay,5=8,68ug/mL) compared to trolox (Aos=
5,21+0,27(pug/mL) and ascorbic acid (Aos= 3,08+0,02 pg/mL).

The dichloromethne extract showed a strong inhibitory activity against the enzyme a-amylase
at concentration of 100, 200 and 400 (ug/mL) with 1Cs0> 400 compared to the standard
acarbose 1Cso = 3650,930

Key words: Lamiacées, Lamium, flavonoids, antioxidant, antidiabetic,
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Nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et biologique d’une espece appartenant au genre

Lamium.

Aprés macération hydrométhanolique , concentration et affrontements successifs au CH2Cly , a 1’acétate

d’¢éthyle et au n-butanol de 110 g des parties aériennes de la plante , trois extraits ont été obtenus.

L’investigation phytochimique de I’extrait n-butanol a permis la séparation et la détermination d’un
flavonoide P1. La structure partielle a été établie par 1’utilisation de la méthode spectroscopique UV-

Visible.

L'activité antioxydante des trois extraits de la plante, a été évaluée en utilisant les tests DPPH, ABTS,
FRAP et phénontroline. L'extrait acétate d'éthyle a présenté l'activité la plus élevée dans le test du pouvoir
de réduction par la formation du complexe Fe*2-phénanthroline (A,,5=8,68ug/mL) par rapport au trolox
(Aos=5,21+0,27(ng/mL) et a I’acide ascorbique (Aos= 3,08+0,02 pg/mL).

L’extrait dichlorométhane montre une forte activité inhibitrice de 1’ o -amylase aux concentrations 100

, 200 et 400 pg/mL avec une IC5, >400) par rapport au standard I'acarbose (IC5,=3650,93).
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