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Introduction

Les plantes produisent une gamme impressionnante de substances chimiques.
La plupart de ces produits sont basés sur le carbone et connus sous le nom de métabolites
primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont communs pour toutes les especes et
peuvent étre subdivisés aux protéines, lipides, glucides et acides nucléiques [1].

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme de la plante, ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures.
Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une famille ou une espéce de plante
et permettent parfois d'établir une taxonomie chimigue. On trouve ces métabolites
secondaires dans toutes les parties des plantes, mais ils sont distribués différemment selon
leurs roles, cette distribution varie d'une plante a l'autre [2].

Depuis longtemps, I’homme a utilisé des remedes traditionnels a base de plantes
(tisanes, poudres et décoctions), pour se soigner. Les plantes médicinales représentent une
des principales sources pour la découverte des médicaments. L’intérét de 1’étude et de
I’utilisation des plantes médicinales a mené a la caractérisation et a 1’identification de
molécules majeures et a I’isolation de composés chimiques actifs d’une importance
thérapeutique incontestable [3].

Selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢), pres de 65 a 80% de la population
mondiale, essentiellement dans les pays en développement, utilisent principalement des
plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaires, en raison de la
pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne. Malgré les progrés remarquables dans
le domaine de la chimie organique au XXe siécle, plus de 25% des médicaments prescrits
dans les pays développés tirent leurs actifs directement ou indirectement des plantes
médicinales traditionnelles [4].

L’Algérie, de sa position géographique, présente une large gamme d’étages
bioclimatiques, induisant une biodiversité de plantes utilisées comme condiments, aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques [5]. Elle posséde une flore représentée par 4125
plantes vasculaire inventoriées, réparties en 123 familles botaniques [6]. Cette richesse fait
que I'étude de la flore algérienne présente un énorme intérét scientifique pour les chercheurs
en ethnobotanique, pharmacopée ou dans le domaine de la valorisation des substances

naturelles.




Les épices sont classées parmi les plantes médicinales, ces épices sont des parties de
plantes aromatiques a la saveur forte ou des préparations, notamment des mélanges faits a
partir de ces plantes, utilisées en petite quantité en cuisine comme conservateur,

assaisonnement ou colorant [7], [8].

Un grand nombre d’épices étaient employées autrefois en médecine. Ces épices
renferment de nombreux métabolites secondaires, qui font I’objet de nombreuses recherches.
Ceci est notamment le cas des polyphénols et des huiles essentielles qui sont largement

utilisés en thérapeutique, comme des agents préventif de plusieurs maladies [9].

Le Sahara algérien, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, posséde dans
sa partie Nord, le Sahara septentrional, une vegétation diffuse et clairsemée [10]. Certaines
d’entre elles ont fait 1’objet d’études phytochimique et ont abouti a 1’identification de
principes actifs [11] ; [12] ; [13]. C’est dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine
naturel que s’inscrit notre étude. Les épices que nous avons étudiée sont : Anacylus

valentinus et Mentha pulegium L.

Ces plantes sont reconnues en thérapeutique traditionnelle pour leurs propriétés
remarquables. Et leurs richesses en produits du métabolisme secondaire et particulierement
en polyphénols et flavonoides. Notre travail a pour objectif principal d’étudier I’effet

antioxydant d’un mélange de deux épices Anacylus valentinus et Mentha pulegiumL.

L'objectif de notre travail vise a :
v’ La préparation des trois extraits d’épices de Anacylus valentinus et Mentha pulegiumL
et le mélange de deux épices
v" Analyse qualitative et quantitative des extraits.
v' L’étude de ’activité antioxydante des extraits par le test de piégeage du radical DPPH
et le test de phosphomolybdate (PPM).




I. Matériels et méthodes

1.1 Matiére végeétale

Notre travail a porté sur I’étude d’un mélange de deux épices avec méme proportions.
Il s'agit de Mentha pulegiumL récoltée dans la région de Messad wilaya de Djelfa, au mois
février 2023 et Anacyclus valentinus récoltée dans la région de Tadjrouna wilaya de

Laghouat, au mois de Janvier 2023.

Tableau 1 : Caractérisation de Mentha pulegiumL.

Description photos

Nom commun

En frangais : Herbe aux puces, Herbe de
saint Laurent, Bléchon, pouliot.
En arabe : Feliou.

En anglais : pennyroyal.

Nom botanique : mentha pulegiumL.

En targui ou berbere : Afligou, Félgou,
moursal, Temarsa [14].

Classification botanigue

Régne plantes

Embranchement phanérogames

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Mentha (Tourn) L.
Espece Mentha pulegium L [15].




Mentha pulegium L : est une plante a tiges

dressées, Sa saveur est fortement
aromatique et son odeur est intense. Les
tiges a section carrée, sont plus ou moins
dressées, verdatres ou grisatres, Tres

ramifiée.

Les feuilles > est un ’opposées et petites,

sont ovales ou oblongues presque entiéres

(Iégerement dentelées ou crénelées) et

munies d’un court pétiole [16].

Les fleurs : qui apparaissent 1’été, de Mai
a fin septembre, sont rose lilas, parfois
blanches, et sont groupées a I’aisselle des
feuilles en glomérules largement espaceés le

long de la tige [17].

Usages traditionnels : la partie aérienne

florissante de pouliot est traditionnellement
utilisée pour son effet antiseptique, et aussi
comme carminatif, expectorant, diurétique,
pour le traitement du rhume, sinusite,
cholera, intoxications alimentaire,
bronchite et tuberculose...etc. [18]. cette
plante a aussi la particularité d’étre
insecticide puisqu’elle a été déja utilisée
pour faire éloigner les insectes [19].
Elle est conseillé en cas de

refroidissements, de rhume, de grippe, de

bronchite, abdominales [20].




Tableau 2 : Caractérisation de la plante Anacyclus valentinus.

Descriptions photos

Nom commun

Nom frangais : pyréthre d’ Afrique
Nom anglais : pellitory

Nom arabe : Oued el athas, agargarha,
tigenthas, Ignens.

Nom botanique : Anacyclus valentinus.

En Algérie : connue sous le nom
vernaculaire (Guertoufa).

Classification botanigue

Régne plantae

Embranchement spermaphytes

Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Anacyclus

Espéce A. valentinus L [21].




Anacyclus valentinus : est une plante

annuelle, a tige de 10 a 40cm de
hauteur, dressée et plus ou moins velue.
Cette derni¢re, en s’épaississant au
sommet, porte un capitule
hémisphériqgue a fleur jaune toute

tubuleuse.

Les feuilles : sont bipennatiséquées a

lobes étroits mucronulés.
les fruits : sont des akénes [22].

Usages traditionnelle :

I’utilisation traditionnelle de cette
plante dans le traitement de quelques
maladies infectieuses et I’incidence des
infections mycosiques par utilisation
des feuilles [23]. Chez la population
autochtone A, valentinus est souvent
utilisée pour les maux d’estomac [24].
Beaucoup des travaux sont réalisés sur
I’effet antibactérien contre (Escherichia.
Coli, Bacillus subtilise and
staphylococcus  aureus) et  leur
interaction  synergique avec des

médicaments antibiotiques [25].




1.2 .Méthodes

L’ensemble des méthodes expérimentales que nous avons mené dans ce travail se

structure comme le montre 1’organigramme ci-apres.

Matiere vegétale

l

Extraction des composés
phénoliques

Evaluation de P’activité

Tests phytochimiques Dosages antioxydante
Composés phénoliques ; |
Polyphénols
Test DPPH
Flavonoides |
Flavonoides
Tanins T Test PPM
Alcaloides Tanins

Anthocyanines

Saponisides

Schéma 1: Expliquant les différentes étapes Expérimentales




1.2.1. Etude phytochimiques
Séchage et Broyage
La partie aérienne des plantes étudiées sont séchées a I’abri de 1’humidité.

Elles sont ensuite broyées, les poudres obtenues sont conservées a l'abri de la lumiére.

Extraction des composés phénolique
La méthode utilisée dans cette étude est 1’extraction par macération, on utilise un

mélange hydro-éthanoique pour obtenir des composés phénoliques. 5g de poudre du matériel
végétal est trempé dans 50ml de mélange (éthanol / eau) (80/20) sous agitation pendant 24 h
et a température ambiante. Cette macération est repétée 2 fois avec renouvellement du solvant
toutes les 24 heures .Apres la filtration, le filtrat est récupéré, puis évaporé sous vide a ’aide
d’un rotavapeur a 40°C, pour obtenir une solution aqueuse chargée en substances
extractibles. La solution aqueuse est délipidée par 1’hexane 3 fois, La solution aqueuse ainsi
obtenue est diluée avec de I’eau  distillée puis subit une extraction liquide-liquide dans une
Ampoule a décanter avec une succession de solvant organique acétate d’éthyle.

La portion du solvant organique (phase organique) reste en contact avec la phase
aqueuse sous agitation manuelle pendant quelques secondes, puis elle est laissée reposer
jusqu’a la séparation des deux phases. Aprés la décantation, la portion de la phase organique

est réunie et évaporée a sec, sous pression réduite a 40°C (Schémaz2).




5g de poudre J

Macération dans 50ml de solvant
(Ethanol/eau) (80:20 v /v)
répétée 2 fois 24h

Filtration

Filtrat

Vaporisation du
solvant organique

g sous vide 40C°
Délipidation avec I"hexane

(3 fois)

Elimination de la

, fraction hexanique
Fraction aqueuse J

Extraction liquide-liquide avec
I’acétate d’ethyle ( 3 fois)

Vaporisation du
I’acétate d’ethyle

| Résidus phénoliques 1 sous vide a 40 C*°
E Fraction Acétate Et j

Schéma 2: protocole expérimentale d extraction des extraits.




Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés

existant dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence.
Ces tests sont basés sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des
examens en lumiére ultraviolette. Nous avons caractérisé la présence des métabolites
secondaires (flavonoides, anthocyanes, alcaloides, tanins et saponisides) en se référant aux
techniques décrites par [26], [27], [28].

e Flavonoides

On ajoute 1 ml de I’extrait dilué & 1 ml de solution AICI3 (2%). Et I’ensemble est porté a
température ambiante pendant 15 minutes. Un test positif est indiqué par [’apparition d’une

couleur jaune.

e Anthocyanes

Dans un tube on met 1ml de I’extrait dilué on ajoute 1ml de H2SO4 et Iml NH4OH. Un test

positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleu violacé.
e Tanins

Dans un tube on met 1ml de I’extrait dilué, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeClz a
1%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire (tanins galliques) ou

bleu verdatre (Tanins catéchiques).

e Alcaloides

Réactif de Wagner : est préparé comme suite : dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI

et 1.27g de 12 le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée.

La présence des alcaloides est déterminée quantitativement par : un volume de 2.5 mi
d’extrait dilué est ajoute a 1 ml de HCI (10%) (Solution A), et on met la solution A dans un
bain marie jusqu’a ébullition. On sépare ce mélange en 2 tubes, le ler tube constitue le
témoin qui contient 1ml de la solution A, le 2éme tube contient 1ml de la solution A et
quelques gouttes du réactif de Wagner. Si le test est positif, on a I’apparition d’une

précipitation brune dans le 2eme tube.




e Saponisides

Leur présence est déterminée quantitativement par : 10 ml d’extrait dilué bien agité
pendantl5s. Apres un repos de 15 min en position verticale, on mesure la hauteur de la

mousse persistante encm.

Dosage des polyphénols totaux

L’ensemble des composée phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier, est de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit lors de 1’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstéene (WgO23) et de molybdene (MogO23) [29].
La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de composes phénoliques présents

dans le milieu, et possede une absorbance maximale a environ 725 nm [30].
¢ Protocole expérimentale

Un volume de 200 pul d’extrait dilué ¢été mélangés avec 1000 ul de réactif
de Folin Ciocalteu (10%) dilué dans 1’eau, aprés agitation pendant 5 min, 800 ul de carbonate
de sodium (7.5%) est ajouté a ’ensemble. Les échantillons ont été incubés a température
ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a 725 nm a

I'aide d'un spectrophotomeétre (UV-visible) contre un blanc [30].

+ Courbe d’étalonnage

L’acide gallique a été utilis€ comme standard et la teneur en PPT est exprimée en
milligramme d'équivalents d'acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS).
La courbe d’étalonnage est effectuée par l'acide gallique a différentes concentrations, elle

montre une proportionnalité de I’absorbance en fonction des concentrations (Figure 1).

La teneur en polyphénols a ¢été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage

I'acide gallique a différentes concentrations (0.01-0.1mg/ml).




Dosage des flavonoides totaux :
s Principe

Le dosage des flavonoides est effectué¢ par la méthode de trichlorure d’Aluminium
(AICI3). En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position
5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux

atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons [31].
¢+ Protocole expérimentale

Une prise de Iml d’extrait ou standard est additionnée a 1 ml d’une solution
fraichement préparée d’AlCls (3.6g dans 100 ml d’eau distillée). Apres 30 min de réaction,
I’absorbance est lue au spectrophotométre (UV-visible) a 430 nm. La concentration des

flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la rutine [31].

¢ Courbe d’étalonnage

A partir d’une solution mére de la rutine de 0.1 mg/ml, une série de solutions filles est
ainsi préparée, de concentrations allant de 0.01 a 0.1 mg/ml. La courbe d’étalonnage de la

rutine est représentée dans la figure ci-dessous :

Dosage des tanins

% Principe

Les tanins sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide. Le principe de
ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du

cycle A de catéchine pour former un complexe rouge qui absorbe la lumiere a 500nm [32].

¢ Protocole expérimentale

Un volume de 400ul de chaque extrait a été ajouté a 3ml de la solution vanilline/méthanol
a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 1.5 ml de I’acide chlorhydrique
concentré (HCI 8%) a été additionné. Le mélange obtenu est laisse réagir a tempeérature
ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 500 nma laide d'un

spectrophotometre (UV-visible) [32].




% Courbe d’étalonnage

La teneur en tanins a été¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant
la catéchine comme standard.
La teneur en tanin a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisee par la catéchine a

différentes concentrations (0.001-0.008 mg/ml) (Figure 3).

1.2.2. Evaluation de I’activité antioxydant
Plusieurs tests sont utilisés pour évaluer les activités antioxydants des extraits.

La plupart de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le
milieu réactionnel. Notre étude est basée sur deux tests : le piégeage du radicale 2,2-
diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) et le pouvoir réducteur phosphomolybdate PPM, ces tests
témoignent I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a neutraliser les radicaux libres
par transfert d’électron et/ou de proton [33]. Le pourcentage d’inhibition (PI) de I’activité

anti-radicalaire est calculé selon I’équation suivante :

P1%= [(Abs c —Abs )/ Abs c] x 100

Abs : Absorbance du controle négatif.
Abs g : Absorbance de I’extrait testé.
Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures.
L’¢tude de la variation de 1’activité antioxydant en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une

faible valeur d’IC50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait [34] .

» Test de piégeage du radical DPPH

% Principe

La réduction de radical libre DPPHe (2,2’ -diphényle-1-picrylhydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a
517 nm provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux libres, le
DPPH de couleur violette se réduit en 2 .2 Diphényle 1 picryl hydrazine de couleur
jaune [35] (Figure 4).
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Figure 1: Mécanisme réactionnel d 'un antioxydant avec DPPH [36].

% Mode opératoire

Un volume de 50ul de chaque solution d’extrait a différentes concentrations est ajouté a
1950 pl de solution éthanoique du DPPH. Parallélement, un témoin négatif est préparé en
mélangeant 50 pl d’éthanol avec 1950 pl de la solution de DPPH. La lecture d’absorbances
est faite contre un blanc pour chaque concentration a 517 nm aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard (acide ascorbique) dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons et pour chaque concentration.

» Test de réducteur phosphomolybdate PPM

s Principe

Le test phosphomolybdate (PPM) est basé sur la réduction, en milieu acide, de I’ion
Mo*® en ion Mo*® par des substances réductrices présentes dans 1’extrait végétal qui forment

avec le phosphate-Mo*® des complexes de couleur verdatre [37] ( Figure 5).

Mo (V
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OH | Réduction OH

Figure 2: La réduction du molybdene de [’ion Mo*® en ion Mo*® [36].




% Mode opératoire
Un volume de 300ul de différentes concentrations de chaque extrait est mélangé a 3ml
de réactif molybdate (préparé a partir de molybdate d’ammonium a 4 mM, du phosphate de
sodium a 28 mM et de I’acide sulfurique a 0,6 mM). Les solutions ont été ensuite incubées a
95°C pendant 90 minutes. L’absorbance a été mesurée a 695 nm. Les résultats exprimés par
I’IC50 seront interprétés par comparaison a D’activité antioxydante de standard (acide

ascorbique) réalisée dans les mémes conditions.
Analyse statistique

Les résultats  d’analyse des deux fractions sont calculés a partir de trois
essais. Les données ainsi que les présentations graphiques sont traitées a 1’aide de
Microsoft Office Excel.

Il. Résultats et Discussion
11.1. Tests phytochimiques
L’analyse phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux. La détection de ces composeés
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la

lumiere ultraviolette. Le Tableau 3 présente les analyses qualitatives réalisées sur les extraits

d’épices.
Tableau 3 : Les tests photochimiques des trois extraits.
Extraits E.Ae Anacyclus valentinus E.Ae Mentha pulegiumL E.Ae Mélange
Flavonoides + + +
Anthocyanes - - -
Tannins + i +
Catéchiques
Alcaloides - - -
Saponisides I + +




D'aprés les resultats obtenus dans le tableau 3, notre étude montre la présence des
flavonoides, tanins et saponines dans les extraits d’acétate d’éthyle de Anacyclus valentinus,
Mentha pulegiumL et ’extrait de mélange de deux épices, mais ils n’ont pas décelés la
présence des anthocyanines et des alcaloides dans tous les extraits.

Le travail de SAOUD et al (2020) sur la méme espece Anacyclus valentinus, obtenu
en dautres sites (Tébessa) est constaté la présence des flavonoides, des tanins, des
saponisides, des composés réducteurs et des coumarines avec 1’absence des anthocyanes et
des amidons [38].

Les tests phytochimiques réalisés sur M. pulegiumL du Maroc par Zekri et al ont
montré la présence des mémes constituants chimiques détectés dans la plante étudiée, en plus

des alcaloides et des tanins galliques [39].

11.2. Quantification des composés phénoliques

11.2.1. Teneur en polyphénols totaux
Les différents extraits, ont été analysés quantitativement par spectrophotométre UV-

visible pour leur contenu en polyphénols. Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalent

de I’acide gallique par gramme de matiere seche (Tableau4) et (Figure 6).

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols totaux des trois extraits.

E.Ae (Mentha pulegiumL ) 887.30 £13.81
E.Ae( Anacyclus valentinus) 232.43+£1.02

E.Ae (Mélange) 676.73 £72.66

1000 ~ H E.Ae menthe pulegiumL
900 - i E.Ae Anacylus valentinus
800 - H E.Ae Mélange

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

mgEAG/g




Figure 3: Teneurs en polyphénols totaux des extraits phénoliques.
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Figure 4: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les teneurs en polyphénols totaux montre que I’extrait d’acétate d’éthyle de Mentha
pulegiumL présente la teneur la plus élevée est de 887.30mg EAG/g MS suivi par I’extraits
d’acétate d’éthyle de mélange avec une valeur de 676.73mg EAG/g MSet 1’extrait d’acétate
d’éthyle d’Anacyclus valentinus avec une valeur de 232.43 £ 1.02 mg EAG/g MS.

Dans une étude réalisée sur de  Mentha pulegium L récoltée dans la région de Bejaia,
la détermination de la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne de I’extrait
méthanolique, a donné un taux de phénols totaux de 55.15 mg EAG/g d’extrait [40].

Un travail de méme famille avec un autre espéce du genre Anacyclus, les teneurs
moyennes en polyphénols totaux des feuilles et tiges d’Anacyclus clavatus se situent entre
82,06 £2.78 ng EAG/ mg d’extrait Aqueux et 127.88+ 4.98 pg EAG/ mg d’extrait
éthanoique [41].

11.2.2. Teneur en flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux(FVT) des extraits a été déterminée selon la méthode

du trichlorure d’aluminium. Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalent de la rutine

par gramme de matiére seche (Tableau 5) et (Figure 7).




Tableau 5 : Teneurs en flavonoides totaux des trois extraits.

Les extraits mg ER/g MS

E.Ae (Mentha pulegiumL ) 354.44 £21.41

E.Ae( Anacyclus valentinus) 123.39 £ 0.09

E.Ae (Mélange) 453.17 £ 6.85

500 - ® E.Ae Menthe pulegiume L
450 - 4 E.Ae Anacyl jnus
400 - H E.Ae Mélang

350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 A

>

mgER/g

Figure 5 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits phénoliques.
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Figure 6: courbe d'étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides totaux




Les résultats apparents dans le tableau montrent que 1’extrait de Mentha pulegiumL et
I’extrait de mélange sont les plus riches en flavonoides avec des teneurs de
(354.44+21.41mg ER/g MS) suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle de mélange avec une valeur
(453.17 + 6.85mg ER/g MS). Par la suite vient I’extrait <’ Anacyclus valentinus
(123.39 £ 0.09mg ER/g MS).

Le travail de Yakoubi et al. (2021) a montré que M. pulegium possédait un teneur en
en flavonoide totaux relativement basse 0,155 mg EQ/mg extrait [42].

Un travail de méme famille avec une autre espéce du genre Anacyclus
Les teneurs moyennes en flavonoides totaux des feuilles et tiges d’anacyclus clavatus se
situent entre 16,56+ 1,97 pg EQ/ mg d’extrait Aqueux et 11.76+ 1.14 nug EQ/ mg d’extrait
éthanoique [43].

11.2.3. Teneur des tanins totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits a eté determinée par la méthode de la
vanilline en milieu acide. Les résultats ont été exprimeés en mg d'équivalent de la catéchine

par gramme de matiére seche (tableau 6) et (Figure 8).

Tableau 6 : teneur en tanins totaux des trois extraits.

E.Ae (Mentha pulegiumL ) 1.32 +0.04
E.Ae( Anacyclus valentinus) 0.91+£0.03

E.Ae (Mélange) 1.39+0.43
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Figure 7 : Teneurs en tanins totaux des extraits phénoliques.
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Figure 8: courbe d'étalonnage de Catéchine pour le dosage des tanins totaux.

Les teneurs en tanins montrent que tous les extraits d’épices présentent des teneurs

plus faibles.

Les résultats de KHERBACHE (2014) ont révele que [I’extrait méthanoique

d’Anacyclus clavatus posséde une teneur (39,21 + 6,55 mg E AT/ g) [44].
Le travail de BENCHIKHE (2012) a révele que I’extrait méthanolique de Mentha
pulegium L. un taux en tannins avec une valeur de 149,33+0,0046 ug EAT/g d’extrait) [45].

ﬂ



11.3. Estimation de I’activité antioxydant

11.3.1. Test de DPPH
L’activité antioxydant des trois extraits étudiés et du témoin positif I’acide ascorbique

a été déterminée par la méthode de DPPH traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction de
leurs différentes concentrations. les figures 9 et 10, illustrent les résultats obtenus qui sont
représentes sous forme de droites ou l'abscisse est représentée par les concentrations des

extraits testés et I'ordonnée par I'activité antiradicalaire en pourcentage d’inhibition.

100
90 —2
80
70
i 60 —4—E_.Ae Menthe pulegiumL
E 4 E.Ae Anacyclus valentinus
40 E.Ae Mélange d'épice
30
20
10
0 |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
C mg/ml

Figure 9: Activité antioxydante DPPH des trois [ ’extraits.
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Figure 10: Activité antiradicalaire DPPH du standard vitamine C.




D’aprés les résultats obtenus, 1’évolution de I’activité antioxydant est dose
dépendante, car elle augmente avec l’augmentation des concentrations dans le milieu
réactionnel dont le pourcentage d’inhibition augmente progressivement jusqu'a arriver a un

plateau qui correspond a I’enrayement presque total du radicale DPPH présent dans le milieu.

La valeur IC 50 a été déterminée pour chaque extrait, Le tableau 7 donne les valeurs

d’IC50 des trois extraits testees et I’antioxydant standard.

Tableau 7 : les valeurs d’IC50 des trois extraits du radical DPPH

Les extraits IC50 (mg/ml)

E.Ae (Mentha pulegiumL ) 0.64
E.Ae( anacyclus valentinus) 1.18

E.Ae (mélange) 0.58
Acide ascorbique 0.00015

Une activité de piégeage importante a été obtenue avec I’extrait d’acétate d’éthyle de

mélange d’épices avec une valeur de (IC50=0.58 mg/ ml).
Les trois extraits ont révélé une activité plus faible par rapport au standard I'acide ascorbique
avec une valeur 1IC50 = 0.00015 mg / ml).

Les composes antioxydants fonctionnent synergiquement les uns avec les autres pour

produire une puissante activité [46].

11.3.2. Test PPM
La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du

molybdate Mo+6 en Mo+5 par les antioxydants des deux fractions .L’augmentation de
I’absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation de pouvoir réducteurs des

trois extraits testées (Figure 11).
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Figure 11: Pouvoir réducteur de molybdate d’ammonium des trois extraits
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concentration inhibitrice (IC50), de trois extrais a celui de 1’acide ascorbique.

Les résultats obtenus (Tableau 8).

La concentration 1C50 est définie comme étant la concentration effective a laquelle

L’absorbance est égale a 0.5, est un indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance des

capacités réductrices des substances bioactives.




Tableau 8 : les valeurs d’IC50 des trois extraits de test PPM

Les extraits IC50 (mg/ml)

E.Ae (Mentha pulegiumL ) 1.29

E.Ae( Anacyclus valentinus) 1.25

E.Ae (mélange) 0.79

Acide ascorbique 0.026

Les résultats montrent que la capacité réductrice des trois extraits est trés inférieure a
celle de I’acide ascorbique (IC50 = 0.026 mg/ml).

Le pouvoir réducteur d’extrait de mélange d’épices est le plus puissant (IC50 = 0.79 mg/ml)

par rapport au pouvoir réducteur des extraits de Anacylus valentinus et mentha pulegiumL.
La différence observée entre Le pouvoir réducteur des extraits est di a la
présence du groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
comme donneur d’électrons. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considéré

comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants [47].




Conclusion

Le présent travail est consacré a I’évaluation du pouvoir antioxydant d’extrait d’un

mélange de deux épices Anacylus valentinus et Mentha pulegiumL.

Dans le premier volet de ce travail, nous avons procédé a I’extraction par macération
des trois extraits en utilisant un mélange hydroalcoolique (éthanol-eau) comme un solvant
d’extraction, les tests phytochimiques ont montré la présence des flavonoides, des tanins, et

des saponisides , et I’absence des alcaloides et des anthocyanes.

Les différents extraits obtenus ont été analysés quantitativement par
spectrophotométre UV-visible, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux des
flavonoides totaux et des tanins, nous meéne a conclure que ces épices continents une

quantité considérable des polyphénols et flavonoides et une faible quantité des tanins.

Dans le dernier volet, 1’évaluation de I’activité antioxydante est mise en évidence par
deux tests differents : le piégeage du radical libre DPPH., et le pouvoir réducteur
phosphomolybdate (PPM) .Nous avons remarqué une activité antiradicalaire et un pouvoir

réducteur importants pour I’extrait de mélange d’épices.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires de ces effets. Ces études doivent étre aussi orientées vers, I’étude des activités
biologiques de ces métabolites in vitro et in vivo, ainsi que I’identification des principes

actifs majoritaires des deux épices.
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Annexe

Solvants et réactifs
Les réactifs et les solvants employés au cours de ces travaux sont détaillés dans
Le tableau A.
Tableau A : Nom et provenance des réactifs et des solvants

Nom du produit

Fournisseur

Acide ascorbique (Vitamine C) Sigma-Aldrich
CsHsOs
Acétate d’éthyle (CsHsOz) Sigma-Aldrich
Acétate de sodium (CHsCOONa) Sigma-Aldrich
Acide gallique (C7HsOs) Sigma-Aldrich
Acide sulfurique (H2S04) Sigma-Aldrich
Acide chloridrique (HCI) Sigma-Aldrich
Carbonate de sodium (Na2CO) Sigma-Aldrich
Chlorure d'aluminium(AICls) Sigma-Aldrich
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH)
C18H12NsOs Sigma-Aldrich
Ethanol (C2HsOH) Sigma-Aldrich
Folin—Ciocalteu Sigma-Aldrich
hydroxide d’ammonium (NHsOH ) Sigma-Aldrich

?



lode ( I2) Sigma-Aldrich

lodure de potassium (KI) Sigma-Aldrich

Phosphate mono sodique (NaH2PO. ) Sigma-Aldrich

phosphomolybdate d’ammonium (PPM ) Sigma-Aldrich
(NH4)3PM 012040

Rutine (C27Hz001s) Sigma-Aldrich

Trichlorure ferrique (FeCls) Sigma-Aldrich

Vanilline (CsHsOs) Sigma-Aldrich
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Résumé

Les travaux présents dans ce manuscrit contribuent a 1’étude de la partie aérienne de deux plantes
Anacyclus valentinus et Mentha pulegium L. Le but de cette étude c’est 1’évaluation des activités antioxydantes
des extraits d’Anacyclus valentinus, Mentha pulegium L, et le mélange avec méme proportion. Nous avons
procédé a I’extraction des molécules bioactives par macération en utilisant un mélange de solvant
(éthanol / eau), il y avait 1’évaluation du contenu en polyphénols, en flavonoides totaux, et en tanins, Ou il a
constaté que I’extrait d’acétate d’éthyle de Mentha pulegiumL posseéde les taux les plus éleves en polyphénols
et en flavonoides par rapport a [I’extratit d’anacyclus valentinus et I’extrait de mélange , I’évaluation de
’activité antioxydante est mise en évidence par deux tests différents : 1’analyse par le radical stable DPPH et le
pouvoir réducteur PPM. Nous avons remarqué une activité antiradicalaire et un pouvoir réducteur importants

pour D’extrait de mélange d’épices.

Mots clés : Anacyclus valentinus, Mentha pulegium L, Phytochimique, Activité antioxydante, DPPH, PPM.

Abstract

The work presented in this manuscript contributes to the study of the aerial part of two plants
Anacyclus valentinus and Mentha pulegium L. The purpose of this study is the evaluation of the antioxidant
activities of the extracts of Anacyclus valentinus, pennyroyal, and the mixture with the same proportion. We
proceeded to the extraction of the bioactive molecules by maceration using a mixture of solvent
(ethanol / water), there was the evaluation of the content of polyphenols, total flavonoids, and tannins, where it
found that the extract of ethyl acetate from Mentha pulegiumL has the highest levels of polyphenols and
flavonoids compared to the extract of Anacyclus valentinus and the extract of mixture, the evaluation of the
antioxidant activity is highlighted by two different tests: analysis by the stable radical DPPH and the reducing
power PPM. We noticed significant free radical scavenging activity and reducing power for the spice blend

extract.

Keywords: Anacyclus valentinus, Mentha pulegium L, Phytochemical, Antioxidant activity, DPPH, PPM.
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