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I- Introduction générale

Au cours des derniéres années, des études sur les activités antioxydantes des plantes
médicinales ont augmenté de fagon remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel
d'étre utilisé en tant que source d'antioxydants riche et naturel [1]

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels
on distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques. Avec leur
diversité structurale remarquable [2].

Dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et agro- alimentaires, les solvants
d’extraction jouent un role capital en assurant le transfert de phase du produit & extraire.
Au départ, la matiére premiére (solide végétal ou liquide de fermentation), qui est un
mélange hétérogene, est soumise au contact d’un solvant (liquide le plus souvent) afin
d’obtenir un extrait primaire complexe. Celui-ci peut étre utilisable directement .C’est le
cas des extraits fluides et des teintures pharmaceutiques. Il peut étre également soumis a
des échanges liquide— liquide ou solide-liquide pour aboutir a un produit pur ou a un
ensemble de composés de méme famille chimique
L’extraction solide —liquide met en jeu des mécanismes plus complexes et moins bien
connus. En effet, le solvant doit franchir la barriére de I’interface solide-liquide, dissoudre
le principe actif a I’intérieur du solide et le soluté doit ressortir du solide. L’étape de
dissolution interne dépend de nombreux facteurs. En effet, les composés phénoliques a
extraire sont le plus souvent combinés a d’autres substances (protéines, polysaccharides,
terpénes, chlorophylle, lipides, composés inorganique...) ¢’est pourquoi un solvant ne sera
pas nécessairement choisi en fonction de la plus grande solubilité du composé a extraire.
Le choix du solvant sera en général imposé par la technique (1’efficacité et/ou la sélectivité

de I’extraction) [3].

Le genre Lavandula de la famille des lamiacées inclut des espéces végétales
médicinales bien connues possédants diverses propriétés biologiques. Les propriétés
thérapeutiques de I’espéce Lavandula Stoechas — L elles sont dues a des composés actifs

tels que les huiles essentielles et les polyphénols [4].



Dans 1’objectif de contribuer a la valorisation des plantes poussant dans notre
payée, et d’étudier I'influence des différente méthodes d’extraction sur les teneurs en
polyphénols et I’activité antioxydante des extraits de Lavandula Stoechas -L. Notre choix
s’est porté sur cette espece a cause de ses nombreux usages en médecine traditionnelle.

Le travail sera réparti en trios parties:

La premiere partier de ce travail sera consacrée a la préparation des extraits en
utilisant certaines techniques d’extraction du polyphénol dans le but de chercher la
meilleur technique qui donne un bon rendement d’une part et qui valoriser la plante étudier
au point de vu d’activité de I’autre part.

La deuxiéme partie se portera sur ’analyse qualitative et quantitative des extraits
obtenus. On s’intéresse a 1’étude phytochimique pour explorer les différentes classes des
métabolites secondaires constituants dans les extraits de plante Lavandula Stoechas-L puis le
dosage des différents métabolites extraits (composés phénoliques et flavonoides)

La troisieme partie étudie ’activité antioxydante des extraits par des différentes

méthodes.



I1-Matériels et méthodes
11-1- Matériels
11-1-1- Matiere végétal :

Lavandula Stoechas-L a été récoltée durant la période du mois de Mars 2015 de la
région de Tiaret. La partie aérienne de cette plante est séchée a I'ombre dans un endroit sec
et aéré pendant trios mois. Apres le sechage, cette plante est broyée en poudre fine puis

stockees dans des sacs en papier jusqu’a leur utilisation.

Figure 2: La poudre obtenue aprés le broyage de

Figure L: La partie aérienne de Lavandula matériel végétal de Lavandula Stoechas-L
Stoechas-L

Reégion de récolte

Figure 3 : Carte géographique de la région de récolte



Tableau 1: La plante investigué et leur utilisation en médecine traditionnelle.

Plante

Photo

1. Dénomination :

Nom arabe: Halhal Jalali [5].

Nom botanigque: Lavandula Stoechas-L [6].

Nom en Anglais : Lavande espagnole(en Amérique),
lavande francaise (en Europe), lavande italienne [5].
Nom en francais : Lavande stoechade, Lavande papillon,
Lavande stéchas, Lavande a toupet [5].

2. Classification botanique :
Régne : Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Classe: Magnoliopsida.

Famille: Lamiacées, Labiacées, Labiées.
Sous-famille : Nepetoideae

Genre : Lavandula
Ordre: Lamiales.

Espéce : environ 25 espéces
Dans ce genre, dont Lavandula angustifolia et Lavandula
viridis.
Sous espéce : Lavandula stoechas ssp pedonculata, ssp
stoechas, ssp luisieri. Plusieurs cultivars de différents coloris

[7], [8].

3. Description :

Lavandula est une plante originaire du bassin

méditerranéen puis la culture s’est répandue en Europe de
I’Est (Bulgarie, Russie, Ukraine...) et méme en Tasmanie ou
encore au Canada ou des plants mutés peuvent maintenant
resister au gel. [9] Prend un port assez étalé et dépasse
rarement les 60 cm de haut au moment de la floraison.est un
arbrisseau compact aux tiges quadrangulaires, de couleur
grise.

Au printemps chaque extrémité de tige produit un épi dense,
courtement pédonculé, épais et de forme carrée, portant des
petites feuilles étroites, tomenteuses et de couleur pourpres.
L’¢épi est couronné de plusieurs grandes bractées pétaloides
violettes qui attirent les insectes pollinisateurs, notamment
les Abeilles. C’est une plante mellifére.

4. Période de floraison: Avril a juin selon la région [7]

Figure 4: partie aérienne

Figure5: Les fleurs

Figure 6: Les feuilles




5. Utilisation traditionnelle :

Utilisé la lavande pour perfumer le linge fraichement lavé.
Des sachets de fleurs séchées sont traditionnellement placés
dans les armoires, pour éloigner les mites et perfumer la
garde-robe.

Les fleurs de lavande, séchées, sont tres résistantes et
conservent leurs arémes tres longtemps.

Un autre usage tres ancien est celui de mettre de la lavande
dans l'eau du bain pour son perfume et ses propriétés
antiseptiques et calmantes. C'est bien sdr la parfumerie qui
fait le plus gros usage de la lavande. On peut tout perfumer
avec elle, depuis les savonnettes jusqu'aux détergents et au
papier hygiénique.

Dans les perfumes proprement dits, la lavande est surtout
réservée aux hommes, soit en soliflore dans les eaux de .
toilette, soit en note de cceur dans les eaux de Cologne [9]. i -“}i'*

i HML‘» \
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6. Propriétés médicinale :

L'huile essentielle de Lavande est antiseptique et bactéricide.
Appliquée pure sur la peau elle soulagerait les bralures et les
piqlres d'insectes. Appliquée sur les tempes, elle soulagerait
les douleurs migraineuses. On attribue a la variété latifolia
un effet apaisant lors de crises de dermatite atopique Figure 7: Utilisations
(eczéma).

En phytothérapie, on la recommande pour combattre
I'anxiété, la nervosité et les insomnies, ainsi que pour
soulager les rhumatismes et soigner les infections des voies
respiratoires. Elle peut étre prise en infusion, en poudre
(gélules), sous forme d’huile essentielle ou d’alcoolat, pours
les frictions [9].

11-1-2- Réactifs et produits chimiques

Les réactifs et les produis chimiques utilisés dans ce travail ont une haute qualité
(Annexel), la liste des marques des produits est comme suit :

Tableau 2 : Liste des marques des produits utilisés dans ce travail.

Sigma — Aldrich -Alpha Chemika -Purified GPR Rectapur
- Prolab -Fluka
Biochem Analar normapur Cheminova Riedel-de Haen




11-2- Méthodes:

[[ Matiere végétale D

y
Extractions des poly phénols
v v
Par sonication Par macération

v

Extraits phénoliques

y

Activité antioxydants

\ 4

Analyses Qualitatives

A

Test
d’ABTS

Test de
molybdate

Test de pouvoir
réducteur (FRAP)

Test de
DPPH

Tests phytochimiques

\ 4

Analyses Quantitatives

Dosage des
phénols totaux

Dosage des
flavonoides

Figure 8 : Organigramme expliquant les différentes étapes dans ce travail.

|-



11-2-1-Préparation des extraits phénoliques

1- Extraction par des solvants de polarité croissante

La premiére méthode d’extraction que nous avons employée est la macération

successive par des solvants de polarité croissante, nous avons opté pour le protocole décrit

par Diallo. A et al, 2009. La poudre des feuilles de la plante est subi une macération avec

des solvants de polarité croissante: le Chloroforme (4.1D), acétate d’éthyle (4.4 D) et le

méthanol (5.1D). Les extraits obtenus sont évaporés sous vide, puis pesés et solubilisé dans

le méthanol [10]. On obtient alors trois extraits qui sont présentés aux figure7 ci-apres:

[ 10g poudre ]

Macération dans 50ml chloroforme24h

t ' Filtration

Phase organique Résidu
ﬁ
Vaporisation du solvant ¢ L. . .
organique sous vide 3 40C° Ré<idu Macération dans 50ml I'acétate d’éthyle 24h
Conserver au i v Filtration
Réfrigérateur 41 Solubilisé dans Y Y
20ml le méthanol Phase Résidu
s .
organiaue I
o < _ .
Vaporisation du solvant Macération dans 50ml de méthanol
organique sous vide a 40C°
Résidu Y ”  Filtration
Conserver au 4 .
Réfrigérateur Solubilisé dans 20ml le méthanol Phase Résidu |[—> Jete
organique
g
Vaporisation du solvant <
organique sous vide a L.
gania Résidu

40C°

Conserver au
Réfrigérateur

<«— Solubilisé dans 20ml le méthanol

Figure 9: Schéma de protocole d’extraction des polyphénole de Lavandula. Stoechas —L par des solvants de

Polarité croissante



2- Extraction par macération

Une quantité de 1g de poudre fine de la matiére végétal secs ont été macérer dans
un mélange hydro-alcoolique (Méthanol/eau 80/20: v/v), (Ethanol/eau 80/20: v /v)
pendant 24h, dans l'obscurité a température ambiante sous agitation, le macérat a été filtré
a travers un papier filter pour obtenir un extrait clair, et on a évaporé le solvant sous vide a
une température de 40°C. Apres traitement a ’hexane afin d'éliminer toutes traces de
composes apolaires (pigments, lipides, etc.), la phase aqueuse est extraite a 1’acétate
d'éthyle, La phase organique obtenue est évaporé sous vide a 40°C. Le résidu est repris
dans 10 ml d’éthanol ou du meéthanol et conserver au réfrigérateur jusqu’a le temps
d’analyse. La phase aqueuse sera aussi conservée pour 1’analyse. La série d’extraction
permet d’obtenir quatres extraits: 1’extrait méthanoique, 1’extrait Ethanoique plus les deux
fractions aqueuses de chaque solvant. L’organigramme suivant explique les différentes

étapes d’extraction de composé phénolique.

1 g poudre

Macération dans (Ethanol/ eau) (80/20: V/V) 24h l Macération dans (Méthanol/ eau) (80/20 : V/V)

Filtration

\ 4

Vaporisation du solvant < Filtrat
organique sous vide a40C° L 4

Phase aqueuse

L 2
Elimination la fraction . L .
) Extraction lig-lig avec hexane3 fois
hexanique
\ 4
Phase aqueuse
Récupéré la phase Y
aqueux < Extraction lig-liq avec I’acétate d’éthyle 3 fois
k 7
Sécher par Na,SO,et G Fraction acétate
filtré v . Vaporisation d’acétate
Y d’éthyle sous vide 340C°
Solubilisé dans 10ml de s Résidu
solvant T
Conserver au
Extrait phénolique Réfrigérateur

Figure 10 : Protocole expérimentale d’extraction des composées phénoliques par macération.



3- Extraction par Sonication

La matiere végétale séche broyée a été soumise a une extraction par ultrasons en
utilisant le méthanol. A 0.5 g de la plante séchée et broyée, 10 ml d’extractant
(méthanol/eau) (80 :20, v/v) +1% HCI ont été rajoutés dans un tube, 1°‘ensemble a été

soumis a la sonication (Figure 9, 10) [11].

Figure 11 : Photo Bain ultrason.

0.5g poudre

Macération dans (Méthanol/ eau) (80 :20, v/v) +1%HCI pondant 20min au
bain ultrason

v

Conserver au Réfrigérateur a 4C° pendant 24h

!

Rendre au bain ultrason pendant 20min

!

Centrifugés a 15000 rpm pendant 10min

|

| |
Séparé le surnageant Résidu Jeté

}

<4— Extrait phénoliaue

Conserver au
Réfrigérateur

Figure 12 : Protocole expérimentale d’extraction des composées phénoliques par sonication



11-2-2 -Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est calculé par la formule

Donnée par [12].

R (%) = 100 Mext/Mech,

Ou:
R : Le rendement en %
Mex: - La masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en milligramme.

Mech : La masse séche de I’échantillon végétal en milligramme.

11-2-3-Analyse qualitative

1-Tests phytochimiques

Dans le but de rechercher les différentes classe des métabolites secondaires
constituants dans les extraits de plante de Lavandula Stoechas-L qui nous permet d’avoir
une bonne idée sur ses activités pharmacologiques nous avons réalisé les tests
phytochimiques sur les extraits obtenus par 1’extraction avec des solvants de polarités
différents. Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité et de turbidité ou la

coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

% Les flavonoides

La reéaction de détection des flavonoides consiste a traiter 1 ml de I’extrait diluée (1g/L)
avec 1 ml d’AlCIz (2%). Aprés 15 min d’incubation a la température ambiante les

flavonoides sont mis en évidence si une couleur jaune s’apparait [13, 14].

< Tanins

2ml d’extrait plus 2 & 3goutte de FeCl; (1%) sont ajouté puis incubés pendant 15min a

50C°®, leur presence est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noir [15].
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+«» Quinones libres

Sml d’extrait plus quelques gouttes de NaOH (1%) développent une couleur qui vire au

jaune, rouge ou violet, révéle la présence des quinones libres [16].

% Coumarines
5ml de I’extrait est évaporé a sec. le résidu est dissout dans I’eau chaude (2ml), ensuite le

mélange est partagé dans deux partie égales. La premiére représente un témoin; la
deuxieme est traitée avec 0.5ml NH4OH a 10%. Une goutte de chaque tube est prélevéee
puis déposé sur un papier filtre et 1’observation sous UV (366nm) d’une fluorescence

intense révele la présence de coumarines [17].

< Anthraquinones
Ajoutez 0.5 ml de NH,OH (10%) a 0.1ml d’extrait aprés agitation, leur présence est
indiquée par une coloration violette [18].

++ Alcaloides

0.5ml d’acide chlorhydrique al%plus 0.1ml de chaque extrait, le mélange est chauffé au

bain marie puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume est traité par 5

gouttes de réactif de Mayer, I’autre par 5goutte de réactif de Wagner. La formation d’un

précipité blanc ou brun rénéle la présence des alcaloides [19]

v Réactif de Mayer: 5 g de Kl et 1,358 g de HgCI2 solubilisés dans 100 ml d’eau
distillée [20].

v Réactif de Wagner :2 g de Kl et 1,27g d’12 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée [20].

%+ Stérols et triterpénes
Test de Libermann-Burchard : A 5ml d’extrait on ajoute 2 gouttes d’anhydre acétique et
1 goutte d’acide sulfurique. L’apparition d’une couleur mauve ou violette indique un test

positif [21].
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% Terpénoides

Test de Slakowski: A 5ml d’extrait est ajouté a 2ml de Chloroforme et 3ml d’acide
sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase

indique la présence de terpénoides [22].

¢+ Saponosides : test de mousse

Dans un tube a essai, 0.1ml de chaque extrait est agité énergétiquement pendant 15
secondes avec 0.9ml de I’eau chaude puis laissé au repos pendant 15min. Une hauteur de
mousse persistante supérieur a 1cm indique la présence des saponosides. [15].

s Composés réducteurs
On ajoute 1ml de I’extrait a 2ml de solution Fehling, puis les tubes sont incubés sont
incubés au bain marie pendant 20minut. Un test positif est indiqué par I’apparition d’une
couleur rouge brique [23].
11-2-4-Analyse quantitative
Les mesures spectrophotométrique sont effectuées par le spectrophotomeétre (UV-Visible
JENWAY Modeéle 6300).
I- Dosage des phénols totaux

1-Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par
Singleton et Ross en 1965 avec le réactif de Folin Ciocalteu [24]. Le réactif est un acide
de couleur jaune constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
I’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040), il est réduit lors de 1’oxydation des phénols en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et le molybdéne (MOgO,3). La coloration
bleue produite, dont I’absorption maximale a750 nm, est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits [25].
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2-Mode opératoire

200 pl de chaque extrait ont été introduits a I’aide d’une micropipette dans un tubes
a essai I’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparée
(10 fois dilue) et 0.8 ml de carbonates de sodium Na,CO3 (7.5%). L’ensemble est incubé a
la température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a
I’aide d’un spectrophotométre a 765nm. L’acide gallique est utilis¢é comme standard a
différences concentrations (0.1-0.01mg/ml), dans les mémes conditions et les mémes
étapes du dosage. Pour tracer la courbe d’étalonnage, La teneur en composés phénoliques
de chaque extrait a été exprimée en milligramme d’équivalent acide gallique par gramme

de matiere végétal seche [26].

I1-Dosage des flavonoides

1-Principe

La concentration des flavonoides totaux a été mesurée par la méthode
colorimétrique de chlorite d’aluminium adaptée par Zhishen et al(1999) [27], Les
flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(fer et aluminium) (Figurel2). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons
pour s’unir a deux atomes d’oxygéne de la molécule phénolique agissant comme donneur
d’¢électrons [28].
2-Mode opératoire

A 1 ml d’échantillon dilué est ajouté 1 ml de la solution de AICI3 (2%). Apres 15

minutes d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm. Le blanc est représenté par 1’éthanol
additionné a 1I’AlCl;. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie avec la Rutine (0.1-0.01 mg/ml dans éthanol) qui réalisée en paralléle
dans les mémes conditions opératoires comme controle positif. Les résultats sont exprimes
en milligramme d’équivalent de Rutine par gramme de matiere végétal seche. Toutes les

mesures sont répétées 3 fois [29].
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Figure 13: Les complexes des flavonoides avec les métaux [30].
I1-2-5-Evaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant d’un produit pur ou d’un
mélange (I’extrait phénolique) sont nombreuses. Permit les quelles on a adoptée les
méthodes : la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), I’ABTS (2,2’-azino-bis
(3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acide), phosphomolybdate et la méthode de pouvoir
réducteur FRAP (Ferric reducing antioxidant power) pour évaluer I’efficacité du plante

étudier.

11-2-5-1-Test de piégeage du radical libre DPPH
1-Principe

L activité antioxydante est tributaire de la mobilité de I’atome d’hydrogéne du
groupement hydroxyle des composés phénoliques (®-OH) , En présence d’un radical
libre, 2,2- diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH®) qui possede un électron non apparie sur un
atome du pont d’azote ; I’atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une
molécule stable DPPHH Figurel3, ceci provoque une diminution de la concentration du
radical libre et également I’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a I’épuisement

de la capacité d’antioxydant donneur d’hydrogéne [31].
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Figure 14 : Réduction de radical libre DPPH en présence d’antioxydant.

2- Mode opératoire
Pour réaliser ce test, une solution méthanoiques de DPPH (60umol /1) a été préparé

et conserver pendant 2 heurs avant I’utilisation.

50 ul de différentes concentrations de chaque extrait dilué ont été mélangé avec 1950 ul

de DPPH, puis incuber pendant 30 min a I’abri de la lumiére et a la température

ambiante. La réduction du radical DPPH a été mesurée en surveillant en continu la

diminution de 1’absorption a 517 nm contre un blanc contenant la solution de DPPH et du

solvant. L’acide ascorbique et le BHA sont utilisés comme antioxydants standards avec les

mémes conditions expérimentales. Pour chaque extrait, le test est répété 3fois

La capacité a piéger le radical libre DPPH a été calculé comme pourcentage d’inhibition

(1 %) on utilisant I’équation suivante :

ADPPH - As

100
ADPPH *

1% =

Ou:
ApppH : est ’absorbance de la solution DPPH

As : est I’absorbance de I’extrait de I’échantillon lorsque la solution a été ajoutée [32]

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de 1C50 en mg/ml, sachant
que I’IC50 est la concentration efficace d’extrait antioxydant nécessaire pour I’obtention
le piegeage et la réduction de 50% de moles du radical DPPH en dissolution dans
méthanol, Les valeurs de I’IC50% ont été déterminées graphiquement par la régression
lineaire [33].
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11-2-5-2-Test I’ ABTS
1 —Principe

La méthode de radicale ABTS est I’un des tests les plus utilisés pour la
détermination de la concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d’un
radical — cation résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique
2,2’- azino-his (3-éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) (ABTS") :

ABTS — ABTS™ +e-

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie par la variation de spectre d’absorption
[35] Le radical cationique ABTS™ fais une réaction chimique avec le persulfate de
potassium (K,S,0g) [34].

2-Mode opératoire

Pour préparer la solution de ABTS on prépare une solution aqueuse de persulfate de
potassium Kj,S,0g (2,45 Mm) a partir de cette solution on prépare la solution ABTS
(7TMm) qui présente une coloration bleu-vert correspondant a la formation du radical
cationique ABTS™. Aprés 16 h d’incubation & I’obscurité. La solution obtenue est diluée
avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700. Lorsqu’il est réduit il vire du vert
foncé au vert clair. Le pouvoir antioxydant d’un échantillon sera proportionnel a la
variation de la couleur du radical [35].
Un volume de 1980 ul d’ABTS est mélangé avec 20 ul de différente concentration de
chaque extrait puis laisser a I’incubation pendant 6-10 min a I’abri de la lumiére et a la
température ambiante. On mesurée directement la diminution de 1’absorbance par le
spectrophotometre a une longueur d’onde de 734 nm contre un blanc contenant le éthanol
et persulfate [36,37].
L’acide ascorbique (0.05-0.5mg/ml), le BHA (0.001-1mg/ml) sont utilisés comme
antioxydant standard avec les mémes conditions expérimentales. Les résultats obtenus sont
exprimées en milligramme équivalent Trolox par gramme de matiére séche.
A partir de la valeur de 1’absorbance du milieu mesurée en présence des antioxydants, et de
la pente de la courbe d’étalonnage de la Trolox, nous avons déterminé TEAC " Trolox

équivalente antioxydante capacité . Pour chaque concentration le test est répété 3fois.
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Figure 15 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H’ [38].

11-2-5-3-Test de FRAPS
1-Principe

Le test de FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), est un exemple pour mesurer
le pouvoir antioxydants des extraits de plantes. Cette technique consiste a réduire le
complexe 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ)] en complexe ferreux
[(Fe(11)-TPTZ)] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant par un transfert d’électron
(Figure7). La variation de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a 593 nm. Le
pouvoir réducteur d’un composé€ est associé a son pouvoir antioxydant, une augmentation

de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur [39].

A ' ) { \
PN N= - \ / N’H J\{)_@ + Antioxydante O ———= Ch‘- \!\1:{“'_\\:3'__”{'\{';}_4‘}_‘\\%

\. f‘ \N 4 /\N =N W= w4 \1—1 f/\N '}='\| \h'-ﬂ
=N = —N =
\
YERY, v, Y
Fe'*-TPTZ Fe?~-TPTZ

Figure 16 : Schéma sur la réaction de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) [40]
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2-Mode opératoire

Une solution fraiche du réactif FRAP est préparée en mélangeant 10 ml de la
solution du TPTZ (10 mM) dans une solution 4 mM de HCI) avec 10 ml du FeCl; (20 mM)
et 100ml de la solution tampon d’acétate de Sodium/ acide chloridrique a un PH égal a 3,6.
Briévement 20ul de différentes concentration de chaque extrait dilué¢ ont été mélangé avec
1980 ul de FRAP, puis incuber pendant 6-10 min a I’abri de la lumiére et a la température
ambiante. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 593 nm contre un blanc
également préparé, en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS). La Vitamine C (0.05-0.5mg/ml) est utilisé comme antioxydant
standard avec les mémes conditions expérimentales. Toutes les mesures sont répétées 3
fois [41]

11-2-5-4-Test du Phosphomolybedate
1-Principe

Au cours de ce test, I’hydrogene et 1’électron sont transférés du composé réducteur
(antioxydant) vers le complexe oxydant phosphomolybdate (PPM). Ce transfert dépend du
potentiel redox, du Ph du milieu et de la structure du composé antioxydante. En effet, le
test du (PPM) est bas¢ sur la réduction du molybdene de I’état d’oxydation(VI) a I’étage
d’oxydation (V) en présence de I’antioxydante. Cette réduction, se matérialise par la
formation d’un complexe verdatre (phosphate/Mo(V)) a un Ph acide. La diminution de la
coloration du complexe molybdéne (V1) est mesurée par spectrométrie UV Visible a une
longueur d’onde de 695 nm [42] .Ce test a pour but d’évaluer le statut antioxydant, par la
mesure du pouvoir réducteur des extraits dans une réaction colorimétriques

d’oxydoréduction.
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2-Mode opératoire

On introduire dans un tube 300ul de chaque extrait dilué puis on ajoute 3ml du
réactif phosphomolybdique compose de (28 Mm de phosphate de sodium, 4 Mm de
molybdate d’ammonium et 0,6 M d’acide sulfurique). Les tubes ont été ensuite bien fermés
puis incubés dans un bain marie a une température de 90 °C pendant 90 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc semblablement
préparé (300ul solvant+ 3mldu réactif), qui permet de calibrer 1’appareil (UV-VIS
spectrophotometre) [43]. le BHA (0.001- 1mg/ml) et la Vitamine C(0.05-0.5mg/ml) sont
utilisés comme antioxydant standard avec les mémes conditions expérimentale. Les
résultats obtenus sont exprimeées en milligramme équivalent Trolox par gramme de matiere

seche.
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I11- Résultats et discussions

I11-1-Extraction des composés phénoliques

Les teneurs des extraits phénoliques obtenus par les différentes méthodes

d’extraction, leurs couleurs et leurs aspects sont consignés dans le (Tableau 3)

Tableau 3: Aspect, couleur et rendement d’extraction des composés phénoliques

Extraction par macération Extraction par solvant des polarités différentes

EtOH/Eau MeOH/Eau , . , . , .

80/20 : VIV 80/20 : VIV L’extraitl L’extrait2 L’extrait3
Aspect Visqueux Visqueux Visqueux Visqueux Visgqueux
Rendement 16.5% 5% 5.70% 7.10% 8.40%
Couleur Marron claire | Marron claire | Vert d’olive | Vert d’olive Vert d’olive

Selon les résultats obtenus, On constate que tous les extraits montrent des aspects
visqueux et des couleurs différentes. On constate aussi que le rendement le plus important
est observé chez I’extrait hydroéthanoique (16.5%), suivi par ’extrait3 et L’extrait2 qui
présentent des rendements moyennes varié entre 7.10% et 8.40%. Cependant les teneurs
les plus faibles ont été obtenues avec les autres fractions d’hydrométhanoique (MeOH-
Eau) et de L’extrait 1 ne dépassant pas 5%.

Géneéralement cette différence dans les rendements et dans les couleurs entre les extraits de
la méme plante est due probablement aux techniques d'extraction utilisées, a la nature du
solvant, leur fractionnement, et sa polarité. Cela veut dire qu’il y a une différence de

diffusion du solvant dans la poudre de la plantes dans 1’étape de macération.
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v La Figure suivante présente les 8 extraits obtenus par les différentes méthodes

d’extraction.

Les extraits de différentes méthodes
& . Codage
extractions
1 | Fraction de sonication Ex-1
2 | Fraction chloroforme Ex-2
3 | Fraction acétate Ex-3
4 | Fraction méthanol Ex-4
5 | Phase organique EtOH-Eau Ex-5
6 | Phase organique MeOH-Eau Ex-6
7 | Phase aqueuse EtOH-Eau Ex-7
8 | Phase aqueuse MeOH-Eau Ex-8

Figure 17 : Photos illustrant les extraits de plantes Lavandula Stoechas-L.

III-2- Analyse qualitative :

L’¢étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles
chimiques présentes dans la partie aérienne de Lavandula Stoechas-L. Les résultats de la
composition de différents fraction (méthanoique, acétate et chloroforme) sont repris dans le
tableau 4. Une réaction franchement positive est représentée par (+++). Une réaction
moyennement positive est représentée par (++), une réaction faiblement positive est

représentée par (+) et 1’absence de la substance est représenté par (—).

N
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Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques

Extraits
Familles chimiques EX-1 EX-2 EX-3
Mayer
+ |+ | o+
Alcaloides Wagner
+ - +
Flavonoides - + +
Tanins ++ + +++
PN Quinones libres - - -
Substances polyphénoliques Anthraguinones - . "
Coumarines - - +++
Stérols et Triterpénes Test de Libermann-Burchard
Terpénoides Test de Slakowski
+ |+ ]+
Saponosides Test de Mouse
P + ++ +++
Composés réducteurs —+ —+ +

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons la présence des tanins, des
alcaloides, des saponosides et des composés réducteurs en quantités importantes dans les
trois extraits. D'ailleurs, pour les alcaloides la réaction de Mayer est positive dans toutes
les fractions mais la réaction de Wagner est négative pour L’extrait.

La présence des terpénoides, confirmé par le test de Slakowski, est apparié dans
toutes les extraits de la plantes étudiées par contre le test de Libermann-burchard affirmé
I’absence des Stérols et triterpénes dans tous les extraits.

L’apparition des flavonoides sont aussi constaté, mais dans EX- 2 et de EX-3 seulement.
L’extrait] donne un test négatif en ces composés.

Les tests sur les quinones libres, les coumarines et les anthraquinones révélent

I’absence dans EX- 2 et du ’extrait] étudiées en ces composés, par contre EX-3 présente

une quantiteé faiblement positive en anthraquinones et importante en coumarines.

Cette étude phytochimique qualitative montre que tous les groupes chimiques
identifiés au niveau de I’extrait de plante étudiée, leur confeérent des propriétés

pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications
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thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en tradithérapie. Cependant, 1‘absence de
certains principes actifs dans les extraits des partie arienne de plante investiguée comme
les quinones libres, les stérols et les terpénes ne justifie pas que ces plantes sont pauvres en
ces composes mais, la méthode d'extraction et les solvants utilisées dans notre travail ne

sont pas satisfaisantes pour I’extraction des métabolites désirés.

I11- 3-Analyse quantitative

111-3-1-Résultats de dosages de compose phénolique et flavonoide
1-Teneur en polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux est déeterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu est
rapportée en milligramme équivalent acide gallique par un gramme de la matiere séche a

’aide d’une courbe d’étalonnage d’acide gallique (figure 18).

0,9 -~
0,8 - y =8,7857x + 0,05
0,7 - R2=0,9987
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 T T T T )
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Absorbance a 760nm

Concentration (mg/ml)

Figure 18 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

23



Les résultats de dosage des polyphénoles totaux des extraits étudiés sont présentés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 5: Teneurs en phénols totaux dans les différentes fractions.

, . Teneur en Phénols totaux
Méth L
éthode es extraits (mgEAG/g)
EX-1 /
| Fraction EX-2 1,267+0,102
EX-3 30,202+0,5164
I L-SC EX-4 26,939+0,799
on : EX-5 5,759+0,0710
ase organique
i LA EX-6 12,912+0,693
EX-7 10,206+0,296
Phase aqueux 7
EX-8 3,456+0,3825

D’apres la synthése de 1’ensemble des résultats obtenus lors de la quantification des
phénols totaux, on peut constater que les teneurs de ces composés, de maniére globale,
varient entre 30,202 et 3,456 (mg EAG/Qg), la teneur la plus élevé est celle enregistré aux
suivi par I’extrait4 .Ces teneurs en composé phénoliques obtenu par la extraction par
solvant de polarité défirent et la I’extraction par sonication respectivement, sont beaucoup
plus importantes que celles obtenu par I’extraction hydro alcoolique .

On remarque aussi que les extraitsé méthanoiques dans I’extraction hydro alcoolique et
ont une teneur en phénols totaux élevé que EX- 5.

Les plus basses teneurs sont remarquées chez les EX- 7 et EX-8 et EX- 2 qui varient de
1.26 a 3.45 mg EAG/g.

Les teneurs en polyphénols totaux obtenus par les trois méthodes d’extraction, révelent une
différence remarquable entre la troisiéme et les deux premier méthodes ; toutefois, la
deuxiéme et troisieme méthode (sonication et la macération) dans des solvants de polarité
différent semble étre la meilleure méthode d’extraction des polyphénols totaux.
L’ensemble de ces résultats importants prouve que le méthanol a monté son affinité vers

cette plante pour extraire les composés phénoliques.

24



2- Teneur en flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux est déterminée par la méthode colorimétrique de
chlorure d’aluminium est rapportée en milligramme équivalent Rutine par gramme de la

matiére séche a 1’aide d’une courbe d’étalonnage de Rutine (figure19).
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de la Rutine.

Les résultats de dosage des flavonoides totaux par I’extraction sont présentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Teneurs des flavonoides dans les différentes fractions.

EX-3 22,267+0,822
I L-SC EX-4 19,615+0,211

EX-7 5,8530,084

Phase aqueux

EX-8 1,621+0,0339

Suivant le tableau ci-dessus, on a enregistré en équivalent rutine des valeurs élevé :

22.26 mg et 19.61mg/g de matériel vegétal sec, respectivement avec EX-3 et EX-4. Les

N
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deux méthodes d’extraction représentent toujours des teneurs élevés en ces composés
comparativement aux EX-2 d’une part et aux autre méthodes de 1’autre part.

Les EX-5, EX- 6 et EX-7 révélent des taux en flavonoides comparable sauf EX-8on
observe un teneur trés faibles.

Dans I’histogramme suivant nous avons représenté les différentes valeurs du contenu en
phénols totaux et flavonoides pour mieux cerner les différences existant entre les méthodes

d’extraction et la contenance des extraits en composé dosé.
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Figure 20: Teneurs en polyphénols et flavonoides des extraits de Lavandula —Stoechas-L.

A T’acception de EX-t2, la variation des quantités des flavonoides dans chaque
extrait est relative a celle des phénols totaux c¢’est—a-dire elles varient dans le méme sens,
cela peut étre expliqué par la composition de chaque extrait de méme types de polyphénols
mais avec des quantités différentes.

Dans EX- 2, on constate que le taux en flavonoide est supérieur mais tres proches de ceux
des phénols ce qui indique que presque tous les phénols extraits sont des flavonoides.

On peut conclure que la quantité de différents composés phénoliques est distinguée par la
méthode d’extraction et la capacité de chaque solvant d’extraire le maximum de ces

composés selon leur polarite.
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I11- 4- Evaluation de I’activité antioxydante

111-4-1-Test de DPPH

L’activité anti radicalaire réalisée par la méthode de DPPH est exprimée en 1C50,
cette valeur est calculé a partir des graphes représentant les pourcentages d’inhibition (%)
en fonction de la concentration en antioxydant (Figures37, Annexe2). Les résultats obtenus

a partir de ce test sont regroupés dans le tableau?.

Tableau 7 : Les valeurs d’IC50% des extraits phénoliques et des standards.

Meéthode Les extraits Valeurs d’IC50%
EX-1 NEG
| Fraction EX-2 NEG
EX-3 0.32 +£0,0032
I L-SC EX-4 0.133 + 0,004
) EX-5 0.034 + 0,0006
Phase organique
i LA EX-6 0.0258 + 0,003
EX-7 0.0118 + 0,0001
Phase aqueux
EX-8 0.1094 + 0,04
Vitamine C 0.0022 + 2.89E-05
Standards
BHA 0.0075 = 0,0003

Les résultats du test DPPH montrent que les valeurs de I’IC50 des différents extraits
varient globalement entre 0.0118 mg/ml et 0.32 mg/ml.
L’activité antioxydante la plus élevée a été enregistrée chez les EX-6et EX-5et EX-7etEX-
8 de la troisieme méthode d’extraction ou EX-7 est I’extrait la plus active suivi par
I’extrait 6.
En ce qui concerne les extraits des autres méthodes d’extractions, nous constatons une
activite faible.
Afin de mieux comparer entre les activités antioxydantes de nos extraits et des
antioxydants standards, I’histogramme suivant (figure) illustre le classement décroissant du

pouvoir anti radicalaire exprimé en 1C50 des extraits phénoliques.
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Figure 21 : Classement décroissant du pouvoir anti radicalaire exprimé en 1C50.

Si on comparant les valeurs obtenus par les extraits phénoliques avec les standard,
BHA et la vitamine C, on trouve que les extraits de la troisieme méthode extraction a
montré une activité anti radicalaire importante mais ils sont moins actif que la vitamine C

et le BHA qui reste les plus puissante.

111-4-2-Test d’ABTS

Le test ABTS est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical
cationique ABTS™ les résultats de ce test sont exprimées par la valeur de (TEAC) refléte la
capacité relative d’un antioxydants donneur dhydrogéne pour piéger le radical cation
ABTS comparée a celle du Trolox [27].Toutes les valeurs supérieures a un indiquent une

grande capacité de ces composes [14] .
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Pour ce faire nous avons déterminé pour chaque produit le pourcentage d’inhibition de

I’ABTS®" calculé selon la formule ci-dessous :
1%= 100 (Ao - Ac)/Ao

Ou Ay est I’absorbance initiale en absence de composé a tester et Ac est 1’absorbance

mesurée aprés 6 minutes en présence d’un antioxydant.

La droite % | = f (C) est tracée pour chaque extrait afin de déterminer le TEAC
(Figure38-Annexe3). La pente de cette droite est extraite et rapportée a la pente de la droite
de référence du Trolox (Figure22).
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition obtenu en présence de Trolox en fonction de la
concentration

.Le pouvoir anti radicalaire (TEAC) des différents extraits de la plante étudiée comparés
aux standards sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau 8: Les valeurs de TEAC des extraits phénoliques et des standards.

Méthode Les extraits Valeurs de TEAC
EX-1 NEG
| Fraction EX-2 NEG
EX-3 0.0111 #+0,0001
I L-SC EX-4 0.051 + 0,0006
A EX-5 0.117 + 0,0027
Phase organique
i IR, EX-6 0.270 + 0,005
EX-7 0.2865 + 0,001
Phase aqueux
EX-8 0.1035 + 0,005
Vitamine C 1.743 +0.010
Standards
BHA 2.707 £ 0,211

L’étude comparative par la méthode TEAC indique que les valeurs de EX-7 et EX-6

possedent une activité anti radicalaire supérieure que les autres extraits.

On comparant ces résultats avec celle obtenue par les standards, BHA et la vitamine C, on
trouve que nos extraits sont moins actif que la vitamine C et le BHA qui possédants une
actions anti radicalaires puissantes (Figure23).

Cette différence pourra étre expliquée par le fait que I’antioxydant de référence est un
agent pur qui peut agir directement et avec leur concentration totale sur la réaction
radicalaire. Par contre, les extraits testés sont des mélanges qui renferment plusieurs
molécules dont certaines sont inactives et leurs actions anti radicalaires sont été mesurées
par rapport a la concentration totale du mélange qui prend en considération toutes les

substances actives et non actives.
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Figure 23: Histogramme présente les valeurs de TEAC des différents extraits comparés
aux standards.

111 4-3-Test de FRAP

L’activité antioxydant de nos extraits a été evalué, par une méthode récente basé sur
la réduction de fer ferrique (Fe*" présent dans le complexe FeCls en ferreux (Fe2+). Le

Trolox, ont été utilisé comme standard (Figure 24).
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage de Trolox
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Selon Hayes et al. (2011) [44], ’activité antioxydante dépend genéralement sur le nombre
et la position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles
fonctionnels. La structure des composés phénoliques est un facteur déterminant de leur
piégeage des radicaux libres qui sont des pathogénes dans de nombreuses maladies.
Certains de ces composés sont capable de chélate le fer, et donc de réduire son exces. Pour
cela, nous avons évalué 1’activité antioxydante des extraits par la technique de réduction du
fer FRAP, qui représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydant des plantes. La
droite Abs= f (C) est tracée pour chaque extrait afin de déterminer le TEAC. La pente de
cette droite est extraite et rapportée a la pente de la droite de référence du Trolox, on
remarque une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur qui associe a son pouvoir antioxydant des extraits testés (figure39a Annexe 4).

Les valeurs du TEAC obtenu par le test de FRAP sont présentées dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 9: Les valeurs de TEAC des extraits phénoliques et des standards.

Méthode | Les extraits Valeurs de TEAC
EX-1 NEG
I Fraction EX-2 NEG
EX-3 0.040 £ 0,001
I L-SC EX-4 0.032 +0,0008
: EX-5 0.181+ 0.004
. Phase organique EX-6 T
Phase aqueux =T 0210 0,006
EX-8 0.066 + 0,001
Standards Vitamine C 1.58 + 0,088

Par I’analyse des résultats de TEAC, on remarque que les différents extraits
phénoliques ont des activités réductrices trés différentes comprises entre 0.382et0.066.
Plus la concentration de I’extrait augmente, plus le pouvoir réducteur augmente.

EX-6 possédent une bonne action réductrice vis-a-vis Fe** présent dans la solution testée,
mais elles restent inferieur que a I’action de vitamine C et de BHA comme antioxydants

standards.
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Une bonne activité et aussi remarqué chez EX5 et EX7. Par contre les autres extraits écrits

une action réductrice du Fe®" trés faible.

L’Histogramme suivant présente les valeurs TEAC des différents extraits comparés aux

standards
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Figure25 : Histogramme présente les valeurs TEAC des différents extraits comparés aux

standards.

111-4-4-Test de Phosphomolybedate

Le teste de Phosphomolybdate est entrepris pour révéler le pouvoir réducteur des

extraits phénoliques de Lavandula Stoechas- L. Les valeurs de capacité réductrice obtenues

sont exprimées en milligramme équivalent Trolox par gramme de matiére séche. A 1’aide

d’une courbe d’étalonnage de Trolox (Figure26)
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage de Trolox.

La droite Abs = f (C) est tracée pour chaque extrait afin de déterminer le TEAC (figure40
Annexe 5). La pente de cette droite est extraite et rapportée a la pente de la droite de
référence du Trolox, Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir réducteur qui associé a son pouvoir antioxydant des extraits testés.

Les valeurs du TEAC obtenu par le test Phosphomolybdate (PPM) sont présentées dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 10: Les valeurs de TEAC des extraits phénoliques et des standards.

EX-1 0.038 + 0,001
EX-3 0.0705+ 0,0008
I L-SC EX-4 0.063 + 0,002

EX-7 0.771+ 0,078
Phase aqueux
EX-8 0.3004 + 0,023
Vitamine C 3.291+ 0,031
Standards
BHA 3.74+ 0.093

w
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Par DI’analyse des résultats de TEAC, on remarque que les différents extraits
phénoliques ont des activités réductrices tres différentes comprises entre 0,959 et 0.0227.
Plus la concentration de I’extrait augmente, plus le pouvoir réducteur augmente.

EX-6 possédent une bonne action réductrice vis-a-vis Mo(VI1) présent dans la solution
testée, mais elles restent inferieur que a 1’action de vitamine C et de BHA comme
antioxydants standards.

Une bonne activité et aussi remarqué chez chez EX-8et EX-5, mais inférieur a celle
enregistré avec EX-7. Par contre les autres extraits écrits une action réductrice du Mo (V1)
tres faible.

L’Histogramme suivant présente les valeurs TEAC des différents extraits comparés aux

standards.
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Figure27Histogramme présente les valeurs TEAC des différents extraits comparait ou standard.

I\VV-Conclusion
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L’extraction solide-liquide est la méthode utilisée pour extraire les composes
phénoliques du matériel végétal. Cette méthode est 1’opération fondamentale qui a pour but
d’extraire ou de séparer par dissolution dans un liquide un ou plusieurs composants (solide
ou liquide) mélangé a un solide [45].

Dans notre travail nous avons étudies 1’influence des différente méthodes d’extraction
sur les teneurs en polyphénols et D’activité antioxydante des extraits de Lavandula
Stoechas-L

L’extraction des composés phénoliques a ¢été effectuée par trois méthodes :
L’extraction par des solvants de polarités croissantes, La macération dans des mélanges
hydro-alcooliques et I’extraction par sonication. L’utilisation de ces techniques a manifesté
des rendements différent entre les extraits, généralement cette différence est due
probablement au nature du solvant, leur fractionnement, et sa polarité, cela veut dire qu’il y
a une différence de diffusion du solvant dans la poudre de la plantes. Le rendement des
polyphénols le plus important est observé chez I’extrait hydroéthanoique de la deuxiéme
méthode d’extraction avec un rendement de 16.5%, et chez les fractions méthanoiques et
acétiques de la premicere méthode d’extraction qui présentent des rendements moyennes
varié entre 7.10% et 8.40%.

Dans I’analyse qualitative, nous avons effectu¢ des tests phytochimiques sur les
fractions de la premiere méthode d’extraction pour voir la présence ou I’absence de
quelques métabolites secondaires. D’apres les résultats obtenus, nous avons remarqué la
présence des tanins, des alcaloides, des saponosides et des composés réducteurs en
quantités importantes dans les trois extraits (EX-1, EX-2etEX-3). Certains principes actifs
sont observés seulement dans EX-3 tell que les anthraquinones et les coumarines.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu ou la teneur en flavonoides par la méthode de AIClI; , révelent
que la teneur la plus élevé est celle enregistré aux fractions méthanoique suivi par I’extrait
de L-SC, Ces teneurs en composé phénoliques sont obtenu par la premiere et la deuxiéme
méthode d’extraction respectivement, sont beaucoup plus importantes que celles obtenu
par la troisieme méthode d’extraction. Il ressort que la macération dans un mélange hydro
alcoolique (MetOH/eau : 80/20) ou la sonication sont les meilleures techniques
d’extraction des polyphénols totaux.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques et des quelques

antioxydants standard pris comme références (la vitamine C, le Trolox, et le BHA) a été
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réalisé par des tests anti radicalaire (DPPH, ABTS) et antioxydante (FRAP,
Phosphomolybedate). Le méme classement d’activité des extraits a été remarqué dans les
quatre méthodes étudiées sauf EX-7qui se décale entre les tests anti radicalaires et les tests
antioxydantes.

L’activité antioxydante la plus élevée a été enregistrée chez les EX-5 et EX-6et EX-
7ET EX-8 de la troisieme méthode d’extraction (macération).
Suivant les méthodes d’DPPH et de I’ABTS, EX7 est I’extrait la plus active suivi par la
EX-6 par contre, c’été EX-6 est ’extrait la plus active suivant les méthodes FRAP et
Phosphomolybedate.
Généralement tous nos extrait sont considéré moyennement active que les antioxydants

standards testés (vitamine C et le BHA) qui reste les plus puissante.

A la lumiére des résultats obtenus dans cette étude, il est indiqué clairement que les
extraits de Lavandula Stoechas-L ont des activités antioxydant moyennes, en particulier
I’extrait de EX-7et EX-6

L’extraction par macération dans un solvant hydroalcoolique (Méthanol/eau,
Ethanol/eau) est la meilleur méthode utilisée pour extraire les composeés phénoliques actifs
du matériel végétal bien que sa faible rendement marqué pour extraire ou de séparé les
composés phénoliques.

L’extraction par sonication ou par I’utilisation des solvants de polarité différentes
donne des teneurs en composés phénoliques plus élevé, par contre les faibles activités
antioxydant obtenus sont peut étre retenus a la nature du solvant utilisé ou la faible
spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu.

Cette variation peut étre expliquée par la présence des autres constituants et/ou la présence
des différents types des phénols [46] .

Il reste en perspectif a confirmer par des autres méthodes d’analyse la composition et la
structure chimique des composes extraites tell que les analyse chromatographique et le
RMN.
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v les Produits et Réactifs

Tableau : Réactifs et produits chimiques

Produits Formules Marqgues
Chlorure de mercure. HgCl, Alpha
Chemika
Hexane, éthyle acétate. CeHyq, C4OzHg Analar
normapur
Acide gallique, Vitamine C (Acide ascorbique), Carbonate de | C;HgOs , CsHgOg,
scgdlum, ‘Sulfate de sodium anhydride, Heptamolydate Na,COs, Na,SO, Biochem
d’ammonium, (NH,)MO;0y,
Papie filter qualitative @15cm.
Ammoniaque. NH4OH Cheminova
CCM analytique, Trolox. C14H150. Fluka
Trichlorure d’aluminium hydraté, Chloroforme. AICl;, CHCI;, GPR
Rectapur
Hydroxyde de sodium NaOH Parnreac
i . . - C4Hg0s,
Réactif de Fehling, Anhydride acétique, Prolabo
Réactif de follin Ciocalteu.
Chlorure de fer (I11). FeCI3 Purified
Persulfate de potassium. CH; NaO, Riedel de
haen
Ethanol, Méthanol, lodure de potassium, lode, Acide | Co,HgO, CH;0OH,
chlorhydrique (37%), KI, I,
Acide sulfurique. HCI ,H,S0,
Rutine. Sigma
Ca7H300 Aldrich
ABTS. 27M30016
C18H18N1O6S4
BHA.
C11H1602
DPPH.

C18h12n506
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Annexe 2:Les graphes représentant les pourcentages d’inhibition (%) en fonction de la

concentration en antioxydant Ipppy %0 =f(C)
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Figure 37: Les pourcentages d’inhibition (%) en fonction de la concentration en antioxydant
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Annexe 4: Les graphes représentant les Absorbance en fonction de la concentration

Abs rrap=f(C)
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Figure39: Les Absorbances en fonction de la concentration Abs grap = f(C) .



Annexe 5: Les graphes représentant lesAbsorbance en fonction de la concentration

Abs ppp=f (C)
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Figure40 : Les Absorbance en fonction de la concentration Abs ppy = f(C).
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Résume

L’objectif de notre travail est d’étudier ’influence des différente méthodes d’extraction sur les teneurs en
polyphénols et ’activité antioxydante des extraits de Lavandula Stoechas -L. Trois méthodes d’extraction ont été réalisées
dans cette étude : L’extraction par des solvants de polarités croissantes, La macération dans des mélanges hydro-alcooliques
et I’extraction par sonication. Le rendement des polyphénoles le plus important est observé chez I’extrait hydroéthanoique de
la deuxiéme méthode d’extraction avec un rendement de 16.5%, et chez les fractions méthanoiques et acétiques de la
premiére méthode d’extraction qui présentent des rendements moyennes varié entre 7.10% et 8.40%. L’analyse qualitative
par les tests phytochimiques a marqué la présence des tanins, des alcaloides, des saponosides et des composés réducteurs en
quantités importantes dans les trois fractions (Chloroforme, Acétate et méthanol). L’évaluation du contenu des polyphénols
totaux et des flavonoides a révélé que la teneur la plus élevé est celle enregistré aux fractions méthanoiques suivi par I’extrait
de L-SC obtenu respectivement par la premiére et la deuxiéme méthode d’extraction. L’évaluation du pouvoir antioxydant
des extraits phénoliques et des quelques antioxydants standard pris comme références (vitamine C, Trolox, et BHA) donne le
méme classement d’activité par les quatre méthodes utilisés (DPPH, ABTS, FRAP, Phosphomolybdate). Lavandula
Stoechas-L ont des activités antioxydant moyennes, en particulier ’extrait de la phase aqueuse (d’extrait éthanoique) et
I’extrait de la phase organique (d’extrait méthanoique). L’extraction par macération dans un solvant hydroalcoolique
(Méthanol/eau, Ethanol/eau) est la meilleure méthode utilisée pour extraire les composés phénoliques actifs du matériel
végétal bien que son faible rendement marqué.

Mots clés : Technique d’extraction, Composés phénoliques, Lavandula Stoechas —L, DPPH, ABTS, FRAP,
Phosphomolybdate.

Abstract:

The objective of our work is to study the influence of different extraction methods on polyphenol contents and
antioxidant activity of the extracts of Lavandula Stoechas -L. Three methods of extraction were carried out in this study: The
extraction with solvents of increasing polarity, maceration in hydroalcoholic mixtures and extraction by sonication. The yield
of the most important polyphenols was observed in the extract hydroéthanoique the second extraction method with an 16.5%
yield, and in-methane and acetic fractions of the first extraction method which have average yields varied between 7.10 %
and 8.40%. Qualitative analysis by phytochemicals tests scored the presence of tannins, alkaloids, saponins and reducing
compounds in significant quantities in the three fractions (Chloroform, acetate and methanol). The evaluation of the content
of total polyphenols and flavonoids found that the higher content is that the recorded-methane followed by fractions of the
extract L-SC respectively obtained by the first and second extraction method. Evaluation of antioxidant phenolic extracts and
some standard antioxidants taken as references (vitamin C, Trolox, and BHA) gives the same activity classification by the
four methods used (DPPH, ABTS, FRAP, phosphomolybdate). Lavandula Stoechas-L have average antioxidant activity, in
particular extracted from the aqueous phase (extract Ethanoic) and extract the organic phase (extract methanoic). The
extraction by maceration in an alcoholic solvent (methanol / water, ethanol / water) is the best method to remove phenolic
active compounds of plant material that marked its low performance.

Keywords: Extraction Technique, Phenolic compounds, Lavandula Stoechas -L, DPPH, ABTS, FRAP,
phosphomolybdate.





