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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Bien que de nos jours la médecine moderne soit bien développée presque partout dans le
monde, une proportion non négligeable de la population dans les pays en développement
compte encore sur la médecine traditionnelle et les remedes a base de plantes pour leurs soins
de base. De méme, l'intérét du grand public dans les pays industrialisés pour les thérapies

naturelles, notamment la phytothérapie, a considérablement augmenté [1].

Selon ’OMS, 80% de la population mondiale se soigne exclusivement avec des plantes

médicinales, et leurs formes d’utilisation : poudre, extrait sec aqueux, teintures.....) [2].

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (écorce, feuille) plante
possede des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage. Les plantes médicinales sont
les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs .elles peuvent étre vendues en
herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du pays [3].

En Algérie, La phytothérapie est trés populaire. Elle gagne, de plus en plus, d’adeptes, comme
partout dans le monde. Nombreux sont ceux qui croient a la grace de la nature, pour guérir. En

réalité la phytothérapie a toujours existé en Algérie [4].

Le but de notre travail consiste extraire les huiles essentielles de 1’espece verveine officinale
ainsi que I'évaluation de la quantité de ces différents métabolites secondaires, et la réalisation
des tests d’activité antioxydant sur les trois extraits obtenus (extrait chloroformique, acétate

d’éthyle et n-butanolique). Notre travail est divisé en deux parties :
La premiére partie regroupe une recherche bibliographique, et quatre chapitres :

» Chapitre | : La phytothérapie et les plantes médicinales

» Chapitre Il : Métabolites secondaires

» Chapitre Il : Apercus botanique sur le genre verveine officinale

» Chapitre 1V : Activité antioxydant

La deuxiéme partie est réservée a la partie expérimentale, qui décrit la matiere végetale,
ensuite la séparation des métabolites secondaires, puis 1’extraction des huiles essentielles,
et enfin la réalisation des tests d’activité antioxydant. Les résultats obtenus sont ensuite

amplement discutés, le manuscrit est achevé par une conclusion générale.
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CHAPITREI: LAPHYTOTH2RAPIE ET LES
PLANTES MEDICINALES

1.1 Développement de la phytothérapie

1.1.1 Introduction

Depuis des milliers d’années, ’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature pour traiter
et soigner des maladies [5]. Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie.
Parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique. C’est pour cela que 1’industrie pharmaceutique se tourne
vers la nature et a entrepris une vaste étude sur le terrain pour répertorier les plantes les plus
prometteuses parce qu’il est nécessaire aujourd’hui, de valider 1’usage traditionnel de ces
plantes et d’évaluer scientifiquement leurs activités pharmacologiques retenues [6].

L’Algérie est reconnue par sa diversité en plantes médicinales et aromatiques dont la
plupart existent a 1’état spontané, ainsi que par ’utilisation populaire dans I’ensemble des
terroirs du pays. Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste treés peu explorée sur le plan phytochimique
comme sur le plan pharmacologique. Cette richesse et cette originalité font que 1’étude de la
flore d’Algérie présente un intérét scientifique fondamental dans le domaine de
I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais également un intérét scientifique

appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles [7].

1.1.2 Définition

Etymologiquement, du grec « phyton » qui signifie plante et « therapein » qui signifie
soigner. La phytothérapie est l'utilisation de plantes a des fins thérapeutiques. Ayant
conjointement évoluée avec le développement scientifique et industriel, la phytothérapie revét
désormais des pratiques variées [8]. La phytothérapie correspond a I’utilisation des plantes
dans le but de traiter ou prévenir les maladies. Sont utilisées les feuilles, fleurs et sommités
fleuries, racines ou plantes entieres. Peuvent étre utilisées des plantes spontanées ou cultivées

mais les conditions réglementaires de culture propre doivent étre exigées [9].
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1.1.3 Different type de la phytothérapie

1.1.3.1 Aromathérapie

Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles, substances

aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes

1.1.3.2 Gemmothérapie

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les

bourgeons et les radicelles

1.1.3.3 Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante entiere, soit une
partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le

plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération.

1.1.3.4 Homéopathie

A recours aux plantes d'une facon prépondérante, mais non exclusive; les trois quarts des

souches sont d'origine végeétale, le reste étant d'origine animale et minérale

1.1.3.5 Phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans de
I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats [10].

1.1.4 Les avantages de la phytothérapie

Malgré les eénormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a l'exception de ces cent derniéres
années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes
(toux...) ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les traitements a
base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des médicaments tels que les

antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves), décroit :
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les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en
plus [11].

- Expérimentalement, les plantes et leurs extraits peuvent améliorer la glycémie en agissant sur
la vidange gastrique, I’absorption du glucose, I’insulino-Sensibilité¢, et méme [I’insulino-
secrétion [12].

- Les maladies les plus graves, le cancer, la sclérose qui sont soignées de facon trées difficile,
mais grace la phytothérapie qui est une alternative importante peut amener un confort dans le

traitement classique de ces maladies graves [13].

1.2 Les plantes médicinales

1.2.1 Introduction

Une plante médicinale désigne une plante ou une partie d'une plante possédant des
propriétés médicamenteuses par l'action synergique de ses composés actifs sans avoir des effets
nocifs aux doses recommandées. Les médicaments a base de plantes sont précisément définis
par un nom scientifique selon le systéme binominal (genre, espéce variété et auteur. L'approche
scientifique des plantes medicinales, avec les études pharmacologiques et toxicologiques, a
permis de décrypter leur composition chimique, de mettre en évidence les effets thérapeutiques
ou encore de déterminer les doses thérapeutiques ou toxiques de certaines plantes. A la
différence d'un médicament chimique dont I'action est ciblée par la molécule de synthese sur
un site récepteur, les propriétés thérapeutiques d'une plante médicinale viennent de l'action
synergique de lI'ensemble de ses différents éléments, lI'action de la phytothérapie dépend donc
de la composition de la plante. Les plantes médicinales ont des effets curatifs et préventifs [14].
L’emploi de ces plantes est treés valorisé dans toutes les traditions médicales, il y a deux cents
ans encore les moyens thérapeutiques naturels étaient les seuls remedes dont disposait
I’humanité. Leur utilisation et leurs effets ont donc été minutieusement étudiés, documentés et

développés [15].

1.2.2 Généralité

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la
santé humaine, En effet, elles sont utilisées de différentes manieres, décoction, macération et
infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine ; feuille, fleur [16]. Ce

sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede des




Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites

primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents [17].

1.2.3 Domaine d’application des plantes médicinales

1.2.3.1 Utilisation en cosmétique

Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d’hygiéne... [18].

1.2.3.2 Utilisation en alimentation

Assaisonnement des boissons, des colorants et des composés aromatiques, les épices et les
herbes aromatiques utilisés dans l'alimentation sont considérés comme condimentes et

aromates [19].

1.2.3.3 Utilisation en médecine

Les plantes médicinales constituent le moyen le plus utilisé surtout en milieu rural pour
résoudre les problémes de santé publique. Selon ’OMS (2002), plus de 80 % de la population
africaine a recours aux plantes pour ses besoins en soins de santé. En médecine vétérinaire
aussi, la phytothérapie est largement sollicitée par les éleveurs traditionnels dans les zones de

savanes [20].
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CHAPITRE Il: LES METABOLITES SECONDAIRE

1.1 Introduction

Les produits naturels sont les composés chimiques ou les substances qui sont isolés d'un
organisme vivant. Il peut étre sous forme de métabolites primaires ou secondaires [21].
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, [22] Ils représentent une variété
tres large de composés organiques sans fonctionner directement dans la croissance et
développement des plantes [23]. lls sont divisés principalement en deux catégories qui sont les
substances non volatiles : alcaloides, anthocyanes, flavonoides, tannins connus pour leurs
activités pharmacologiques ou leurs propriétés pigmentaires, et les substances volatiles :
terpénes et composés aromatiques, qui constituent les huiles essentielles utilisées en
parfumerie, aromathérapie, pharmacopée traditionnelle, pharmacie ou comme ardmes

alimentaires [24].

11.2 Les huiles essentielles

11.2.1 Historique

Les huiles essentielles sont extraites des plantes aromatiques et essentielles et utilisées
depuis des millénaires pour plusieurs applications. Elles sont réputées pour leurs propriétés
thérapeutiques, en particupanduelier anti-infectieuses, souvent sous forme de produits non
médicamenteux [25]. La premiere distillation des huiles essentielles est apparue en Orient
(Inde et Perse) il y a plus de 2000 ans et a été améliorée au IXe siécle par les Arabes.
Néanmoins, le premier récit écrit authentique de la distillation d'huile essentielle est attribué a
Villanova (vers 1235-1311), un médecin catalan, et seulement au 13eme siécle, les huiles
essentielles (HE) étaient fabriquées par des pharmacies et leurs effets pharmacologiques ont été
décrits dans les pharmacopées. En revanche, leur utilisation ne semble avoir été ré en Europe
qu'au XVle siecle, le terme « huile essentielle » a été utilisé pour la premiére fois par
Paracelsus von Hohenheim, qui a nommé le composant efficace d'un médicament, « Quinta
essential» .Au milieu du XXe siécle, le role des huiles essentielles avait été réduit presque
entierement pour étre utilisé dans les parfums, les cosmétiques et les ardbmes alimentaires:
plutdt dans les préparations pharmaceutiques [26].Depuis la neuviéeme édition (1972), la

Pharmacopée n'utilise plus que le terme d’"huile essentielle". En octobre 1987, 'AFNOR
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(Association Francaise de la Normalisation) propose une autre définition "Produit obtenu a
partir d'une matiere premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d'eau, Soit par des
procédés mécaniques a partir de ’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec. L'huile

essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques [27].

11.2.2 Définition

Les huiles essentielles (HE) sont des huiles tirées a base de plantes, avec un arbme propre
a chacune d’elles. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et odoriférantes
qui sont présentes en faible quantité dans le végétal. Tres aromatiques, trés volatiles, elles
passent instantanément de 1’état liquide a I’état gazeux, aérien. Depuis fort longtemps, les HE
sont connues et utilisées pour leurs parfums, leurs vertus cosmétiques et pour leurs propriétés
thérapeutiques. Chaque huile possede des propriétés spécifiques liées aux différents
composants qu’elle contient. Leur composition chimique est d’une grande complexité, ce qui
les rend inimitables car chaque HE regroupe en réalité plusieurs substances aromatiques tres
élaborées et tres différentes. On peut les recueillir dans toutes les parties de la plante (fleurs,
fruits, graines, écorces, tiges, ou parfois dans la plante entiére) [28]. Leur composition varie
souvent selon les conditions climatiques et I’environnement. Ces huiles sont d’intérét croissant
pour les industries et la recherche scientifique en raison d’une part, de leurs activités anti-

oxydantes, antibactériennes et antifongiques [29.30].

11.2.3 Localisation des huiles essentielles

A priori, toutes les plantes possedent la faculté de produire des composés volatils mais
seulement a 1’état de traces le plus souvent. Parmi les espéces végétales, 10% seulement sont
dites « aromatiques» [31]. Les HE sont des sécrétions naturelles élaborées par le végétal et
contenues dans les cellules ou écorces (cannelier), racines (iris), fruits (vanillier), bulbes (ail),
rhizomes (gingembre) ou graines (muscade). Pour certaines HE comme celles de lavande ou de
sauge, c’est la plante entiére qui est utilisée .parties de la plante comme celles des fleurs (rose),

sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle) [32.33].

11.2.4 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes. Ce sont des mélanges
complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent, de fagon quasi

exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogenétiques distinctes : le groupe de
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Terpenoides (les plus volatils c'est-a-dire a masse moléculaire peu élevée), spécialement
monoterpénes : (C10) cinéol, menthol... qui constituent parfois plus de 90 % del'huile
essentielle et sesquiterpenes : (C15) caryophylléne, humuléne... bien que des diterpénes(C20)
peuvent aussi étre présents. Le groupe des composés aromatiques : des dérives
duphénylpropane, beaucoup moins fréquent, comme le safrol, I'apiol, lanisaldéhyde,
I'eugénol,la vanilline et le cinnamaldéhyde. Elles peuvent également renfermer divers produits
issus deprocessus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils (qui contribuent

souvent auxaromes des fruits) [34].

11.2.5 Propriétés physico-chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent certain nombre de propriétés malgre leurs différences de

constituant :

e Elles forment un groupe trés homogene [35].

e A température ambiante, les huiles essentielles sont liquides sauf la Myrrhe et le Santal
qui peuvent étre visqueuses ainsi que la Rose et le Camphrier qui peuvent étre
cristallisees.

e Les huiles essentielles sont volatiles et entrainables a la vapeur d’eau.

e A basse température, certaines se cristallisent comme par exemple les huiles essentielles
d'Anis, de Menthe des champs ou de Thym stéroide [36].

e Elles sont généralement incolores ou jaune péle.

e Elles sont peu solubles dans 1’eau, elles sont solubles dans les alcools de titres élevés,
solubles dans les huiles fixes et la plupart des solvants organiques apolaires.

e Leur densité est généralement < a 1 sauf (HE de sassafras, de girofle ou de cannelle).

e Leur indice de réfraction est souvent élevé et elles sont dotées de pouvoir rotatoire [37].

e Tres altérables, sensibles a I'oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la
formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a l'abri de la lumiére
et de I'humidité [38].

11.2.6 Domaine d’utilisation des huiles essentielles

11.2.6.1 Cosmétologie et parfumerie

Les HE sont recherchés dans I’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de leurs

propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d’importants tonnages
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d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de verveine,.. . Les huiles
essentielles sont aussi consommeées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétiques :

les crémes solaires, les rouges a lévres, les dentifrices, les shampoings, savons... [39].

11.2.6.2 Pharmacie

Plus de 40% médicaments sont a base de composants actifs de plantes. Les essences issues
des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation d’infusion (verveine, thym,
menthe,...) et sous la forme de préparations galéniques. De méme, elles permettent par leurs
propriétés aromatisants de masquer 1’odeur désagréable de médicaments absorbés par voie
orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus en pharmacie sont a base d’HE comme les

crémes, les élixirs, les collyres... [39].

11.2.6.3 Alimentation

Les huiles essentielles (huile de citron, de menthe, de girofle) sont trés utilisées dans
I'aromatisation des aliments (jus de fruits, patisserie) [40.41]. Quel que soit le secteur
d’activité, 1’analyse des huiles essentielles reste une étape importante qui, malgré les progres
constants des différentes techniques de séparation et d’identification demeure toujours une
opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre simultanée ou successive de diverses

techniques [42].

11.2.7 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme" [43]. Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre
utilisée avec une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres graves dangers
lors d'une utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe, en ignorant que
certaines sont plus rapidement dangereuses que les autres. D'autres sont a éviter durant la
grossesse, I'nypertension ou l'affections dermatologique.

L'automédication est dangereuse, souvent favorisée par le fait que bon nombre de ces produits

sont distribués en dehors du secteur pharmaceutique [44].

10
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11.2.8 Conservation des huiles essentielles

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a I’air et a la lumicre, les huiles
essentielles doivent étre conservée dans des flacons opaques et fermés hermétiquement. Une

essence bien distillée se conserve trois ans au moins [45.46].

11.2.9 Extraction des huiles essentielles

11.2.9.1 Introduction

L’extraction d’une I’huile essentielles (HE) est nécessairement une opération complexe et
délicate. Elle a pour but, en effet, de capter et recueillir les produits les plus volatils, subtils et

les plus fragiles qu’élabore le végétal, et cela sans en altérer la qualité [47].

11.2.9.2 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

¢ Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une co-distillation descendante. Dans ce procedé, le végétal est disposé
dans un parallélépipede métallique grillagé. On soumet donc le végétal a une pulsion de vapeur
d’eau, saturée et humide, mais jamais surchauffée de haut en bas. La forme de ’appareillage
permet une meilleure répartition des charges. La vapeur d’eau emporte avec elle toutes les
substances volatiles. L’huile essentielle est recueillie grace a un collecteur qui permet un
équilibre avec la pression atmosphérique. On peut aussi préciser qu’il y a un procédé de

cohobation qui renvoie dans la chaudiere toutes les eaux qui sont séparées des huiles [48].

e Expression a froid

La technique est réservée a 1’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes
dagrumes en déchirant ces dernieres par un traitement mecanique. Elle consiste a rompre ou
dilacérer les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1’écorce du
fruit, D’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune modification. La
mécanisation et 1’industrialisation de la technique d’expression a froid ne s’étant effectuées
qu’au début du XX° siecle, afin de diminuer les coiits de production et d’améliorer les
rendements pour faire face a I’augmentation de la demande. Les systemes récents, comme la «
Food Machinery Corporation-in-line » (FMC), permettent d’extraire le jus de fruit et ’essence
de maniere quasi-simultanée sans contact des deux. C’est pourquoi 1’expression a froid est la

méthode de choix pour extraire ces essences, d’autant que la distillation n’est plus une
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technique tres appropriée. En effet, la distillation produit des huiles aromatiques de moindre
qualit¢ principalement due a une présence importante d’aldéhydes, composés sensibles a

I’oxydation et a la chaleur [49.50].

e Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est 1'une des méthodes officielles pour I’obtention des HE [51]. Dans ce systeme
d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans macération
préalable. Les vapeurs saturées en composes volatils sont condensées puis décantées dans
I’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse et une phase organique. L’absence de
contact direct entre 1’eau et la matiére végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques,
évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile.
De plus, le parfum de I’HE obtenue est plus délicat et la distillation, réguliere et plus rapide,
fait que les notes de téte sont riches en esters [52]. Les fractions dites « de téte », fragrances
trés volatiles dues a des molécules Iégéres, apparaissent en premier. Le plus souvent, une demi-
heure permet de recueillir 95 % des molécules volatiles, ce qui suffit aux besoins de I’industrie
et de la parfumerie, comme pour la lavande. L’emploi en aromathérapie impose de prolonger
I’opération aussi longtemps qu’il est nécessaire afin de récupérer la totalité des composants

aromatiques volatils [53.54.55].

e Extraction par hydrodistillation

Elle consiste a immerger la mati¢re premicre dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a
ébullition. Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. La distillation peut
s’effectuer avec ou sans colombage des eaux aromatiques obtenues lors de la décantation. Ce
procédé présente des inconvénients dus principalement a 1’action de la vapeur d’eau ou de
I’eau a 1’ébullition, Certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation [56].

Cependant, le contact direct des constituants de I’HE avec I’eau occasionne des réactions
chimiques conduisant a des changements dans la composition finale de I’extrait [52.57]. Les
conditions opératoires et notamment la durée de distillation ont une influence considérable sur
le rendement et la composition de ’'HE. C’est pourquoi sont développés, aujourd’hui, des
modéeles mathématiques qui permettent d’optimiser, au mieux, ces conditions afin de produire
des HE de maniére reproductible. La labilité des constituants des HE explique que la
composition du produit obtenu par HD soit, le plus souvent, différente de celle du mélange
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initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal [58.59]. L’hydrodistillation possede
des limites. Le chauffage prolongé et puissant engendre une détérioration de certains végétaux
et la dégradation de certaines molécules aromatiques. L’eau, 1’acidité et la température peuvent
induire D’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des isomérisations, des
racémisations et/ou des oxydations [60]. On comprend mieux les variations importantes de

composition que fait ressortir 1’analyse de la bibliographie sur I’HE.

e Extraction assistée par micro-onde

L’avantage de ce procédé¢ est de réduire considérablement la durée de distillation et
incrémenter le rendement. Toutefois, aucun développement industriel n’a été réalisé a ce jour.
La distillation assistée par micro-ondes fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et ne cesse
d'étre améliorée parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte, économie
d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques
minimisées [61.62]. L’emploi des micro-ondes constitue, par ailleurs, une méthode
d’extraction a part entiére en plein développement. A titre d’exemple, La SFME (Solvent Free
Microwave Extraction) est une combinaison originale des techniques de chauffage par micro-
ondes et de distillation séche. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au sein
d’un four micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant. Le chauffage interne de I’eau contenue
dans la plante permet d’en dilater ses cellules et conduit a la rupture des glandes et des
récipients oléiféres. L’HE ainsi libérée est évaporée avec 1’eau de la plante [63]. Comparée a
I’hydrodistillation traditionnelle.

La SFME se caractérise par une diminution de la consommation énergétique et des rejets
en CO2 mais, surtout, par un temps d’extraction de I’ordre de 9 fois plus rapide. Les HE issues
de ce procédé sont composés d’un taux plus important en composés oxygénés, de valeurs
odorantes plus significatives, alors que les monoterpenes sont présents en moindre quantité
[64.65]. Le protocole expérimental de I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
(SFME) s’articule autour de trois points importants :

- La quantité de matiere végétale a été fixée de manicre a obtenir une quantité d’HE suffisante
pour une séparation par simple décantation. Le but de ce protocole étant d’éviter 1’'usage de
solvant organique afin d’obtenir un produit le plus « propre » possible ;

- La puissance micro-ondes appliquée (300-450 Watts) lors de I’extraction SFME est
obligatoirement fonction de la quantité de matiére végétale a traiter. Cette grandeur représente

la quantité de puissance appliquée en Watts par kilogramme de matériel végétal traité.
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- Le temps total de I’extraction est composé du temps de chauffage (premiére étape = 10 mn) et
du temps d’extraction (seconde étape = 10 mn). La capacité de chauffage des micro-ondes
étant nettement supérieure a un chauffage traditionnel. La durée de I’extraction sous micro-
ondes sera considérablement réduite par rapport a une hydrodistillation classique [56.66].

Contrairement a une extraction classique de type « hydrodistillation », il n’était pas
nécessaire de chauffer pendant de longues périodes pour obtenir des rendements intéressants.
La micro-onde agit sur certaines molécules, telles que I’ecau, qui absorbent l'onde, et
convertissent son énergie en chaleur. Contrairement au chauffage classique par conduction ou
convection, le dégagement de chaleur a lieu dans la masse. Ainsi dans une plante, les micro-
ondes sont absorbées par les parties les plus riches en eau (les vacuoles, véritables réservoirs
liquides des cellules), puis converties en chaleur. Il en résulte une soudaine augmentation de la
température a l'intérieur du matériel, jusqu'a ce que la pression interne dépasse la capacité
d'expansion des parois cellulaires. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, et les
substances situées a l'intérieur des cellules peuvent alors s'‘écouler librement a l'extérieur du
tissu biologique, et I’HE est alors entrainé par la vapeur d’eau [56].

Lucchesi et al [58] ont extrait des HE par SFME de trois herbes aromatiques: basilic,
menthe et thym. Avec cette technique, ils ont isolé et concentré les composeés volatiles en une
seule étape, sans ajout de solvant ou d’eau. Les HE extraites sont plus riches en composés
oxygénés, comparativement a la méthode conventionnelle. En fait, I’abondance des composés
oxygénés dans I’HE est liée au chauffage rapide des substances polaires avec les micro-ondes
et a la faible quantité d’eau dans le milieu, ce qui empéche la dégradation des composés par
réactions thermiques et hydrolytiques. Cette technique offre plusieurs avantages comme un
temps d’extraction plus courts, une réduction de la quantit¢ de solvant, une trés bonne
reproductibilité avec de bons rendements. Les HE obtenues par distillation ne représentent
jamais exactement I'aréme et le parfum existants naturellement dans la plante. L'extraction
assistée aux micro-ondes, une nouvelle technique innovante et écologique, peut permettre de

résoudre certains problemes de la distillation.

e Extraction par fluide supercritique

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de
I’utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases

liquide et gazeuse et présente des propriétés physico-chimiques différentes, notamment un
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pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés,
90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (COz), principalement pour des raisons
pratiques. En plus de sa facilit¢ d’obtention due a ses pression et température critiques
relativement basses, le CO; est relativement non toxique, disponible a haute pureté et a faible
prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de l’extrait [67]. La SFE est une
technique dite « verte » utilisant pas ou peu de solvant organique et présentant 1’avantage
d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles. Les compositions chimiques des HE
ainsi obtenues peuvent présenter des différences, qualitatives et quantitatives, avec celles issues

de I’hydrodistillation [68.69.70].

11.3 Structure chimique de quelques métabolites secondaires
11.3.1 Les terpénes

» Définition

Dans le regne vegétal, les terpénoides sont des meétabolites secondaires [71]. Les
terpénoides, également appelés isoprenoides, sont des composés chimiques de type terpéne qui
sont de nature hydrophobe. Ce sont essentiellement des hydrocarbures synthétisés a partir de
sous-unités d’isoprene par des réactions de condensation et de cyclisation [72]. De nombreux
terpénoides végétaux ont des qualités aromatiques.
Les terpenes sont des hydrocarbures produits a partir de la combinaison de plusieurs unités
isoprene. Les terpenes sont synthétisés dans le cytoplasme des cellules végétales. Les terpénes

ont un squelette hydrocarboné qui peut étre réarrangé en structures cycliques par des cyclases,

formant ainsi des structures monocycliques ou bicycliques [73].

> Classification

Tableau 11-1 : Classification des terpénes

Mono Sesqui Di SES Tri Tetra Poly
n=2 n=3 n=4 n=5 n=6 n=8 n=n
CioHie CisHos CooH32 CasHao CaoHas CaoHes (CsHg)n
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11.3.1.1 Les monoterpénes

Tableau 11-2 : Quelques exemples des monoterpénes [74]

Ascaridol
Menthone TH=
\O
H_C CH,,
Citronellol
)\/\)\v
CH,
Thymol @\OH
H.C CH,
Menthol
OH
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11.3.1.2 Les sesquiterpenes

Figure 11.1 : Structure de 3-caryophyllene [74]

11.3.1.3 Les diterpénes

Tableau 11-3 : Quelques exemples des diterpénes [74.75]

?im*"
Taxol HaC Hz o
SRS

Phytol Lo

Vitamine A AN R
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11.3.1.4 Les triterpenes et les stéroides

Tableau 11-4:Quelques exemples des triterpenes et les steroides [74]

Oleanane

Testosterone

Quassin

11.3.1.5 Les tétraterpénes

Béta-caroténe

Figure 11.2 : Quelques exemples des tétraterpenes [76]
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11.3.1.6 Les plyterpénes

Caoutchou Gutta-percha

Figure 11.3 : Quelques exemples des plyterpénes [77]

» Le role bioactif des terpenes

Les terpénoides sont connus comme doués de propriéetés antifongiques et antibactériennes. Le
mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il pourrait induire une destruction de la
membrane du microorganisme par une action lipophilique. Les terpénoides sont les plus
représentés dans la constitution chimique des huiles essentielles. Des investigations concernant
les activités biologiques des mono-et des sesquiterpeénes ont prouvé 1’existence des effets
suivants : anesthésique, antihistaminique (allergies), antirhumatismal, diurétique (B-eudesmol),
insecticide, analgésique, toxique (sesquiterpenes) quelquefois, antibiotique, anti-inflammatoire,

anti-cancéreux, irritant et calmant (mono et sesquiterpenes) [78].

11.3.2 Les flavonoides

» Définition

Les flavonoides sont les composés responsables de la couleur des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Certains, comme les chalcones et les flavonols, sont jaunes. Le nom fait
référence au mot latin « flavus », qui signifie jaune. Certains peuvent contribuer a la couleur en
agissant comme co-pigment. Les flavonoides protegent la plante des effets néfastes des UV et
jouent un rdle dans la pollinisation en attirant les animaux par leurs couleurs. La structure de
base des flavonoides est le squelette 2-phénylchromaneoranAr-C3-Ar. Biosynthétiquement, ils
sont dérives d'une combinaison des voies de l'acide shikimique et de l'acétate. De petites
différences dans les modéles de substitution de base donnent lieu a plusieurs sous-groupes;
dans la plante, les flavonoides peuvent se présenter soit sous forme d'aglycones, soit sous
forme de glycosides O ou C. Voir la figure 8 pour les structures de base. Récemment, les

flavonoides ont suscité I'intérét en raison de la découverte de leurs activités pharmacologiques
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en tant quanti-inflammatoire, analgésique, antitumoral, anti-VIH, antidiarrhéique,
antihépatotoxique, antifongique, antilipolytique, anti-oxydant, vasodilatateur, immunostimulant
et anti-ulcérogéne. Des exemples de flavonoides biologiquement actifs sont I'hespéridine et la

rutine pour diminuer la fragilité capillaire, et quercétine comme antidiarrhéique [74].

Figure 11.4 : Structure générale des flavonoides

> Classification

! S~OH I Dihydmﬂavonolsl

concs ;liﬂ/‘/ Inj/ :[ﬂj/ Flavones
Fl.n.mom.s
[ Dihydrochalcones I:Eﬂ/'/
- : / o
&
5 / UL | CH—

o [ )

\\fD;H

[ Flavonols | *TOH
= 5
|
()” 3SSOH

oIl

[ Flavan-3-o1 | [ Flavan-3.4-diol |

Figure 11.5 : Classification des flavonoides
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11.3.2.1 Flavones et flavonols

Les flavones sont caractérisées par la présence d'une double liaison entre les carbones 2 et 3
du squelette flavane, et un groupement carbonyle en position 4 (4-oxo). Le cycle aromatique B
est attaché a la position 2. Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d'un
groupement hydroxyle en position C3. Les principaux flavones sont I'apigénine et la lutéoline.
Elles ont dans la majorité des cas la forme de glycosides. Les flavonols sont beaucoup plus
abondants dans le régne végétal que les flavones et leurs concentrations sont plus élevées. Les

principaux sont la quercétine, kaempférol et myricétine [79].

e Dans la position 2, le flavonoide est appelé flavane.

Figure 11.6 : Structure des flavanes

e Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le composé est appelé

flavanone.

Figure 11.7 : Structure des flavanones

e Si le flavone est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est désigné par

le nom de flavonol.

Figure 11.8 : Structure des flavonols
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e Dans la position 3, le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.
‘ 0
Figure 11.9 : Structure des isoflavanes

e Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé

est désigné par le nom isoflavanol.

OH

Figure 11.10 : Structure des isoflavanol

e Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement carbonyle, le composé est appelé

isoflavanone.

Figure 11.11 : Structure des isoflavanone

e Si la liaison C2-C3 dans le squelette de I’isoflavanone est insaturée le composé est

nommeé isoflavone.

Figure 11.12 : Structure des isoflavone
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11.3.2.2 Chalcones

Les Chalcones, ou 1,3-diaryl-2-propen-1-one, représentent une des classes majeures des
produits naturels appartenant a la famille des flavonoides. Chimiquement, ils sont dépourvus
du cycle C central et constituées par deux unités aromatiques A et B, reliées par une chaine
tricarbonée cétonique insaturée. Les cycles A et B sont équivalents aux cycles A et B des

autres flavonoides mais leurs numérotations sont inversées. Les plus abondants sont : butéine et

phlorétine [79].
O Y ‘

Figure 11.13 : Structure de Chalcones

11.3.2.3 Anthocyanines et anthocyanidines

Les anthocyanines désignent un vaste groupe des flavonoides, ce sont les glucosides des
polyhydroxy et polymétoxy des derivés de 2-phenylbenzopyrylium ou les sels de flavylium.
Les différences de structures entre les anthocyanines sont reliées au nombre de groupes
hydroxyles, la nature et le nombre de sucres attachés a la molécule, la position de cette liaison,
la nature et le nombre des acides aliphatiques ou aromatiques attachés au sucre dans la

moléculeLes plus importants sont : pélargonidine, cyanidine et péonidine [80.81].

Figure 11.14 : Structure des anthocyanidines

» Le rdle des anthocyanidines

Les anthocyanes sont les composés responsables des couleurs rouge, rose, mauve, violet, bleu
ou violet de la plupart des fleurs et des fruits. Ces pigments hydrosolubles se présentent sous
forme de glycosides (anthocyanes sensu stricto) et de leur aglycone (anthocyanidines). lls sont

dérivés du cation 2-phényl benzopyrylium, plus communément appelé cation flavylium. La
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cyanine est un exemple d'anthocyanine. L'anthocyane se trouve dans tous les Angiospermes,
sauf pour la plupart des especes de l'ordre Caryophyllales : seules les especes des familles
Caryophyllaceae et Molluginacea en contiennent ; dans d'autres familles (ex : Chenopodiaceae,
Cactaceae), la pigmentation est due aux bétalaines. L'application des anthocyanes est en tant
gu'additif alimentaire, par exemple dans les boissons, les confitures et les produits de
confiserie. Les activités pharmacologiques sont similaires aux flavonoides par exemple pour

diminuer la perméabilité capillaire et la fragilité, et comme anti-cedéme [74].

> Le role bioactif des flavonoides

Les flavonoides (ou bioflavonoides) sont un groupe d'environ 4000 composés naturels qui
sont omniprésents dans toutes les plantes vasculaires [82]. Ce sont des pigments responsables
de I'éclat automnal des teintes et des nombreuses nuances de jaune, d'orange et de rouge des
fleurs [83].1ls sont également importants pour la croissance, le développement et la défense
normaux des plantes [84]. Les flavonoides, constituants importants de l'alimentation humaine,
se trouvent dans les fruits (dans les agrumes, ils peuvent représenter jusqu'a 1% de la matiere
fraiche) et les Iégumes. Les boissons comme le vin rouge, le thé, le café et la biére contiennent
également de grandes quantités de flavonoides : en moyenne, l'alimentation quotidienne
contient environ 1 g de flavonoides par jour. Les flavonoides sont également présents dans
plusieurs plantes médicinales, et des remedes a base de plantes contenant des flavonoides ont
été utilisés dans la médecine traditionnelle du monde entier. Il semble donc que ces composes
soient importants non seulement pour les plantes, mais aussi pour les animaux, y compris les
humains. Les flavonoides existent probablement dans le regne végétal depuis plus d'un milliard
d'années. Cette longue interaction entre les flavonoides végétaux et les humains a stimulé
beaucoup d'intérét pour les activités biochimiques et physiologiques de ces produits chimiques
[85].

» Pharmacocinétique des flavonoides

L'étendue de I'absorption des flavonoides est un probléme important non résolu en raison
des donnees limitées disponibles a leur sujet, en particulier chez I'homme. Etudes animales,
montrent que les flavonoides présents dans les aliments doivent étre considérés comme non
résorbables car ils sont liés aux sucres sous forme de P-glycosides (a I'exception des
catéchines). En fait, seuls les flavonoides libres, sans molécule de sucre (appelés aglycones),

seraient capables de traverser la paroi intestinale. L'hydrolyse des liaisons I3-glycosidiques ne
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se produit que dans le cdlon par des micro-organismes qui dégradent en méme temps les
flavonoides alimentaires. C'est parce qu'aucune enzyme capable de rompre la liaison n'est
présente ou secrétée dans l'intestin. Aprés absorption, le métabolisme ultérieur des flavonoides
est assez bien connu des études animales, alors qu'aucune donnée pour I'homme n'est
disponible. Le foie est en grande partie responsable du métabolisme des flavonoides absorbés
[8]. La paroi intestinale et le rein sont les sites secondaires du métabolisme des flavonoides
absorbés. Mais cela dépend des flavonoides : ceux que I'on trouve dans les agrumes sont mal
métabolisés par la microflore intestinale, la quercétine n'est pas absorbée chez I'homme, la
rutine est mal absorbée alors que les procyanidolignanes sont facilement absorbés chez la
souris. Les flavonoides métabolisés par les bactéries intestinales sont convertis en composés de
type hormonal avec de faibles activités cestrogéniques et antifécondatives. Les groupes
hydroxy sont conjugués avec de l'acide glucuronique ou du sulfate et, en outre, une
méthylation peut se produire. Les glucuronides et les sulfates sont excrétés dans la bile. La
possibilité d'un cycle entérohépatique a été postulée : les micro-organismes du c6lon peuvent
hydrolyser les glucuronides et les sulfates, ce qui permet vraisemblablement I'absorption des
aglycones libérés. Les flavonoides, une fois absorbés, influencent de nombreuses fonctions
biologiques, notamment la synthése des protéines, la différenciation de la prolifération
cellulaire et lI'angiogenése, ce qui les rend bénéfiques dans une variété de troubles humains
[86].

» Activités biologique des flavonoides

La grande prévalence des flavonoides et des anthocyanidines dans le régne végétal n'est pas
fortuite ; ils agissent non seulement comme pigments colorés des fleurs mais aussi comme
inhibiteurs d'enzymes, précurseurs de substances toxiques, défense contre l'exposition aux
rayons ultraviolets, agents chélatants des métaux nocifs pour les plantes et agents réducteurs.
De plus, les flavonoides sont impliqués dans la photosensibilisation et transfert d'énergie,
morphogenése et détermination du sexe, niveaux de respiration et de photosynthése, action des
hormones de croissance végétales et des régulateurs [87.88], expression et comportement des
génes. Tout au long de la chaine alimentaire, les animaux et les humains ingerent des
flavonoides, et il existe de nombreuses données concernant un large éventail d'activités
biologiques de ces composés chez I'nomme. Par exemple, ils ont été utilisés en médecine
comme protection de l'intégrité vasculaire [89]. Il a été démontré que certains flavonoides

inhibent l'activité d'enzymes telles que l'aldosoréductase [90] et la xanthine-oxydase [91].
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Enfin, certains flavonoides se sont révélés posséder une bonne activité anti-inflammatoire
[91.92], ce qui était principalement lié a leur inhibition de la production de médiateurs

inflammatoires tels que les prostaglandines, les leucotriénes [93] ou I'oxyde nitrique [94].

11.3.3 Les alcaloides

Il n'est pas facile de définir précisément le terme « alcaloide », car il n'y a pas de frontiére
nette entre les alcaloides et les amines complexes naturelles. A I'heure actuelle, le terme est
utilisé pour les composés dorigine végétale contenant un ou plusieurs atomes d'azote
(généralement dans un cycle hétérocyclique) et ayant généralement une action physiologique
marquée sur les humains ou les animaux. Le terme « proto-alcaloides» ou « pseudo-
alcaloides » est parfois appliqué a des composés dépourvus d'une ou plusieurs des propriétés
des alcaloides typiques, par ex. l'azote dans un systeme de cycle hétérocyclique; les exemples
incluent la mescaline et I'éphédrine. Pour éviter les problémes avec cette définition commune
des alcaloides, certains auteurs proposent une définition plus étroite : un alcaloide est un
composé organique cyclique contenant de l'azote dans un état d'oxydation négatif, qui a une
distribution limitée dans les organismes vivants. Sur la base de leurs structures chimiques, les
alcaloides sont divisés en plusieurs sous-groupes : les alcaloides non hétérocycliques (pseudo)
et les alcaloides hétérocycliques qui sont a nouveau divisés en 12 groupes principaux en
fonction de leur structure cyclique de base. Les alcaloides libres sont solubles dans les solvants
organiques tels que I'éther ou le chloroforme. Les alcaloides réagiront en outre avec les acides
pour former des sels solubles dans l'eau. Il existe quelques exceptions a cette regle générale.
Dans certains alcaloides, par exemple dans la ricinine, la seule paire d'électrons sur I'atome
d'azote peut étre protonée. Un autre exemple est la berbérine, un alcaloide d'ammonium
quaternaire ; la base libre est déja soluble dans I'eau. Physiquement, la plupart des alcaloides
existent sous forme solide, mais certains sont liquides, par ex. nicotine. On pense que les
alcaloides des plantes sont des déchets et une source d'azote. On pense qu'ils jouent un role
dans la protection et la germination des plantes et qu'ils sont des stimulants de la croissance des
plantes [74].
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Tableau 11-5 : Quelques exemples des alcaloides [74]

Isoquinoline

Swi

Tropane

11.3.3.1 Effet pharmacologique des alcaloides

De nombreux alcaloides sont pharmaceutiquement significatifs, par ex. la morphine comme
stupéfiant analgésique, la codéine dans le traitement de la toux, la colchicine dans le traitement
de la goutte, la quinine comme antipaludéen, la quinidine comme anti-arythmique et la
Lhyoscyamine (sous la forme de son melange racémique appelé atropine) comme

antispasmodique et pour la dilatation des pupilles [74].

11.3.4 Les tanins

11.3.4.1 Définition

La chimie des tanins est complexe. La distinction faite dans la littérature entre les tanins
hydrolysables et les tanins condensés est basée sur le fait que des acides ou des enzymes
peuvent hydrolyser les composants ou qu'ils condensent les composants en polymeres. Bien
que non étanche, cette distinction correspond largement aux groupes a base d'acide gallique et
a ceux a base de composants apparentés aux flavanes. De nombreux tanins végétaux ont été
découverts, mais seuls les principaux constituants tannants des groupes de tanins les plus
importants sont répertoriés ici, a savoir le groupe des gallotanins et des ellagitanins, et le

groupe des proanthocyanidines. Les gallotanins et les ellagitanins sont des esters d'acide
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gallique ou de ses dimeres d'acide digallique et d'acide ellagique avec du glucose et d'autres
polyols. Les proanthocyanidines sont des oligomeres de 3-flavanols (catéchines) et de 3,4

flavandiols (leucoanthocyanidines).

11.3.4.2 Classification des tanins

> Les tanins condensés

Les tanins condensés ou pro-anthocyanidines sont des polymeéres d’unités flavannique, le
plus souvent liées entre elles par des liaisons C4-C8. Les précurseurs sont des flavan-3ol et
flavan-3,4 diols. Cette classe de tanins est la plus représentée dans le monde végétale, aussi

bien chez les angiospermes que les gymnospermes [95].

Figure 11.15 : Structure des tanins condensés

» Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de sucre simple (glucose ou xylose principalement)
et d’acide phénolique. Par hydrolyse (acide, alcaline, ou enzymatique) les acides phénoliques
libérés sont 1’acide gallique ou I’acide ellagique ce qui divise ces tanin hydrolysables en deux
sous classes: Les tanins gallique (gallotanins)) et les tanins ellagiques (ellagitanins).
Contrairement aux tanins condensés, ils ne sont présents que chez les dicotylédones. Le plus
connus est 1’acide tanique, d’autres tanins hydrolysables sont extraits industriellement tels ceux
de diverses galles ou Ceeur du bois de variétés de chéne et de chataignier. En milieu acide,
alors que les tanins hydrolysables sont hydrolyses, les tanins condensés donnent des composés
coloreés, les anthocyanidine ; les produits d’hydrolyse tendant a se polymériser, il y a également

apparition d’un précipité de polymeéres insolubles : les pholobaphenes.
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COOH

HO OH

Figure 11.16 : Structure de ’acide gallique

Figure 11.17 : Structure de ’acide ellagique

11.3.4.3 Le role des tanins

Les tanins sont capables de réagir avec les protéines. Apres avoir été traitée avec un tanin,
une peau absorbe la tache et est protégée contre la putréfaction, se transformant ainsi en cuir.
Bien que les tanins soient répandus dans les plantes, leur réle dans les plantes n'est toujours pas
clair. lls peuvent étre une défense efficace contre les herbivores, mais il est probable que leur
role majeur dans I'évolution a été de protéger les plantes contre les attaques fongiques et
bactériennes. Les fortes concentrations de tanins dans les cellules non vivantes de nombreux
arbres (bois de ceeur, écorce), qui autrement succomberaient facilement aux saprophytes, ont
été citées a l'appui de cette hypothese. Certaines autorités considérent les tanins comme des
déchets, et il a également été suggéré que les tanins des feuilles sont des métabolites actifs
utilisés dans les tissus en croissance. Cependant, les tanins des différentes espéces végétales

ont probablement des fonctions différentes [74].
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CHAPITRE Ill: PREENTATION DE LA FAMILLE
VERBENACEE

I11.1 Présentation de la famille Verbénacée

111.1.1 Généralité

La famille des Verbénacées comprend désormais environ 2600 especes regroupées en 100
genres [96].
La famille de plantes VVerbénacées, également connue sous le nom de famille de la verveine, se
compose d'arbres, d'arbustes et d'herbes. Ce sont principalement des plantes a fleurs que l'on
trouve dans les régions tropicales du monde. Les plantes de la famille des Verbénacées sont
bien connues pour leurs utilisations dans les systemes médicinaux traditionnels de divers pays
[97].
Les Verbénacées appartiennent a [’ordre des Lamiales qui sont réputés pour leurs
compositions en huiles essentielles [98]. Ces plantes ont les caracteres communs suivants :

- Un calice persistant gamosepale

- Une corolle gamopétale

- Des étamines a filets libres, insérées sur la corolle, a antheres introrses Un pistil unique

[99].

Les feuilles sont opposées, simples ou composées palmées. Les stipules sont absentes. Les
inflorescences sont généralement cymeuses, épiques, racémeuses ou cymes et plus formant
corybose ou coniforme. Des bractées sont souvent présentes. Les fleurs sont bisexuées,

zygomorphes ou actinomorphes [100].

111.1.2 Quelques espéces da la famille Verbénacee

Tableau I11-1 : Quelques espéces de la famille Verbénacées [101]

Photo Nom Nom scientifique

Vanillier de Duranta erecta L.

Cayenne
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Vanillier de
Cayenne blanc

Duranta serratifolia
(Griseb) Kuntze.

Camara

Lantana camara L

Thym espagnol

Lippia micromera
Schauer

LianeSaint-Jean.

Petrea volubilis L

Stachytarpheta
i jamaicensis (L) Vahl.
Epi bleu
Stachytarpheta
i mutabilis (Jacqg.) Vahl.
Epi rose
Stachytarpheta
urticifolia (Salisb) Sims
Herbe bleue
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Verveine

Verbena officinalis

Verveine hybride

Verbena x hybrida

111.1.3 Variétés et espéces

Il existe deux espéces de Verbena officinalis utilisées en herboristerie qui font aujourd’hui

partie de deux genres différents :

» La verveine odorante (Verbena triphylla ou Lippia citrodora) encore appelée verveine

» La verveine commune (Verbena officinalis), plante a feuilles opposées par deux

citronnelles.
Tableau I11-2 : Variétés de Verbena officinalis [102]
Nom
francais Nom latin Principes Activités Partie
actifs pharmacologiques concernée
Eupeptique Tiges +
Antalgique Feuilles
Verbena Verbenalol ) )
o Antispasmodique
) officinalis
Verveine
Anti-inflammatoire
Antinévralgique
Verbena Citral Z L ] Feuilles
) Antidépressive
triphylla o
Sédative
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111.1.4 Principaux pays producteur et exportateurs de la Verbena officinalis

» Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour méditerranéen

(Maroc, Algérie, Turquie etFrance...), I'Afrique du sud et I'inde.

» Les pays exportateurs sont le Chili et le Maroc [103].

I11.2 Verbena officinalis

111.2.1 Description butanique

La Verbena officinalisest un sous arbrisseau vivace de la famille des Verbénacées [104]

mesurant 1,50 a 3,00 m de hauteur [105]. Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches

droites et ramifiées [106], portant des feuilles vertes pales, allongées, celle-ci ont une longueur

de 3 a 7 centimetres et une largeur de 1 a 2 centimeétres, verticillées par trois ou quatre sur les

tiges, a pétioles trés courts, rudes au toucher [107].

Figure 111.1 : Photographie des fleurs et feuilles de Verbena officinalis [107]

111.2.2 Quelques espéces de Verbena officinalis

>

>
>
>
>

Verbena bonariensis, la verveine de Buenos-Aires
Verbena canadensis, la verveine du Canada
Verbena hastata, aux épis allongés

Verbena x hybrida, la verveine des jardins

Verbena rigida, la verveine rugueuse [108].
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111.2.3 Systhématique de Verbena officinalis

Tableau I11-3 : Position systématique de 1’espéce Verbena officinalis [107]

Régne Plantea
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre verbena

111.2.4 Utilisation traditionnelle

Depuis les temps les plus reculés, la Verbena officinalis fut un remeéde universel en raison
de ses propriétés importantes. La Verbena officinalis est une plante fortifiante et tonique,
facilite la digestion et soulage le stress et 1’anxiété, renferme également des vertus anti-
inflammatoires or elle soulage certains rhumatismes et douleurs, De plus cette plante a des
effets relaxants et favorise aussi 1’appétit. En usage interne, elle est consommée en tisane
favorisant le sommeil et calmant les affections de la peau dues aux piqures d’insectes a titre

d’exemple [109].

111.2.5 Mode préparation de I’infusé

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de 1’eau bouillante sur
les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs principes
actifs. En laissant reposer la mixture pendant 5 a 10 minutes. Elle convient pour 1’extraction de
parties délicates ou finement hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines,
ayant des constituants volatiles ou thermolabiles comme les huiles essentielles [110].

Pour conserver les infusions, il faut les embouteiller a chaud (a environ 80 °C ou 90- 100°C

selon les plantes), elles sont stockées pour quelques jours au froid [111].
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CHAPITRE IV: ACTIVITE BIOLOGIQUE

IV.1 Activité antioxydant

1VV.1.1 Introduction

Pendant fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours de I’homme pour la

fabrication de remedes pharmaceutiques.

En effet, les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans le systéeme de soins traditionnels et dans les différentes industries : en alimentation, en
cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés, on retrouve dans une grande mesure

les métabolites secondaires qui sont illustrés en thérapeutique [112].

1VV.1.2 Définition

Le terme d’antioxydant désigne « toutes substances présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, qui possédent des propriétés allant bien au-dela de leur
capacité a pieger les ERO [113] et retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce
substrat » [114].

IV.1.3 Le stress oxydant

Le stress oxydatif, résultant d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les
défenses antioxydants, est associé a dommages a une large gamme d'espéces moléculaires, y
compris les lipides avec une perturbation des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et

de cancérisation [115].

1VV.1.4 Radicaux libre

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Espéces, atomes, molécules ou des fragments
moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la couche

périphérique du squelette moléculaire [116].

IV.1.5 Les antioxydants
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1VV.1.5.1 Définition

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de facon
constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des

cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule [116].

IVV.1.5.2 Mécanisme d’action des antioxydants

» Antioxydant primaire ou piégeurs des radicaux libres

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de 1’oxydation
en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres vers leurs formes
inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des composés phénoliques capables de
donner un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir en un composé stable non

radicalaire) [117].

» Antioxydant secondaires ou préventifs

IIs englobent une large gamme de différentes substances chimiques qui inhibent I’oxydation
des lipides par differents mécanismes. Les antioxydants secondaires sont généralement reliés a
I’inhibition de facteurs initiant 1’oxydation. Ce sont des substances décomposant les hydro-
peroxydes en alcool, comme thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des
protecteurs vis-a-vis des UV, comme les carotenes, les chélatants des métaux pro-oxydatifs
type fer et cuivre, comme l'acide citrique ou enfin de séquestrant d'oxygéne comme l'acide

ascorbique [118].

IVV.1.5.3 Utilisation des antioxydants

e L'industrie des matieres plastiques : des additifs sont utilisées pour protéger les
polymeéres de l'oxygene de 1’air.

o L'activité éventuelle de molécules médicamenteuses déja connues, qui présentent les
avantages d'une biodisponibilité et de paramétres pharmacocinétiques et
toxicologiques déja bien connus.

e Sont concernées par 1’utilisation dans 1‘industrie alimentaire.
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e L'industrie de lubrifiants : elle produit notamment les huiles pour moteurs et
transmissions automobiles.
e L'industrie cosmétique : les molécules utilisées sont plus ou moins les mémes que

dans I’industrie alimentaire [119].

1V.2 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

L’activité antioxydant est la capacité a piéger les radicaux libres, par rapport & un atome
d’hydrogeéne ou a un électron et la stabilisation des espéces formées. Sur la base de cette
activité, ils existent plusieurs méthodes pour mesurer l'activité antioxydant dans un systeme
biologique in vitro, mais il reste trés compliqué in vivo. Elles peuvent étre classées en deux
groupes selon deux mécanismes: soit par le transfert d’atome d’hydrogene, soit par le transfert

d’un simple électron. Parmi ces techniques, nous mentionnons:
> La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne).
> La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants).
> La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).
> Le teste de piégeage du radical ABTS.
> La méthode TRAP (Parameétre du piégeage du radical total).
> Méthode DMPD (dichlorhydrate de N, N-diméthyl-p-phényléne diamine).

> Activité de chélation des métaux [120].

1VV.2.1 Test au DPPH

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans I'analyse de
I'activité antioxydant. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux
libres stables. Cette stabilité est due & la délocalisation des électrons libres au sein de la
molécule. La présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPH" par un agent antioxydant entraine un changement

de couleur de la solution du violet au jaune [121].
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Figure IV.1 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite [122]

IV.2.2 Test de la réduction du fer (FRAP)

Cette méthode basée sur le changement de coloration lors de la réduction du fer aprés un
transfert d’électrons, c’est un passage de I’ion ferrique (Fe®") a I’ion ferreux (Fe®"). Les
résultats sont obtenus lorsque I'absorbance augmente a 593 nm et peuvent étre exprimés en
équivalents micro molaires Fe?* ou par rapport a un étalon antioxydant. La capacité de
réduction mesurée ne reflete pas nécessairement l'activité antioxydant. Au lieu de cela, il
fournit une concentration «totale» tres bénéfique d'antioxydants, sans mesurer ni mettre en
commun la concentration de tous les antioxydants impliques. La méthode a eté appliquée a
l'origine au plasma mais a été étendue a d'autres fluides biologiques, aliments, extraits de
plantes, jus, etc... [123].

IV.2.3 Test ABTS

Lors de la mise en ceuvre de ce test, ’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du
persulfate de potassium pour former le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert.
L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS™ en ABTS.
L’activité antioxydant est déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime par le
pourcentage d’inhibition (PI) de I’absorbance a 734 nm, longueur d’onde a laquelle le radical

ABTS" présente une bande d’absorption caractéristique [124].
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Figure 1V.2 : Formation du radical cation ABTS++ a partir de I’ABTS [125].

39



Chapitre V Partie expérimentale

CHAPITRE V: PARTIE EXPERIMENTALE

Introduction

La partie expérimentale a été réalisée dans le laboratoire de chimie organique du
département de chimie a I'université de Jijel, notre travail repose sur I’étude de la composition
chimique des metabolites secondaires et des huiles essentielles obtenue a partir de 1’espéce

Verbena officinalis qui est une plante médicinale appartenant a la famille des verbénacées.

V.1 Etude phytochimique des métabolites secondaires
V.1.1 Matiére végétale

V.1.1.1 Récolte de la plante

L’espéce Verbena officinalis a été récoltée de la région de Chekfa daira de Chekfa, Wilaya

de Jijel.

V.1.1.2 Extraction

Cette étape consiste a extraire le maximum de métabolites secondaires contenus dans les
feuilles de la plante sécheée, en utilisant des solvants organiques volatils adéquats, qui

augmentent le rendement d’extraction.

V.1.1.3 Extraction liquide - liquide

Cette étape repose sur la spécificité, la différence de polarité et la densité, entre les solvants
organiques utilisés et les métabolites secondaires extraits, ce qui permet la séparation des
métabolites secondaires en trois types de familles de composés : composés apolaires,

moyennement polaires et polaires.

V.1.1.4 Protocole d’extraction

Apres séchage, les feuilles de 1’espéce Verbena officinalis (100 g) ; ont été soumises a une
maceération a la température ambiante dans un milieu hydro-alcoolique (mélange Méthanol/Eau
; 70/ 30) pendant 24 heures cette opération est répétée 3 fois, par la suite on procede a une
filtration. Le filtrat obtenu est concentré 1’aide de rota vapeur sur pression réduite. Apres la
filtration on ajoute 250 ml de 1’eau distillée et on procede a des extractions successives, dans

une ampoule a décanter, en utilisant des solvants de polarité croissante : le chloroforme,
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I’acétate d’éthyle et ensuite le n-butanol, en utilisant & chaque fois 250 ml de chaque solvant,

I’opération est répétée deux fois.
«+ Extraction par le chloroforme (CHCIs) : obtention de la phase chloroformique.
« Extraction par 1’acétate d’éthyle (AcOEt) : obtention de la phase acétate d’éthyle.
«» Extraction par le n-butanol: obtention de la phase n-butanolique.

Les 03 extraits sont évaporés a sec et pesés :

Figure V.1 : Macération de plante

Figure V.2 : La filtration a 1’aide du papier filtre
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Figure V.4 : Extraction par solvant (décantation)
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Matiére végétale =100 g

- Macération a froid dans un mélange
MeOH+ eau distillée (7/3) (2x24h)

- Filtration

Solution d’hydro-alcoolique

il Concentration a sec

Extrait brute

- D’élution avec 250 ml eau distillée

Solution aqueuse

- Extraction par CHCI3 (2x250 ml)

- Décantation

} }

Phase aqueuse Phase chloroformique
- Extraction par AcOEt l - Evaporation a sec
(2x250 ml) Extrait de CHCI3=0.59 g
- Décantation
> Phase d’ AcOEt
l - Evaporation a sec
Extrait d’AcOEt =0.817 g
v

Phase aqueuse —> Phase n-butanolique

l - Evaporation a sec

Extrait n-butanol =7.11 g

Figure V.5 : Protocole d’extraction des métabolites secondaires
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V.2 Méthodes chromatographique de séparation et purification
V.2.1 Chromatographie sur couche mince

V.2.1.1 Principe

Il repose sur la séparation des substances chimiques par migration et adsorption sur un
support ou phase stationnaire polaire, dans une phase mobile ou éluant, en fonction de leur

nature, du pouvoir éluant de la phase mobile, du pouvoir adsorbant du support [126].
V.2.1.2 Protocole de CCM sur gel de silice
Phase stationnaire : Plaque en aluminium recouverte de gel de silice.
Phases mobiles : Chloroforme/ AcOEt a différents pourcentages.
Chloroforme/ MeOH a différents pourcentages.

Le but de cette opération est la recherche d’un bon systeme de séparation. Pour cela on a
pris des petites plaques CCM sur lesquelles on a déposé de petites quantités des phases
extraites prealablement dissoutes dans une petite quantité de solvant. Les plaques sont ensuite
introduites dans une cuve contenant le syst¢tme d’élution. La visualisation des plaques est

effectuée sous une lampe UV, en utilisant deux longueurs d’onde : 365nm et 254nm.

V.2.2 Les essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince
(CCM)

Les 3 phases obtenues a savoir la phase chloroformique, la phase acétate d’éthyle et la
phase n-butanolique ont été soumis a I’analyse photochimique par chromatographie sur couche
mince (CCM). Cette analyse nous a permis d'avoir une idée sur la richesse de chaque phase en

métabolites secondaires.

V.3 L’analyse des extraits
V.3.1 L’analyse quantitative

V.3.2 Dosage des polyphénols totaux
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» Principe

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des complexes
ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et phosphotungstique
(réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques. Il en résulte la formation d’un
complexe bleu qui accompagne 1’oxydation des composés phénoliques et qui est stabilisé par
I’addition de carbonate de sodium (Na2CO3). Le dosage des phénols totaux est effectué par la
comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de

concentration connue [127].

» Mode opératoire

Dans un tube a essai 1 ml de I'extrait méthanolique dilué (5 pg/ml) a été introduite, 1 ml de
Folin - Ciocalteu (11%) a été ajouté, ainsi que 0.8 ml de bicarbonates de sodium (Na2COs)
(7.5%). Laisse Incuber pendant 30 minutes. Lire I’absorbance au spectrophotomeétre UV (A =
760 nm).

1 ml de I’extrait (5pg/ml)
1ml de 1ml de réactif
Na.CO3 Folin-
(7.5%) Ciocalteu

30 min a température ambiante et a 1’obscurité

Lecture a 750 nm

Figure V.6 : Protocole de dosage des composés phénoliques

» Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux a été déterminée en se référant a la courbe

d'étalonnage obtenue a différentes concentrations en acide gallique (mg/g) suivant le méme
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protocole de dosage des polyphénols exprimé en mg équivalent d'acide gallique par gramme de

I'extrait sec (mg EAG/g Extrait sec).

V.3.2.1 Dosage des flavonoides totaux

» Principe

La quantification du contenu flavonoides des différents organes de la plante est estimée par
la méthode du trichlorured’aluminium (AIClz).Le principe de la méthode estbasé sur
I’oxydation des flavonoides par ce réactif (AlCl3), elle entraine la formation d’un complexe

brunatre qui absorbe a 510 nm [127].

» Mode opératoire

Iml de I’extrait été ajouté dans un tube a essai,avec 1ml de (AICIl3) (1g dans 50ml de

méthanol).

1ml d’extrait

Iml d’AlCl3

Incubation pendant 10 min a température ambiante et

a I’obscurité

Lecture a 430 nm

Figure V.7 : Protocole de dosage des composés des flavonoides

» Expression des resultats

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d'étalonnage linéaire

obtenue avec différentes concentrations (mg/g) de la quercetine utilisée comme standard.
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Lateneur en flavonoide est exprimée en milligramme d'équivalent de quercetine par gramme

d'extrait (mg EQ/g Extrait sec).

V.3.3 L’analyse qualitative

V.3.3.1 Screening photochimiques

L’un des buts essentiels d’un test photochimique consiste dans la détection des différentes
familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basees sur des phénomeénes de précipitation
ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi que des
examens en lumiére ultraviolette [128].

Dans notre étude expérimentale nous avons utilisé les techniques standards décrites par
Terease et Evans, Harborne, Bruneton [129.130.131].

a) Test pour la mise en évidence des flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait a tester, ajouter Iml d’acide chlorhydrique (HCI)
et 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rouge ou jaune révele la présence
des flavonoides.

b) Test pour la mise en évidence des tanins

A 1ml d’extrait a analyser, ajouter 0.5ml d’une solution aqueuse de FeCls a 1%. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.

c) Test pour la mise en évidence des alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et Wagner.
1ml de chaque extrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par 0.5ml de
réactif de Mayer, ’autre par 0.5ml de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou
brun, respectivement révele la présence des alcaloides.

% Réactif de Mayer : on dissout 1.758g de HgCl> dans 60 ml de 1’eau distillée, puis 5g de KI
dans 10 ml de I’eau distillée, et on mélange les deux solutions.

% Réactif de Wagner : on dissout dans 75ml de I’eau distillée 2g de KI et 1.27g de I, le

volume est ajusté & 100ml avec de ’eau distillée.

d) Test pour la mise en évidence des terpénoides

Sml d’extrait est ajout¢ a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et un couleur marron a l’interphase indique la présence des
terpénoides.

e) Test pour la mise en évidence des quinones
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Sur un volume de I’extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH, 1’apparition d’une couleur
jaune, rouge ou violet confirme la présence des quinones.

f) Test pour la mise en évidence des coumarines

Introduire 5ml d’extrait dans un tube, ajouter 0.5ml de NHsOH a 10%, mélanger et observer

sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.
V.4 Evaluation de I’activité antioxydante

V.4.1 Test de piégeage du radicale DPPH

V.4.1.1 Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris a 517 nm. Sa couleur disparait rapidement lorsque le
DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine (jaune) par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (Figure V.8). L’intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons [132].
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Figure V.8 : Forme réduite du radical DPPH [133]

V.4.1.2 Mode opératoire

Préparation d’une solution du DPPH a I’avance (1h) car la solubilisation est difficile. On
dissout 2.32mg du DPPH dans 100ml de MeOH, puis on fait 1’agitation pendant 1h a 4°C a
l'obscurité. 50ul de chaque solution éthanolique des différents extraits a différentes
concentrations sont ajoutés a 1950ul d'une solution éthanolique de DPPH, un blanc a été
préparer on paralléle, en mélangeant 50ul de 1’éthanol avec 1950ul d'une solution éthanolique

de DPPH a la méme concentration utilisée, en ce qui concerne le contrdle négatif.
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Apres incubation a l'obscurité pendant 30 minutes dans le bain a ultrasons, I’activité
antiradicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH" a été évaluée par spectrophotométrie UV
visible en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur
violette a la couleur jaune mesurable a 515nm [134]. En calculant pour chaque concentration le

pourcentage d’inhibition correspondant (P1%), qui est donné selon la formule suivante :

P1% = [(A (control négative) — A (extrait)) / A (control négative)] x100

A (control négative) : Correspond a 1’absorbance du la solution (DPPH) sans antioxydant
apres le temps de réaction.

A (extrait): Correspond a 1’absorbance de la solution d’échantillon avec DPPH aprés le temps
de réaction.

Puis on peut tracer la courbe, qui représente la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations de 1’extrait. Cela permet de déterminer 1’ICso, la concentration de
I’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de forme réduite du radical DPPH. 11 faut rappeler

que plus la valeur d’ICspest petite, plus 1’activité antioxydant d’extrait est grande.

50ul de chaque extrait 1950ul de DPPH

Incubation pendant 30 min a
température ambiante et a

I’obscurité

!

Lecture a 515 nm

Figure V.9 : Protocole d’étude de I’activité antiradicalaire
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Figure V.10 : Test d’activité antioxydant par la réduction du radical DPPH

V.4.2 Test de réduction de fer (FRAP)

V.4.2.1 Principe

Cette méthode est basée sur la réduction de Iion ferrique (Fe®") en ion ferreux (Fe?"), et
permet d’évaluer le pouvoir réducteur des composés. La présence des réducteurs (AH) dans les
composés a tester provoque la réduction du complexe Fe3* ferricyanure a la forme ferreux. Par
conséquent, le Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant 'augmentation de la densité

de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm [135].

Figure V.11 : Coloration bleu cyanée de la réduction de fer

V.4.2.2 Mode opératoire

Un millilitre de I'extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2.5ml d'une solution
tampon phosphate 0.2 M (PH 6.6) et 2.5ml d'une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s & 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min. Ensuite 2.5ml
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d'acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifuges
a 3000 rpm pendant 10min puis ajouté 2.5ml d'eau distillée et 0.5ml d'une solution aqueuse de
FeCls (Chlorure ferrique) a 0.1%. La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700
nm [136].

V.4.3 Test de piégeage du radical ABTS™*

V.4.3.1 Principe

La méthode d’ABTS est basée sur la capacité d'une molécule a piéger le radical ABTS ™ de
couleur bleu vert pour le convertir a la forme non radicalaire incolore [137]. L’ABTS est
préalablement oxydé avec du persulfate de potassium (K2S20s) pour former le radical
cationique ABTS"*de coloration bleu-vert (Figure V.12). L'addition d'un composé antioxydant
engendre la réduction, donc l'activité antioxydant est déterminée par la décoloration de la
solution et s'exprime par le pourcentage d’inhibition (PI) de I’absorbance a 734 nm, longueur

d'onde a laquelle le radical présente ABTS"* une bande d'absorption caractéristique [138.139].

BRRE |

i A -

Figure V.12 : Coloration bleu-vert d’ABTS

V.4.3.2 Mode opératoire

50ul de chaque solution a été ajouté a 1950ul de solution ABTS™* diluée dans I'éthanol.
Parallelement, un blanc a été préparer on parallele, en mélangeant 50ul de 1’éthanol
avec1950ul d'une solution éthanolique de ABTS, l'absorbance a été mesurée aprés 1 heure

d'incubation a température ambiante & 734 nm [139].
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50ul de chaque extrait 1950ul d’ABTS

Incubation pendant 1 heure a
température ambiante et a

I’obscurité

Lecture & 734 nm

Figure V.13 : Protocole d’étude de 1’activité antiradicalaire

V.5 Etude chimique des huiles essentielles

V.5.1 Procédé d’extraction des huiles essentielles

Dans un ballon de 2000ml, on introduit 100g de feuille de Verbena officinalis et I’cau distillée.
Le mélange est chauffé a reflux pendant 4 a 5h & 100°C. Le ballon est reliée a I’aide d’un
raccord a un réfrigérant. Ce, dernier permet de condenser les vapeurs provenant du mélange.
La vapeur d’eau va entrainer les molécules odorantes et va passer dans le réfrigérant a eau ou
le mélange est rendu liquide. Les vapeurs chargées d’huiles se condensent en traversant le
réfrigérant, et 1’hydrodistillat obtenu est récupérée dans une ampoule a décanter, sachant que
I’eau et I’huile se séparent par différence de densité. Les huiles essentielles sont conservées

dans un flacon en verre opaque a 4°C a 1’abri de la lumiére.

V/.5.2 Calcule du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de 1’huile essentielle extraite et
la masse de la plante seche traitée. Le rendement en pourcentage (R%)est calculé par la
formule suivante : R% = mge/mp X100

Ou:

R: rendement d’huile essentielle en %.
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Mue : C’est la masse de I’huile essentielle extrait en g.

mp : C’est la masse de la plante traitée en g.

V.5.3 Analyse chromatographique de la composition chimique des huiles
essentielles

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles, extraites des plantes, a été
effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
MS).Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse est une
technique d’analyse qui posséde plusieurs atouts : le chromatographe en phase gazeuse permet
de séparer les constituants d’un mélange. Le spectrometre de masse associé permet d’obtenir le

spectre de masse de chacun des constituants et bien souvent de les identifier [140].

V.5.3.1 Principe

L'identification des composes a eté réalisée par comparaison de leurs spectres de masse ou
se passe la fragmentation des molécules. Cette fragmentation se produit lors d’un
bombardement sous vide par des électrons d’énergie controlée. La séparation des ions ainsi
formés, faite selon leur rapport masse/charge dans un tube analyseur, constitue le principe de

base de la spectrométrie de masse.

V.5.3.2 Condition opératoire

Colonne : OV1701 (25m)
- Epaisseur de film 0,25um
- Gaz vecteur : Hélium
Energie d’ionisation : 70 Ev
- Température de I’injecteur : 230°C
- Température de détecteur : 280°C
- Programmation du four 70°C pendant 3 min, 130°C pendant 5min, 3 min a 240°C

- Injecteur mode split
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CHAPITRE VI: RESULTATS ET DISCUSSION

V1.1 Extraction liquide- liquide

Cette étape repose sur la spécificité et la polarité des solvants organiques utilisés :
e Extraction par le chloroforme : qui est un solvant organique apolaire, entraine souvent
les composés apolaires.
e Extraction par I’acétate d’éthyle : qui est un solvant moyennement polaire, extrait
géneralement les molécules moyennement polaires.
e Extraction par le n-butanol : qui est un solvant polaire, entraine essentiellement les

composés polaires.

VI1.1.1 Le rendement des extraits des trois phases

Les trois extraits récupérés apres évaporation a sec, ont été pesés pour déterminer la masse

seche obtenue, les résultats sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau VI-1 : Résultats obtenus des extraits

Matiere végétale Extrait Masse Rendement
Chloroforme 0.59¢g 0.59 %
100g - -
Acétate d’éthyle 0.817¢g 0.817 %
n-butanol 7119 711 %

54



Chapitre VI Résultats et discussion

Rendement (%)
L= MW B O ~l ©0

Cloroforme AcOEt n-butanol

Extrait
Figure V1.1 : Histogramme représentatif du rendement des trois extraits

D’aprés les résultats obtenus, on constate que 1’extrait n-butanolique présente le rendement
le plus élevé, donc il est le plus riche en métabolites secondaires, puis I’extrait acétate d’éthyle

et enfin I’extrait chloroformique qui est le moins riche.

V1.1.2 Résultats de la CCM de P’extrait CHCl3 et d’AcOEt et n-butanol

Apres plusieurs essais des systemes d’élution, on a trouvé la phase mobile adéquate pour la
séparation des différents composants des extraits. Les plaques CCM réveélent une série de

taches indiquant la richesse de chaque extrait en produits.

Systeme : (chloroforme/acétated’éthyle : 2/1)
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Systeme : (chloroforme/méthanol : 11/1)

Figure V1.2 : Résultats de la CCM des trois phases

V1.2 L’analyse des extraits
V1.2.1 L’analyse quantitative

VI1.2.1.1 Teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour chaque
extrait a partir d'une gamme étalon établie avec différentes concentrations d'acide gallique qui
est utilisé comme un référence (I'équation standard de courbe : Y= 0.0578x-0.0058 ; R? =
0.9981) (figure VI.3). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalant d'acide gallique
par un gramme de I’extrait sec (mg EAG/1g EXS). En plus de sa sensibilité, cette méthode de
dosage représente une reproductibilité puisque 1’absorbance est proportionnellement liée a la

concentration d’acide gallique utilisé dans la gamme d’étalonnage.
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0
0.6 1 Acide gallique
0

Absorbance

y =0,0578x - 0,0058
R*=0,9981

6 8 10 12
C(ng/ml)

Figure V1.3 : Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats de I'analyse quantitative obtenus par spectrophotométrie UV -visible des trois
extraits : chloroformique, acétate d’éthyle et n-butanolique, des parties aériennes de la plante

sont représentés dans la figure (V1.4).

140

120 {~

100

(2]
o

60
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Concentration(mg/g)

20

Chloroforme Acétate n-butanol
Extrait

Figure V1.4: Teneur en polyphénols des extraits ; CHCl3z ; AcOEt et n-BuOH

Tableau VI-2 : Résultats de la quantification spectrophotométrique des polyphénols totaux

Phase Chloroforme ACcOEt n-butanol
Teneur en mg EAG/g 67.74 ' 121.04 77.78 '
EXS
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D’aprés les résultats, on constate que tous les extraits de la plante sont riches en
polyphénols mais avec des pourcentages différents. Le tableau (VI1.1) montre que le acétate
d’éthyle représente la teneur la plus élevée (121.04 mg EAG /g EXS) suivi par n-butanol
(77.78 mg EAG /g EXS) et I’extrait Chloroformique (67.74 mg EAG/g EXS).

V1.2.1.2 Teneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides dans les extraits ont été estimées par la méthode utilisant AICls.
Une couleur jaune est observée aprés l'ajout du trichlorure d'aluminium a la solution
éthanolique de la quercetine, qui est un flavonoide trés connu de la famille des flavonols, ce
dernier est utilisé comme une référence pour la réalisation de la courbe d'étalonnage dans la
gamme de concentration (80a 320 mg/g) .Les résultats sont représentés sur I'histogramme de
(figure VL.5). La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de quercetine par

gramme d'extrait (mg EQ /g EXS).

2 -
8 La quercetine
[
c 1,5 1
o]
[
2
Qo 1
<

y=0,3519x - 0,1125
2 _
05 | R? = 0,9885
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
C(ng/ml)

Figure VL5 : Courbe d'étalonnage de la quercetine

L’histogramme en flavonoides des extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH sont présentées dans la

figure suivante :
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Concentration(mg/g)

Chloroforme AcOEt n-butanol
Extrait

Figure V1.6 : Teneur en flavonoides des extraits

Tableau VI-3 : Résultats de la quantification spectrophotométrique des flavonoides totaux

Phase Chloroforme Acétate d’éthyle n-butanol
Teneur en mg EQ /g 7.12 49.19 241
EXS

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium
révele que ’extrait acétate est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 49.19 mg EQ /g
EXS suivi par I’extrait chloroforme et en derniére position on retrouve 1’extrait n-butanol

(2.41 mg EQ /g EXS).

V1.2.2 L’analyse qualitative

V1.2.2.1 Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plantes, obtenue sur différents
extraits préparés a partir des feuilles 1’espéce. La détection de ces composés chimiques en
utilisant des réactifs spécifiques basée sur des réactions de précipitation et d’un changement de
couleur spécifique ou un examen sous la lumiere ultraviolette. Le Tableau (V1.4) regroupe les
résultats des tests chimiques réalisés sur la plante Verbena officinalis.

Les résultats ont été évalues comme suit :
(+++) : Abondant ;
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(++) : Moyennement abondant ;
(+) : Faiblement abondant ;
(-) : Absence ;

Résultats et discussion

Tableau VI-4 : Criblage photochimique de Verbena officinalis

Métabolite Couleur
Testé Extrait résulte Résultats Photographié des résultats
Chloroformique Coloration -
Bleu-noiratre
Flavonoides Acétate Coloration
d’éthyle Jaune +
n-butanolique Coloration
Rouge +
Chloroformique Coloration +++
Bleu-noiratre
Tanins
Acétate Coloration +++
d’éthyle Bleu-noiréatre
Coloration
n-butanolique Bleu-noiratre +++
Coloration
Chloroformique Jaune -
.. (W - wm LULSE g,
tArLci?éorl)(;i Acétate Coloration - ; 1 e
hagod d’éthyle Jaune clair + _— N
réactif de ey e
Mayer e g
n-butanolique Coloration ++
Brun
Chloroformique Coloration
Rouge -
Alcaloide i
traité par Acetate Coloration 4 ‘é
réactif de d’éthyle Rouge - = —
Wagner She- oo 2l
n-butanolique Coloration
Rouge -
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Chloroformique

Formation +++
de deux
Terpénoides Acétate phases et
d’éthyle un couleur ++
marron
n-butanolique +
Chloroformique Marron -
Acétate Orange +
Quinones d’éthyle
n-butanolique Orange +
Chloroformique | Fluorescence -
Vert
Acétate Fluorescence
Coumarines d’éthyle jaune +
n-butanolique Fluorescence
Jaune ++

V1.2.3 L’activité antioxydant

V1.2.3.1 Evaluation de ’activité antioxydante par le test de piégeage du DPPH

L’activité anti radicalaire des extraits vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par

spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par son passage de

la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515 nm. En calculant pour chaque

concentration le pourcentage d'inhibition correspondant, pour cela on a tracé la courbe, qui

représente la variation du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations de I'extrait

Cela permet de déterminer I'lCso, la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50% du

radical DPPH.
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Figure V1.7 : Représentations graphique des pourcentages d’inhibitions du radical DPPH en

fonction des concentrations

Tableau VI-5 : Activité antioxydante exprimée en I1Cso des extraits de 1’espéce Verbena

officinalis et celui de 1’acide ascorbique

Extrait phases 1Cso (ug/ml) + Ecart
type
Chloroformique 523.83 £ 41.28
Les phases
Acétate d’éthyle 5.47 £ 0.0056
n-butanolique 4.3+3.18
Acide ascorbique 13.37 £0.20

Les résultats obtenus montrent que 1’ensemble des extraits étudiés de Verbena officinalis

révelent des propriétés antioxydants intéressantes ce qui se manifeste par des faibles valeurs
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d’ICso notamment les extraits n-butanolique et acétate d’éthyle. L’extrait n-butanolique montre
la meilleure activité antioxydant avec une ICsp égale a 4.3ug/ml. Cependant, 1’extrait
chloroformique montre une activité antioxydant relativement faible avec une ICso égale a
523.83ug/ml. Il ressort donc que 1’extrait n-butanolique constitue un bon piégeur des radicaux
libres. De plus, il est clair que l'activité antioxydant des extraits varie proportionnellement avec
la polarité des solvants utilisés. En effet, les extraits ayant la plus grande capacité de piégeage
des radicaux sont les extraits obtenus par des solvants polaires et moyennement polaires ; n-

butanol et acétate d’éthyle.

En comparant ces extraits avec le témoin positif antioxydant, I'acide ascorbique (ICso égale
13.37 pg/ml), nous constatons que l'extrait acétate d'éthyle et n-butanol est presque 3 fois plus

actif que le témoin positif antioxydant, I'acide ascorbique (tableau V1.5).

V1.2.3.2 Evaluation de ’activité antioxydant au test de piégeage du FRAP

Le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme indicateur de son activité
antioxydant, c’est I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire le fer ferrique
(Fe**) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe?"). L’activité antioxydant totale a été
mesurée par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 700 nm. Une valeur élevée
d’absorbance indique une activité antioxydant totale plus forte. Les graphes ci-dessous
représentent la variation de 1’absorbance en fonction des concentrations des extraits, cela

permet de déterminer I'lC so.
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Figure V1.8 : Représentations graphiques des absorbances du radical FRAP en fonction des

concentrations

Tableau VI-6 : Absorbance des composés a 10ug/mi

Les phases

Acide ascorbique

Chloroformique

Acétate d’éthyle

n-butanolique

0.05

0.33

0.84

0.34
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Figure V1.9 : Absorbance des extraits a concentration 10ug/ml

A une concentration de 10 pg/ml, les deux phases acétate d’éthyle et n-butanol présentent
une absorbance importante. On remarque que ’acétate d’éthyle et I’acide ascorbique (produit
de référence) ont la méme activité. Cependant a cette concentration le n- butanol est plus actif

par rapport a I’acide ascorbique.

V1.2.3.3 Evaluation de I’activité antioxydant au test de piégeage ’ABTS™

On fait rappel que la solution d’ABTS"" a été produite par la réaction entre ’ABTS et le
persulfate de potassium, conservée dans 1’obscurité a la température ambiante pendant 12 a 16
h avant I’utilisation, différentes concentrations de solutions échantillons et t¢émoin sont ajoutées
a 1950 pl de la solution d’ABTS™, aprés incubation pendant 1h a ’obscurité et a température
ambiante, les absorbances sont mesurées a 734 nm contre le blanc correspondant. Le pouvoir
antioxydant est déterminé de fagon a ce qu’une quantité de produit d’une concentration bien
déterminée neutralise 50% du radical. Les graphes figure(V1.10) représentent la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque composé testé et de 1’acide

ascorbique utilisé comme référence.
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Figure VI1.10 : Représentations graphiques des pourcentages d’inhibitions du radical

ABTS "en fonction des concentrations

Tableau VI-7 : Activité antioxydant exprimée en ICso des extraits de 1’espéce Verbena
officinalis

Extrait Phases ICso(ng/ml)xEcart
type
Chloroformique 243.76 + 18.54
Les phases Acétate d’éthyle 0.88 £0.45
n-butanol 0.18 £0.09
Acide 6.44+0.38
ascorbique
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Les résultats obtenus montrent que 1’ensemble des extraits étudiés de Verbena officinalis
révelent des propriétés antiradicalaires intéressantes ce qui se manifeste par des faibles valeurs
d’ICso notamment les extraits n-butanolique et acétate d’éthyle. L’extrait n-butanolique montre
la meilleure activité antioxydant avec une valeur ICso égale a 0.18 pg/ml qui est comparable a
celle de I’acide ascorbique (ICso = 6.44 pg/ml). Cependant, I’extrait chloroformiqueavec I1Cso
égale a 243.76 pg/ml qui montre une activité antioxydant relativement faible a celle du
composé de référence. Il ressort donc que 1’extrait n-butanolique constitue un bon piégeur des
radicaux libres. De plus, il est clair que lactivité antioxydant des extraits varie
proportionnellement avec la polarité des solvants utilisés (c’est-a-dire quand la polarité du
solvant d’extraction augmente I’activité antioxydant aussi augmente). En effet, les extraits
ayant la plus grande capacité de piégeage des radicaux sont les extraits obtenus par des
solvants polaires et moyennement polaires ; n-butanol et acétate d’éthyle. Ces résultats peuvent
étre exprimés par la richesse de cette plante par des composés antioxydants polaires et
moyennement polaires solubles dans le n-butanol et I’acétate d’éthyle, tel que les polyphénols.

V1.3 Les huiles essentielles

Dans cette partie on s’est intéressé a 1’étude phytochimique de 1’espéce Verbena officinalis
ainsi que I’extraction des huiles essentielles et la détermination de la composition chimique de
ces derniers, en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse CG/MS.

V1.3.1 Rendement des huiles essentielles

- La masse de I’huile essentielle récupérée de 1’espéce Verbena officinalis est de 1.12g

- La masse de la plante séche est de 100g

Alors que :
Le rendement soit de (R = 1.12%), Ce qui confirme la richesse de notre huile essentielle de la

plante Verbena officinalis en métabolites secondaires.
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V1.3.2 Evaluation des composants chimiques des huiles essentielles de I’espéce

Verbena officinalis par CG-MS

(30,771,880

Figure VI.11 : Chromatogramme de CPG des HE de I’espéce Verbena officinalis

Tableau V1.8 : Composition chimique des huiles essentielles de I’espéce Verbena officinalis

N° Aire% Composé

1 0.21 a-Pinene

2 0.58 B -Phellandrene
3 0.08 B-Myrcene
4 5.10 D-Limonene
5 0.91 Eucalyptol

68



Chapitre VI

Résultats et discussion

6 0.65 (2)-p-Ocimene

7 0.90 Sulcatone

8 0.41 3-Octanol

9 0.13 D-Verbenone

10 0.08 Perillen

11 0.56 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

12 0.10 Bicyclo[2.2.1]heptane,2-(3-
methylbutyl)-

13 0.08 6-Octanal,3,7-dimethyl-, (R)

14 0.25 2,2-dimethylocta-3,4-dienal

15 0.15 Verbenol

16 0.12 (-)-Terpene-4-ol
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17 0.22 Cyclopentanecarboxylic acid, 2-methyl-
3-methylene-, methyl ester

18 0.36 3-Cyclohexene-1-carboxaldehyde,1,3,4-
trimethyl

19 0.39 a-Terpineol

20 1.90 Cis-Geraniol

21 13.18 Cis-Citral

22 1.50 Trans-Geraniol

23 0.55 Copaene

24 15.00 Trans-Citral

25
a-Cedrene

0.21
26 8.84 a-Nerolidol
27 1.87 Caryophyllene
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28 2.20 Trans-Geranylacetate
29 1.44 Caryophylleneoxide
30 1.04 (-)-spathulenol
31 0.28 B-Cubebene

32 4.04 Curcumene

33 1.08 Nuciferol

34 3.22 Dihydrocurcumene
35 1.14 Cubinol

36 0.17 (+)-Longifolene
37 1.54 Tau-Cadinol

38 0.89 Cubenol
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39 1.68 Spathulenol
40 0.37 (-)-1sosativene
41 0.22 Alpha cadinol
42 1.73 1,6,10-dodecatrien-3-0l-3,7,11-
trimethyl-(E)
43 1.21 2-(4a,8-dimethyl-1,2,3,4,43,5,6,7-
octahydro-naphtalene-2-en-1-ol
44 8.37 Spathulenol
45 0.82 Cedrol
46 0.42 6-(p-tolyl)-2-methyl-2-heptenol
0.79
Bis[3,4-dimethylbenzyl]sulfone
47
48 0.58 1-(2,4-diméthylphényl)-
3(tétrahydrofuryl-2) propane
49 1 Caryophylleneoxide
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50 0.8 1-heptatriacotanol
51 1.15 Spiro[4,5]dec-6-en-8-on-1,7-dimethyl-
4-(1,methylethyl)
52 0.25 Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8aoctahydro-
7-methyl-4-methylene-1-(1-
methylethyl)-(1.a.,4a.0,8a.0)-
1H-cycloprop[e]azuléne-7-ol,
53 0.25 décahydro-1,1,7-triméthyl-4-méthylene-
, [1ar-
(1a.alpha,4a.alpha,7beta,7a.beta, 7b.alph
a)l-
Cyclohexane méthanol,4-ethenyl-
54 0.16 alpha,alpha,4-trimethyl-3-(1-
methylethyl),[1R-(1.alpha,3.alpha)]
55 0.23 1H-3a,7-methanoazulen-5-ol,octahydro-
3,8,8-trimethyl-6-methylene

56 0.16 Alpha-santalol

57 0.17 Caryophylleneoxid

58 0.24 6-isopropenyl-4,8a-dimethyl-
1,2,3,4,5,6,7,8,8a-octahydro-naphtalene-

2-ol
59 0.21 tricyclo[4,4,0,0(2,7)dec-3-ene-3-

methanol-1-methyl-8-(1-methylethyl)
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60 0.3 2,6,11,15-tetramethyl-hexadeca-
2,6,8,10,14-pentaene
61 0.19 Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene--2-ethanol,6,6-
dimethyl

62 0.39 4,8,13-cyclotétradecatriene-1,3-diol-
1,5,9-trimethyl-1,2-(1-methylethyl)-

63 0.1 Aromadendrene oxide-(1)

64 0.6 2-pentadecanone-6,10,14-trimethyl-

65 0.18 Diepi-alpha-cedreneepoxide

66 0.12 Isoaromadendreneepoxide

67 0.08 Cyclopentanone, 3-[3,5-decadienyl]-,

(E,E)-

68 0.21 Platambin

69 0.12 Avristoleneepoxide

70 11 n-Hexadecanoicacid
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71 0.19 I-(+)-ascorbicacid 2,6-dihexadecanoate
72 2.27 Phytol
73 0.56 Phytol (iso)

2H-cyclopropa[g]benzofuranne,
74 0.47 4,5,5a,6,6a,6b-hexahydro-4,4,6b-
triméthyl-2-(1-méthyléthényl)-
75 0.14 2,6,11,15-tétraméthyl-hexadéca-
2,6,8,10,14-pentaene
76 0.11 Cyclopentanone, 2-(5-oxohexyl)-
77 0.22 Nericacid
-Buten-1-on,1-(2,2,5a-
78 0.14 trimethylperhydro-1-benzoxiren-1-yl)
79 0.17 3,7-nonadien-2-o0l,4,8-dimethyl
80 0.21 Tétracosane

L’analyse par CG-MS des huiles essenticlles de 1’espéce Verbena officinalis obtenues par

hydrodistillation de la matiére végétale seche, a permis d’identifier 80 constituants

représentant (35%) des monoterpénes oxygénés, (7%) des monoterpenes, (35%) des
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sésquiterpenes oxygénés, (11%) des sésquiterpenes, (12%) d’autres composés. Dont
lescomposes les plus majoritaires sont : Trans-Citral (15%), Cis-Citral (13.18%), a-Nerolidol
(8.84%), Spathulenol (8.37%), -Limonene (5.1%), Curcumene (4.04%).D’apres les résultats
obtenus, on conclut que le principe actif des huiles essentielles de 1’espéce Verbena officinalis

est le Trans-Citral & un pic trés intense (Aire = 15%).

Autres Aire%
COMpOses
12%5

Monoterpénes
7%

Sesquiterpénes
11%5

Figure VI1.12 : Familles des composés identifiés de I’espéce Verbena officinalis
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R o1g 7
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TV T .-
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47
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24 21 26 44 4 32
N° de pic

Figure V1.13 : Représentation graphique des composés les plus majoritaires des HE de

I’espece Verbena officinalis
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a été pour nous une trés bonne expérience, ainsi qu’une bonne initiation a la
recherche scientifique et ceci grace au travail de laboratoire et la recherche bibliographique

réalisé sur La planteVerbena officinalis.

- Les résultats de I'évaluation du pouvoir antioxydant des extrait par la méthode de
piégeage du radical-cation ABTS montre que [’extrait n-butanolique est doué d'un
pouvoir antioxydant important (ICso = 0.18 pg/ml) et qui est comparable a celui de
I‘acide ascorbique (ICso = 6.44 pg/ml), suivi de I’acétate d’éthyle (ICso = 0.88 pg/ml).
Bien que I’extrait Chloroformique (ICsp = 243.76 pg/ml) possede un effet faible par

rapport a I’acide ascorbique.

- Ensuite nous avons évalué le pouvoir réducteur des extraits par la méthode de
réduction de fer (FRAP), les résultats obtenus ont montré que la phase n-butanol
présente une meilleure activité est plus actif que 1’acide ascorbique (produit de

référence), I’acétate d’éthyle et I’acide ascorbique ont la méme activité.

- Les résultats de I'évaluation du pouvoir antioxydant des extrait par la méthode de
piégeage du radical-cation DPPH montre que 1’extrait n-butanolique est doué d'un
pouvoir antioxydant important (ICso = 4.3 pg/ml), qui est comparable a celui de I‘acide
ascorbique (ICso = 13.37 pg/ml), suivi de I’acétate d’éthyle (ICso = 5.47 pg/ml). Bien
que I’extrait Chloroformique (ICso = 523.83 pg/ml) possedent un effet faible par

rapport a ’acide ascorbique.
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A S T ACT. v v e teeeeenneeeeeesnnnnnssscessnnnnnsssecossssnnssssessssssssssssssssssssssssssosssssnnssssssnssne

This study devoted and identified secondary metabolites and the extraction of essential oils of

the specie «Verbena officinallis» belonging to the verbenaceae family.
The phytochemical study allowed to determine the presence of polyphenols and flavonoids.

The antioxidant activity was evaluated by the methods: ABTS radical scavenging test, DPPH
radical scavenging test and the iron reduction test (FRAP).

The results obtained show that the three extracts have a significant anti-radical effect, some of
which are more effective than ascorbic acid, used as a reference. A good reducing power was
also observed by n-butanol and ethyl acetate. The analysis by GC-MS of the essential oil of this
species led to the identification of 69 compounds belonging essentially to the class of the
monoterpenes. From which the most important is the trans-Citral (15.00%) and Cis-Citral
(15.01%).

Key words: Verbena officinalis, Secondary metabolites, essential oils, Antioxidant activity,
GC-MS.



R SUIMIE . veteiieiinnneeeeeesennnnssseeosonnnnnennssscosssssnnsssessssssssnsssesssssssnnsssssssssssnnsssessnns

Notre étude a pour but de I’obtention et I’identification des métabolites secondaires, ainsi que
I’extraction des huiles essentielles a partir de I’espéce : «Verbena officinallis» appartenant a la
famille des verbénacées.

L’étude phytochimique a permis de déterminer la présence des polyphénols et flavonoides.
L’activité antioxydant a été évaluée par les méthodes : test de piégeage du radical ABTS, test
du piégeage du radical DPPH et le test de réduction de fer (FRAP).

Les résultats obtenus montrent que les trois extraits possédent un effet anti radicalaire
important, dont celui de certains d’entre eux sont plus efficaces que 1’acide ascorbique, utilisé
comme référence. Un bon pouvoir réducteur a été aussi constaté par n-butanol et 1’acétate
d’éthyle.

L’analyse par GC-MS de I’huile essentielle de cette espece a permis d’identifier 80 composés
ce qui montrent une composition riche en produits, appartenant majoritairement a la classe des
monoterpenes, dont le trans-Citral (15.00%) est le constituant principal suivi par le cis-Citral
(15.01%).

Mots clés : Verbina offinalis, Métabolites secondaires, Huiles essentielles, Activité
antioxydante, GC-MS.






