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Ac Et : Acétate d’Ethyle

DPPH :1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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EQ :Equivalent de Quercétine

ERO : Espéce réactives de I’oxygéne

MS :Matiére seche

PPM :phosphomolybda

uv :ultra- violet

HO- :Radical hydroxyle

VCEAC :Vitamin C Equivalent Antioxydant Capacity

VIV :volume/volume
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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source habituelle de remedes sous forme de
préparation traditionnelles ou de principes actifs purs. Il est donc logique que les chercheurs
recensent les plantes ou les extraits végétaux existant sur place et susceptibles de s’ajouter
avec profit a la liste nationale de médicaments ou méme de remplacer certaines préparations

pharmaceutique (Norman et al, 1986).

Cependant, [1’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydant et
antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces

plantes représentent une nouvelle source de composés actifs (Teixeira et Silva, 2004).

Au cours de derniéres années, on a consacré beaucoup d’attention aux antioxydants
naturels et a leurs bienfaits pour la santé. Les formulations médicamenteuses a bas
d’antioxydants sont utilisées pour la prévention et le traitement de nombreuses maladies

complexes (stankovic N et al 2016).

En effet, les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherches et une nouvelle
haleine vers I’exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols
particulierement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies chronique pernicieuses (cancer)
que dans I’industrie agro-alimentaire (Small et Catling, 2000).Entre 1940 et 2002, 40 % des
médicaments anticancéreux étaient des produits naturels et leurs dériveés, par contre seulement

8 % ont été synthétiques et méme imités de ces produits (Newman et al., 2003).

Dans ce présence travail,, nous nous sommes intéressé€s a 1’é¢tude des extraits phénoliques
de I’espece Globularia alypum L a fin d’évaluer leur propriétés antioxydantes par deux tests
DPPH et phosphomolybdate.

Ce mémoire a débuté par une synthese bibliographique qui regroupe une description
botanique de I’espéce étudiée, ainsi qu’un apercu sur les principes actifs des plantes
médicinales et leurs effets biologiques, ceci est suivi par un rappel sur le stress oxydant, les

radicaux libres et I’activité antioxydant.
La deuxiéme partie est consacrée a 1’é¢tude expérimentale dans laquelle nous allons effectuer:

- L’extraction et dosage des phénols totaux et des flavonoides.
- L’évaluation de l'activité antioxydant in vitro des extraits de cette plante, en utilisant

deux tests : Piégeage du radical libre DPPH et le test de phosphomolybdate.



Introduction

La troisieme partie est réservée a la discussion et I’interprétation des résultats obtenus.

Finalement nous terminons par une conclusion générale et perspective de cette étude.
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I-1-Présentation de la plante : Globularia alypum L.

I-1-1-Description botanique

Les espéces de Globularia, sont des arbustes ayant des rameux d’environ d’hauteur (30-
60cm), a feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux
entourés de bractées. Les fleurs ont une corolle a deux lévres, la supérieure bilobée souvent
atrophiée, I’inferieure trilobée. Elles sont en général bleues, a quatre étamines (Leporatti et

Ghedira., 2009).

I-1-2- Classification : selon (Quezel et Santa., 1963).

Régne : Plantae

Embranchement :Spermaphyta

Sous embranchement : Angiospermae
Division :magnoliophyta

Classe :Dicotyledone

Ordre :Scropphulariales

Famille :Globulariaceae

Genre :Globularia

Espéce :Globularia alypum L

Figure 01 : Classification de 1I’espéce Globulariaalypum L. (Kraza L.,photo originale 2017)
I-1-3- Nom vernaculaires

Arabe : Globulariaalypum appelée communément «Tasselgha», « Chebra », « Chelr'a », «
Zerga », « zeriga », « zouitna », « alk », « haselra », « oulbarda » (Chograni et al., 2011). Au

Maroc elle est appelée Einlarneb (Jouad et al., 2002).

Francais : Globulaire turbith, Séné de Provence, Herbe terrible
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I-1-4- Répartition geographique

Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen jusqu’en Grece,
Afrique du nord (Algérie, Maroc jusqu’au Sahara) et Asie (Egypte, Arabie) est répartie en
foréts, dans les terrains rocailleux (Quezel et Santa., 1963).

I-1-5- Principe actif

La littérature mentionne 1’isolement et la caractérisation de plusieurs composés dans
Globularia. Ce sont essentiellement des flavonoides, des polyphénols, des tannins, des
anthocyanines (Khlifi et al., 2011), glucoside (globularine), résine, mucilages, tanin, choline,

chlorophylle, acide-cinnamique, acide globularique (Chograni et al., 2011).
I-1-6- Utilisation médicinale

Globularia alypum L est une plante riche en minéraux et antioxydants telles que les
composés phénoliques. Cette fameuse espece est doté d’un pouvoir anti-inflammatoire,
antidiabétique, antibactérien, et utilisée pour le traitement des maladies gastro-intestinales
(Khlifi et al. 2011).

I-2-Apercu sur les principes actifs des plantes médicinales

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la

santé des hommes (Iserin, 2001).

Une des originalités majeures de plante médicinales réside dans leur capacité a produire
des substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
représente une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire (Jeaun et Annie, 2005).
I-3-Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ils sont classés en quatre
grandes catégories : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques (Kim
et al. 2003).
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I-4-Les métabolites secondaires

La fonction physique des métabolites secondaires n’est pas toujours évidente mais
représente une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines

aussi différent que la pharmacologie ou I’agroalimentaire.

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques varies (Composés
phénoliques, les alcaloides, terpénes,..) qui sont trés inégalement répartis chez les végétaux
mais dont le niveau d’accumulation peut quelque fois atteindre des valeurs élevée (figure 02).

(Merghem, 2009).
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Figure 02 : Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires
(Bruneton, 1993)in (Boukri.N.,2014).

I

I-4-1- classification des métabolites secondaires

Les composés du métabolisme secondaire sont classés en 3 grandes classes (tableau 01) :
-Les alcaloides et composés azotés.
-Les composés phénoliques.

-Les composés terpéniques (Merghem, 2009).
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TableauO1 : classification des métabolites secondaires.

Les
métabolites
secondaires

Composés
phénoliques

Composées
azotés :

(alcaloides,
acides
aminés...ect)

Définitions

Les polyphénols sont des composés qui ont plus
d'un groupe hydroxyle phénolique attaché a un ou
plusieurs cycles benzéniques. le terme est un peu
trompeur car il a tendance a faire penser aux
polymeres. Les composés phénoliques sont
caractéristiques des plantes et, en tant que groupe,
ils se trouvent généralement sous forme d'esters
ou de glycosides plutot que sous forme de
composés libres. il est important de réaliser cela si
vous souhaitez extraire des phénols de tissus
végétaux (Vermerris., 2006).

Les  flavonoides,  également  appelés
bioflavonoides, sont des antioxydants poly
phénols naturellement présents dans les
plantes. Ce sont des métabolites secondaire,
c’est-a-dire des composes organiques qui
directement dans la

n’interviennent pas

croissance ou le développement des plantes.

un alcaloide est une substance organique azotée
d’origine végétale a caractére alcalin et présentant

un structure moléculaire hétérocyclique complexe

Les alcaloides étant en grande majorité des
amines, ils sont trés facilement oxydés a 1’air en
N-oxydes, ce qui facilite leur dégradation
(Benarous. K, 2010). Comme son nom I’indique,

un acide aminé est une petite molécule qui

Utilités

Certains flavonoides ont des propriétés
fongicides et insecticides. Au niveau des
feuilles et fleures, les flavonoides ont un role
attractif pour les abeilles ou répulsif sur les
(Merghem, 2009)Les

flavonoides aussi servez comme signaux pour

insectes herbivores.

interactions de la plante avec les symbiotes.
Flavones et les flavonols sont émis comme
substances du signal de racines légumineuses
dans ordonnez d'induire I'expression des genes

exigée pour nodulation (Heldt, 2004)

Ces

manifestent

alcaloides sont des toxines

qui
des propriétés hépatotoxique,
pneumo-toxique, mutagene, cancérigene et
embryotoxique. Dans certains cas, leur hémi-
d’améliorer

synthése a permis quelques

propriétés telles que virostatique, anti-

leucémique,  anesthésique,  hypotensive,

antispasmodique, neuromusculaire et

d’assurer le blocage ganglionique.



Térpenoides

Tanins

Saponines
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posséde une fonction acide et une fonction amine
primaire. En effet, les acides aminés sont des
qui
contiennent un groupe amine basique (-NH2) et un

composés  organiques  bi-fonctionnels
acide carboxylique (-COOH), dont I’enchainement
compose les protéines: on dit qu’une protéine est
un polymere d’acides aminés(les monomeres).

(Samira Nair, 2009).

Le terme de terpénoide est attribué a tous les
composés possédant une structure moléculaire
construite d’'un monomeére a 5 carbones appelé
isopréne, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005).

Cette classe désigne le nom général descriptif du
groupe des substances phénoliques polymériques,
ayant une masse moléculaire compris entre 500 et
3000 qui présente, a coté des réactions classiques
des phénols, la propriété de précipiter les
alcaloides,
(Haslam, 1996 ; Cowan, 1999).

la gélatine et d’autres protéines

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui
signifie savon, parce que ces composés moussent
une fois agités avec de l'eau. Ils se composent
d’aglycones non polairesliés a un ou a plusieurs
sucres. Cette combinaison d’¢léments structurauX
polaires et non polaires en leurs molécules
explique leur comportement moussant en solution

aqueuse. (Vincken et al., 2007).

La solubilit¢ dans I’eau diminue avec le
nombre d’atome de carbone de la chaine
aliphatique. Or, s’il ya un agent polaire, la
solubilité augmente,. En effet, en générale les
acides aminés sont solubles dans 1’eau Si pH

tres bas ou trés éleve. (Allali et al., 2008).

Les familles de molécules les plus connues
pour étre des agents de défense contre divers
agresseurs pour les coniféres sont en majorités
les monoterpénes et les
(Malecky, 2005).

sesquiterpenes

Concernant le pouvoir antioxydant des
tannins, cette propriété est trées remarquable
due a leurs noyaux phénols et la présence des
groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et
les groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le
cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert :
gallate d’épicatéchine, gallate
d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des
libres

puissants extracteurs des radicaux

(Rahman et al., 2006).

IIs manifestent des propriétés hémolytiques,
antimicrobiennes, insecticides,
molluscicidales (Vincken et al., 2007), anti-
inflammatoires et antalgiques.

Les applications des saponines s’étendent a
avec utilisation

I’agriculture, pour

I'assainissement des sols (Chen et al., 2008).
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Les huilles Une huile essentielle selon la pharmacopée est | Dans une autre étude, il a été montré que

essentielles

(Franchomme, P et al.,2001).

un produit de composition complexe renfermant | celles de Chromoleana odorata présentaient

des principes volatils contenus dans les végétaux. | des actions positives sur la fonction

Cyclooxygénase de la Prostaglandine H-
synthétase (Bedi et al, 2010).

1-4-2- Localisation des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires possedent une répartition quantitatives qui varient entre les

différentes tissus de la plante (tableau 02).

Tableau02 : Localisation produits du métabolisme secondaires (Merghem, 2009).

Composés phénoliques

Phénol simple 200 Feuilles et tissus
Flavonoides 1000 Angiospermes
Proanthocyanidines Gymnospermes
Quinones 500 Rhamnacées
Composés azotés
Alcaloides 5500 Angiosperme, feuille, fruit, racine
Amine 100 Angiosperme, fleur
Aminoacide non protéique 400 Graines
Glucoside cyanogénique 30 Feuille et fruits
Glucosinate 75 Crucifers
Terpénoides
Monoterpénes 1000 Huiles essentielles
Diterpénes 600 Composées, angiosperme
sesquiterpénes 1000 Latex, résines
Saponines 500 Feuilles, fleur, fruit
Caroténoides 500 Apoginacées
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I-4-3-Classification des composés phénoliques

Les polyphénols sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydatio

lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, super oxydes et peroxyles. Ils sont aussi

capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Bailleul et al.,

2004).Tableau 03.

Tableau 03 : Structure des squelettes des polyphénols (classification)(Crozier et al., 2006).

Nombre de carbones | Squelette

10

13

14

15

C6-C1
C6-C2
C6-C
C6-C3
C6-C3
C6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6

C6-C3-C6

I-5- Le stress oxydant

classification

Acides phénols
Acétophénones

Acide phénylacétique
Acides hydroxycinamique
Coumarines
Naphthoquinones
Xanthones

Stilbénes

Flavonoides

Exemple
Acide gallique
Gallacetophénone
Acide P- hydroxyphényl-acétique
Acide p-coumarique
Esculitine
Juglone
Mangiferine
Resveratrol

Naringénine

Est defini comme un déséquilibre de la balance entre la formation des radicaux libres

(Caractére pro-oxydant) et la capacité du corps a les neutraliser, a réparer les dommages

oxydatifs (systeme antioxydant) et a réguler leur production .Le stress oxydant semble étre

impliqué dans de multiples maladies liées au vieillissement, telles que la maladie d'Alzheimer,

I'arteriosclérose et la cataracte (Favier, 2006).
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1-5-1- Définition d’un radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet €électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement

ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (figure03) (Dacosta, 2003).

Electrons appariés
A

Electron
non-apparié

—_——

Electron

Antioxydant Radical libre

Figure03 : neutralisation d’un radical libre par un antioxydant (Gilgun-Sherki et al.,2001).

I-5-2- Les types des radicaux libres
1-5-2-1-Les espéces réactives dérivées de ’oxygéne

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliere. En effet, il possede deux
électrons radicalaires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est
essentielle au bon fonctionnement de 1’organisme. Les mitochondries utilisent la plus grosse
part de I’oxygene inspiré pour la production d’énergie. Cependant 3 a 5% de cet oxygene
utilisé par les mitochondries lors de 1’activité métabolique normale est inévitablement a

I’origine de radicaux libres oxygénés, hautement toxiques (Justine, et al 2005).
1-5-2-2-Les especes libres non oxygénees

Les especes libres non oxygenées sont les produits des réactions de certaines molécules
avec les ERO . Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres molécules et étre a 1’origine de la

multiplication des réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs. Nous
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citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de 1’action des especes oxygénées

sur les membranes biologiques. Les fractions protéiques, les acides aminés et les acides

nucléiques peuvent aussi réagir avec les ROS générant des molécules réactives et nocives
(figure 04) (Justine, et al 2005).

l Activation directe

ou indirecte du
récepteur par les
* radicaux libres

Fg~

Intégration du

transcription

signal extracellulaire et
activation d'un facteur de

.

0

‘

Activation d'un
messager
intracellulaire

/

Fixation du facteur de
transcription au double
brin d'ADN

!

Production de
radicaux libres en
tant que deuxiéme

messager

Activation de la transcription de certains génes

Croissance ou mort cellulaire

* Radicaux libres

==  Site d’action éventuel des antioxydants

@ Facteur de transcription activé

Figure 04 : Role des radicaux libres dans la communication cellulaire (Pastre, 2005).

I-6 - Activités antioxydantes

1-6-1- Définition

Un antioxydant est une substance qui, retarde ou bien inhibe significativement le

phénomene d’oxydation et ceci a celle du substrat oxydable (Delattre, 2005).

10
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De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur réle dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associees au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebertet al., 2005).

I-6-2- Les antioxydants

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygéne dans des systeémes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procedes de
transformation sont considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chewet al., 2009).

I-6-2-1-Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydant qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydants permettent

I’élimination des radicaux libres primaires (Dacosta, 2003).
I-6-2-2-Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule
d’antioxydant pie¢ge un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, ’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés

phénoliques,...etc. (Kohen et Nyska, 2002).

I-6-3-Utilisations des antioxydants

v" En médecine en tant que médicament pour I’homme exemple : Les maladies du

Stress, des activités antioxydants.

11
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Dans I’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en
métallurgie pour protéger les métaux de 1’oxydation.

Dans I’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.
Dans I’industrie teinturerie : pour éviter 1’oxydation des colorants au soufre ou

des colorants de cuve lors de la teinture (Bouhadjra K., 2011).

12
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I1-1-Materiel végétal

11-1-1- Préparation des échantillons

Le matériel végétal utilisé est la partie aérienne de la plante Globularia alypum L, qui a
¢été récolté en mois de novembre 2016 dans la région d’oued Morra Wilaya de Laghouat dans
un endroit loin de toute pollution. Les feuilles récoltées ont été séchées au laboratoire a
température ambiante et a ’air libre. Les feuilles de la plante ont été broyées jusqu'a
I’obtention d’une poudre fine, cette dernicre a été tamisée a travers un tamis de granulométrie
de 200 um. La poudre obtenue a été conservée dans des flacons en verre fermé et stockés a

I’abri de la lumiére.
11-2- Préparation des extraits polyphénolique
11-2-1- Extraction hydro-alcoolique

29 de la poudre végétale est soumis a une extraction par macération dans le mélange
méthanol/eau (80/20 : v/v) pendant 72heures avec renouvellement de solvant chaque 24heures
et agitation de temps en temps, ce qui nous donc permit d’obtenir un extrait hydro-alcoolique
brut. Ce dernier est évaporé sous pression réduit a 45¢°, puits la phase aqueuse restante est
lavée une ou plusieurs fois avec un méme volume de I’hexane, jusqu’a 1’épuisement des
pigments et des lipides. La phase aqueuse obtenue est ensuit lavée une ou plusieurs fois avec
un méme volume d’acétate d’éthyle .ce qui nous permit d’avoir des fractions a priorité

contiennent les composés phénolique polaires.

L’extrait organique obtenu est séché avec du sulfate de sodium anhydre puis évaporé a
sec a pression réduit, le résidu sec obtenu est repris dans 10 ml de méthanol pur donnant la
fraction phénolique correctement purifiée et conservée jusqu’a leur analyse .La phase aqueuse
ainsi obtenue est lavée une ou plusieurs fois avec le butanol .L’extrait organique obtenu est
séché avec le sulfate de sodium anhydre puis évaporé a pression réduit. Le résidu sec est
repris dans 10ml de méthanol pur et conservée jusqu’a leur analyse. (Khacheba et al.,

2014)La figure05 résume les étapes de I’extraction hydro-alcoolique :

13
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2g de la poudre végétale

Macération 2fios pendant 24h dans
le mélange hydro-alcoolique (80 :20
méthanol/eau)

L’extrait hydro-alcoolique brut

Evaporation sous pression réduit
a45°

Fraction aqueuse riche en
composés phénoliques

Elimination de la fraction Lavage une ou plusieurs fois avec
hexadique I’hexane

Fraction aqueuse riche en
composés phénoliques

Extraction liquide-liquide avec
acétate d’éthyle

Fraction aqueuse

Fraction organique riche en
Extraction composé phénolique
liquide-liquide

avec le butanol .
Séchage avec

(NayS0,)+ filtration et

Fraction organique riche en ) )
évaporation

composés phénoliques

Le Résidu sec obtenu est repris

Séchage avec i
dans le méthanol

(Na,S0,)+ filtration et
évaporation

Le résidu sec obtenu est repris dans le méthanol

Extrait hydro-alcoolique (acétate d’éthyle)

L’extrait hvdro-alcooliaue (butanol)

Figure05 : différentes étapes d’extraction hydro-alcoolique de la plante Globularia alypum L 14
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11-2-2- Extraction Aqueuse

Environ de 2g de la poudre végétale est macéré dans 100ml d’eau distillée a 75¢ pendant
20 minutes ; Apres la filtration et 1’évaporation de 1’eau a pression réduite, le résidu est pesé
et solubilises dans I’eau distillé et conservé jusqu’a leur analyse (khecheba et al., 2014). Les

étapes de cette extraction sont résumeées ci-dessous (figure 06) :

Une masse de 2g de la poudre

végétale
Macération dans ‘eau
distillée a 75¢” pendant 20
minutes suivie par une
filtration

Filtration

Evaporation de I'eau a
pression reduit

Le résidu obtenu est pesé et
solubilisé dans I’eau distillée puis
conservé

L’extrait aqueux

Figure 06 : les étapes d’extraction aqueuse de la plante Globularia alypum L.
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11-2-3- Extraction par des solvants & polarité croissante

Une quantité de 2g de la poudre végétal est macérée dans I’hexane pendant 48h (2
macération successive en renouvelant le solvant chaque 24h) a température ambiante afin
d’éliminer toutes traces de composés apolaire (pigments, lipides).Apreés filtration La phase
résiduelle obtenue est maceré dans des solvants a polarité croissante : le dichlorométhane ;
I’acétate d’éthyle ; I’éthanol et le méthanol, ensuite les extraits organiques obtenue sont
évaporés a sec sous pression réduite a 45¢°.Les résidus secs sont repris par le méthanol et

conservés jusqu’au déroulement de I’analyse (Figure 7).
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2g de la poudre ‘

Extraction par|’hexane

Résidu de la premiére macération ‘ Filtrat ‘

Extraction par Evaporation

~— 4
dichloromethane pW \asey

— Fraction hexane
il Ll

Filtrat ‘

Résidu de la deuxieme macération ‘

Extraction par I'acétate

~——
d’éthyle pendanty Fraction dichlorométhane

Résidu de la troisieme macération ‘ Filtrat

Nendant 72?/ Fraction acétate d’éthyle

| ’ Evaporation a sec
Extraction par I’éthanol \/
~——

T ——)
Résidu de la quatrieme macération ‘ Filtrat ‘
‘ | Evaporation a sec/
e ———
Extraction par méthanol
o dant 72
gRpgant / Fraction éthanol

Resndu de la derniére macération ‘ Filtrat ‘

4

Fraction méthanol

Figure07: Les différentes étapes de 1’extraction par des solvants a polarité croissante.
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11-3- Rendement de I’extraction exprimé en (%)

Le rendement des extraits sec obtenu aprés évaporation est calculé selon la formule

suivante :

R(%)= M /MO x 100

M : Masse en gramme de ’extrait sec résultant apres 1’évaporation.

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traité.

Les rendements sont calculés par rapport a 2g de matiére végétale séche.
11-4-Dosage des composes phéenoliques

11-4-1-Dosage des polyphénols totaux

11-4-1-1- Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Ross (1965) avec le réactif de folin-Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique HsPW 1,049 et d’acide phosphomolybdique HsPMo31204, qui sont réduits
lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne
(MogQg), il absorbe & I’UV du longueur d’onde de I’ordre 760 nm (Nkhili. E, 2009 ;
Maamri. S, 2008).

11-4-1-2- Procédure expérimentale

Un volume de 100 pl de chaque extrait dilué a différentes concentrations sont ajoutés a
500 pl d’une solution (1/10) du Folin-Ciocalteu. Aprés 2 minutes d’incubation, puis on ajoute
2ml de carbonate de sodium Na2CO3 d’une concentration de 2% . Les tubes sont agités puis
incuber pendant 30 min & 37 °C a I’abri de la lumicre. Tous les essais sont reproduits au
moins trois fois. Enfin, les absorbances de tous les échantillons ont été mesurées a 760 nm a

’aide d’un spectrophotométre UV-Visible, contre un blanc.

La courbe d’étalonnage a été obtenue, dans les mémes conditions opératoires, en utilisant
comme ¢talon ’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide

gallique/gde la matiére séche (mg EqC/g MS).
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11-5-2-Dosage des flavonoides
11-5-2-1- Principe

La formation des complexes jaunatres, lors de 1’ajout du chlorure d’aluminium, est due a
la complexations des ions AICL3 sur les atomes d’oxygene présents sur les atomes de carbone

4 et 5 des flavonoides (Ribereau-Gayon., 1968).
11-5-2-2- Procédure expérimentale

500ul de la solution de chlorure d’aluminium a 2 % est additionné d’un méme volume de
la solution d’extrait, puis incubé pendant 20 minutes a une température ambiante

L’absorbance est lue a une longueur d’onde de 409 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.

La courbe d’étalonnage a été obtenue en utilisant comme étalon la quércetine. Les
teneurs de flavonoides sont exprimées en mg Equivalent en quercétine par g de matiere séche

(mg Eq Q/g M.S). Chaque expérience est répétée trois fois.
11-6- Evaluation de I’activité antioxydante

11-6-1- Test de DPPH

11-6-1-1- Principe de la méthode

L’activité antioxydante des différents extraits est déterminée en utilisant le DPPH
comme un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Boumerfeg et
al . ,(2009). Dans ce test, les antioxydants réduisent le (2.2Didiphényl 1 picryl-hydrazyl)ayant
une couleur violette en un composé jaune, le (2.2 diphényl 1 picryl-hydrazine), dont l'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans

milieu a donner des protons (figure 08).

La méthode de DPPH" est basée sur la mesure spectrophotométrique de changement de
la concentration du radical DPPH résultant de la réaction de DPPH" avec un antioxydant. Au
cour de la réaction, les antioxydants (donneurs de H) réagissent avec le DPPH. , qui sera
réduit au DPPH-H (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl) (Figurell) Le degré de décoloration
indique le potentiel de ’activité antioxydante des extraits en termes de capacité de donneur

d’hydrogene (BrandWilliams et al., 1995).

19



Chapitre 11 Mateériel et méthodes

N t AntioxydantOH \. A~ T Antioxydant-O
N
Ne NH

"W

DPPH" (violet) DPPH (jaune)
Figure 08: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPHe (Bastida et al., 2002).
11-6-1-2-Procédure expérimentale

500 ul des solutions d’extraits phénolique a différente concentration avec acide
ascorbique comme un témoin sont ajoutés a 500 pul DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la
solution de DPPH est mesurée a 517 nm. La concentration inhibitrice de 50% de I’activité du

DPPH (IC50) exprimée en mg/ml de chaque extrait est calculée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = [(Abs517 contrdle—Abs517 échantillon) / Abs517 contrdle] x
100.

11-6-2- Test de phosphomolybdate
11-6-2-1- Principe

Au cours de ce test I’hydrogene et 1’électron sont transfeéres du composé réducteur
(extrait-antioxydant) vert le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox,

du pH du milieux de la structure du composé antioxydant.

Le test est basé sur la réduction de molybdéneM, présent sous la forme d’ions
molybdate MoO4 22 molybdane My , MyO*%en présence de I’extrait ou d’un agent antioxydant.
Cette réduction se materialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mg a un
pH acide (Prieto et al.,, 1999).0n mesuré I’augmentation de coloration du complexe
molybdéne en présence d’antioxydant. A la différence des autre test, ce test permet non
seulement de quantifier 1’activité antioxydante des polyphénol mais aussi d’autre composé

antioxydant telle que les vitamines (C, E...).
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11-6-2-2-Procédure expérimentale

La méthode consiste a introduire dans un tube 200 ul de chaque extrait a différente
concentrations mélangés a 2000ul d’un réactif composé de H2SO4 (0,6 M), de Na2PO4 (28
mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a
95°C pendant 90 minutes. Aprés les avoir refroidis, I’absorbance est mesurée a 695 nm. Le
témoin est constitué de 200 pl de méthanol mélangé avec 2000 pl du réactif mentionneé ci

dessus.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg Equivalent Acide Ascorbique par gramme de matiere séche de
I’extrait (mg EAA/g EXS).
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I11-1-Analyse des extraits
111-1-1- Rendement des extraits

Les rendements des extraits par les trois méthodes d’extraction hydro-alcoolique, aqueuse

et ’extraction par des solvants a polarité croissante ontété determinés par rapport a 2 g du
matériel végétal sec rendu en poudre, les résultats de cette analyse sont consignés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 04).

Tableau 04 :Méthode d’extraction, Rendement, aspect et couleur des différents extraits
étudiés.

Acétate d’éthyle Vert-jaune Poudre
Butanol Vert fonce Poudre 0,27 13,50
Agueux Marron foncé | Visqueux 1,00 50,00
Dichlorométhane | Vert militaire | Visqueux 0,11 5,50
Acétate d’éthyle Vert clair Visqueux 0,20 10,00
Ethanol Jaune foncé Visqueux 0,60 30,00

(d’orée)

Meéthanol Jaune clair Visqueux 0,35 17,50

Au regarddu tableau précédantles résultats obtenus montre que I’extrait aqueux donne le
rendement le plus élevé(50%). Tandis que le plus faible rendement a été enregistré dans
I’extrait dichlorométhane (DCM) obtenu par la troisiéme méthode d’extraction (5.5%).

A partir du figure (09) le pourcentage des rendements des extrait obtenus par les différentes
méthodesd’extraction utilisées sontnotée successivement de la maniére suivante : extrait
aqueux(50)>acétated’éthyle (extraction hydro-alcoolique) (30.2)>éthanol(30)>méthanol
(17.5)>butanol (13.5)>acétate d’éthyle(10)>DCM (5.5).

Selon vermerris etnicholson (2006), la différencedes valeurs peut étre expliquée par la
richesse ou la pauvreté dela plante en composés solubles dans les solvantsutilisés.Et peut étre
liée aleurs degrés de solubilité dans ces derniers et leur degré du glycosylation (Markham,
1982).
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Si on compare les rendements entre les trois méthodes d’extraction, nous remarquons que
les teneursenregistrées pour ’extrait aqueux est supérieurea celle enregistres pour les autres
extraits. ceci peut étreattribuéed la forte capacité de dissolution de I’ecau .En fait ,I’eau
présente un indice de polarité important ,une constante diélectrique et une énergie de
coheésion tres élevée par rapport aux autres solvant ,ce qui fournit une liaison forte entre les
moléculesd’eau et les composés polaires du soluté,provoquant leurs dissolution (Dhananiet
al.,2013)

Plusieurs travaux ont montrés que I’addition de 1’eau au systéme d’extraction améliorele
rendement en composés phénoliques glycosylés et des phénols avec un degré de

polymérisation plus élevé (Bonnaillieet al 2012).
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Figure 09 :Histogramme représentatif les pourcentages des rendements de différents extraits
de I’espece Globularia alypum L.

Une étude réalisée par Chelghom.M ,2017 sur la mémeplante avec les mémes procédures
d’extraction aqueuse ethydro-alcoolique, a montré une différence de teneurs: 45% pour
I’extrait aqueux et 4.8% pour I’extrait acétate d’éthyle, elles sont inférieures a celle
enregistrée dans notre étude 50% et 30.2% respectivement.Cette différence peut étre liee aux
differents facteurs, entre autres la saison de récolte ou les facteurs de stress biotiquesou
abiotiques(sécheresse, chaleur, les rayons ultra-violet, la pollution de ’air et les attaques des

agents pathogénes...) (Biesiada et Tomaczak ; 2012).
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Selon Su et al.(2006), Le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs
facteurs a savoir le temps de maceération, la température, le solvant d’extraction et la nature

chimique de I’échantillon

111-1-2-Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux a été déduite apres 1’établissement d’une courbe d’étalonnage
de I’acide gallique avec des concentrations croissantes (figurelO).elle est exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiére seche (mg EAG/Qg). Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 05 :

Ac.gallique

0,8

0,7 /
0,6 R? =0,994

0,5

0,4 /

0,3

0,2 /
0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
concentration del'acide gallique en mg/ml

Absorbance a760nm

Figure 10: courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Tableaux 05 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de la planteGlobulariaalypum L.

Acétate d’éthyle 11,00+0,64
Hydro
alcoolique
Butanol 1,07+0,43
Aqueuse Agueux 13,08+0,67
DCM 0,37+0,03
Extraction par
des solvants a Acétate d’éthyle 1,16+0,07
polarité Ethanol "
croissante thano 5,25¢0,40
Méthanol 6,09+0,19

D’apres la synthése des résultats obtenus lors de la quantification des phénolstotaux,
nous pouvons constater que ; les teneurs en composésphénoliques varient entre 0.37 et
13.08mgEAG/g de MS respectivement.

Les teneurs en composés phénoliques les plus élevéssont détectésau niveaude 1’extrait
aqueux avec une concentration de 13.08 mgEAG/g de MS, suivi par I’extrait acétate d’éthyle
obtenu de I’extraction hydro-alcoolique 11.001 mgEAG/g deMS. Tandisque, lesteneurs les
plus basse onta étéobservées dans les extraitsdichlorométhane, butanol, DCM etAcétate
d’éthyle pour I’extraction par des solvants a polarité croissante.(Tableau05).

Cettedifférence pourrait étre due principalement a la méthode d’extraction. D’apres
Gomez caravacaet al. (2006), I’extraction aqueuse est trés sensible a la réduction
desgroupements hydroxyles non seulement présent au niveau des composes phénoliques, mais
aussi a d’autres composés polaire non phénoliques, tel que : les protéines, les sucres simple et

les glycoprotéines.

Dans une étude réalisée par Chelghoum. M .,2017surl’espéce GlobulariaalypumLLa
montré des teneurs inferieurs que celles qu’on a enregistré 8.17 mgEAG/g et 3.45 mgEAG/g.
pour I’extrait aqueux et I’extrait d’acétate d’éthyle obtenu de I’extraction Hydro alcoolique
respectivement, ceci peut étre due au profil poly phénolique des extraits desplantes qui peut

étre affecteé par différents facteurs parmi lesquels la période des récolte et les méthodes de
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conservation (Miliauskaset al.,2004), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante,

la température et les solvants d’extractions (Condeet al., 2009).
111-1-3-Dosage des flavonoides

La quantification en flavonoides dans nos extraits a été réalisée a partir d’une courbe
d’étalonnage établie avec des concentrations croissantes enquercétine (figure 11).elle est
exprimée en mgequivalents en quercétine par gramme de la matiere séche(mg EAQ/mg).

Lesrésultats obtenus sont résumés dans le tableau 06 :

’ ]
Quercétine

1,6
] 14 A
g 1,2 R2=099'§//
I 1
T
S 08 /
S 06 o
g 0,4

0,2 r =

0 T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

concentration de quercétinemg/ml

Figure 11: courbe d’étalonnage de quercétrine.

Tableaux 06 : teneur des flavonoides (mg/g)de la poudre séche des extraits utilisés :

Méthode Nom de I’extrait Teneur
d’extraction mg EQ/g
Acétate d’éthyle 0,18+0,02
hydroalcoolique
Botanol 0,32+0,03
Aqueuse Aqueux 2,36+0,05
DCM 0,16+0,05
Extraction par
des solvants a Acétate d’éthyle 0,11£0,01
polarité
el Ethanol 1,05+0,02
Méthanol 0,16+0,04
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D’aprés 1’ensemble les résultats obtenus lors de la quantification en flavonoides nous

pouvant constater que les teneursvarient entre 2.36 et 0.11mgEQ/g de la matiére séche.

Les taux de flavonoide les plus élevésont étédétectés dans I’extrait aqueux avec une valeur
de 2.36 mgEQ/qg, suivi par I’extraitd’éthanol 1.05 mgEQ/g et I’extrait debutanol avec un taux
de 0.32 mgEQ/g de MS. D’autre part les teneurs les plus bassesont été remarquées dans
I’extrait d’acétate d’éthyle (extraction par des solvants a polarité croissante) avec une valeur

de 0.11 mg EQ/g de MS.

Sur la base de ces resultats nous pouvant constater que nos extraits aqueux sont plus riches
en flavonoide par rapport aux autres extraits. 1l est clair, que les teneurs en flavonoide dans
nos extrait sont inférieurs aux teneurs en phénolstotaux, ce qui nous indique la richesse de nos

extraits par d’autres composés non flavonoidique (Bousoussa .H, 2010-2011).

Si on compare ces teneurs en flavonoides avec d’autres études. Nous constatons que nos
résultatssont approximativement similaires a ceux mentionnées par Chelghoum.M, 2017, qui
montreque 1’espéce Globularia alypum L,présent une teneur en flavonoide de I’extrait aqueux

égale a 2.94mg EQ/g de la matiére séche.

I11-2-Evaluation de I’activité antioxydante
I11-2-1-résultat du pouvoir antioxydant du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)est généralement 1’une des substances les plus
utilisé pour I’évaluation rapide etdirectede 1’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en

forme radicale et la simplicité del’analyse (Bozinet al., 2008, Kouamiet al., 2009).

L’activité antioxydante de nos extraits a été évaluée in vitro, en utilisant le test DPPH, le
changement de la couleur du violet vers le jaune indique leur réduction par des processus soit
I’hydrogéne et donneur d’électrons. Les substances qui provoquent cette réaction sont
considérées comme antioxydants et par conséquent piégeurs de radicaux libres, le test est

réalisé a une longueur d’onde de 517nm.

Le pouvoir antioxydant de nos extrait vis-a-vis le radical libre DPPH a été exprimée par la
variation des pourcentages d’inhibition (P1%), en fonction de différentes concentrations des
extraits. les résultatsprésentées dans la figure 12 montrent les valeurs obtenues (P1%) de la

vitamine C, acide gallique et quecétine, utilisés comme des standards,par rapport aux P1% de
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chaque extrait , ces résultats nous permis de traces les graphes des différentes proportions

d’inhibitions en termes de concentration des composés phénoliques(P1%=f(c).

Vitamine C Qurcétine
«© 100 R2=0,967 «~ 100 =0,
8 8 A
B 80 =] 80
£ ¢ 60 £ ¢ 60 /
= £ = £
o N 40 S 40
g g2 5
- -
g 20 o o
L L
=] 0 =] 0
8 4 0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002
0 0,05 0,1 )
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£ Acide gallique
=
100
o N 2 _
) o =0,997
] ‘e 50 /
]
S =
82 o
(=
5 0 0,0005 0,001
concentration (mg/ml)

Figure 12 :Courbes représentes la variation de pourcentages d’inhibitions (P1%)en fonction
des concentrations des antioxydants standards (vitamine C, Quercétine, Acide gallique).
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Figurel3:courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction de
la concentration des extraits d’espéceGlobulariaalypum L.

La capacité antioxydant exprimé en ECs, c’est la concentration nécessaire pour réduire
50% du radical DPPH. Qui ont éte calcules a partir descourbes de la variation de pourcentage
d’inhibition PI% en fonction des différentes concentrations des extraits.Plus la valeur
del’ECso est basse, plus I’activitéantioxydante d’un composé est importante (Hebi
&Eddouks, 2016). Les valeurs d’ECs50% des extraits sont mentionnées dans le tableau ci-

dessous (Tableaux 07).
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Tableaux 07 : Les valeurs d’ECsq des déférents extraits et les antioxydants standards :

Méthode
d’extraction

Les extraits

Hydro-alcoolique Acétate d’éthyle

butanol
aqueux aqueux

Dichlorométhane (DCM)
Acétate d’éthyle

Extraction par
des solvants a

polarité croissante éthanol
méthanol
les antioxydants Vitamine C
standards o
Quecétine
Acide gallique

EC50 (ug/ml)

0,55+0,06

0,51+0,06
0,81+0,05
0,77+0,03

5,60+0,05
4,91+0.00
0,54+0,06
51,20+0,25

0,91+0,01
4,21+0,01

Selon les résultats exprimés dans le tableauprécédant, les valeurs d’ECso varient entre

0,51et 4,90ug/ml , ce qui montre une activité antiradicalaire tres importantede nos extraits par

rapport aux standards utilisés, d’autre part nous avons remarqué une puissante activité

antioxydantechez I’extrait de butanol avec une valeur d’ECs(0,51) suivi par 1’extrait

méthanolique et 1’extrait d’ Acétate d’éthyle (extraction hydro-alcoolique) qui ont enregistrés

des valeurs d’ECs (0,54)et (0,55)respectivement.

Afin de comparer 1’activité antioxidante par piégeage du radical libre DPPH de nos extrait

phénoliques avec celle de quelque antioxydants de référence (vitamine C ; acide gallique ;

quercétine). Nous avons regroupés les valeurs des ECsy dans I’histogramme présenté dans la

(figure 14).
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Figure 14:Histogramme classement croissant des valeurs ECso(extraits et standards)

En comparant les valeurs des ECsy des extraits testé par rapport a celle des antioxidants
standards , nous remarquons que 1’ activité antiradicalairede nos extraits est supérieure a la
capacité du piégeage du radical DPPH des substances de référence , et I’extrait de butanol

représente 1’ antioxydant le plus fort.

Une étude réaliséepar Boussoualim. N, 2014,la planteGlobulariaalypum L a enregistré une
valeur d’ECso de 37,48 et 336,58 pg/ml pour 1’extrait aqueux et acétate d’éthyle (extraction
hydro-alcoolique) respectivement par contre dans notre étude les valeurs été meilleurs 0.81 et
0.55pg/ml pourles deux extraits aqueux et acétate d’éthyle (extraction hydro-alcoolique)
respectivement , ce qui explique I’influence de certain parameétres sur la teneur moyenne en
composees phénoliques responsables de I’inhibition des enzymes génératrices des radicaux
libres(Abdesssemed. , 2010), cesfacteurs sont les facteurs modulateurs de la composition
phytochemique des plants, a savoir la saison de la récolte , le temps d’extraction la nature et la

polarité du solvant et leur concentration ,les conditions climatiques...(Twiariet al.,2011) .

11-2-2 Résultats du pouvoir antioxydant par le test du phosphomolybdate

Le test au phosphomolybdate est trés utilisé et adéquat pour déterminer I’activité
antioxydante totale (AAT) des d’extraits deplantes. Par conséquent, nous [’avons
appliquédans cette étude pour déterminer I’AAT desdifférents extraits phénoliques de

I’espece Globularia alypum L et deux standards (quercétine et I’acide gallique).
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Les courbes exprimant la variation de 1’absorbances en fonction des concentrations en
composes phénoliques des extraits issus de trois méthodes d’extraction sont présentées dans la
(Figurel5). Aussi nous avons tracé les courbes des antioxydants standard : vitamine C
quercétine et ’acide gallique (Figurel6), afin deréférer le pouvoir antioxydant des différents
extraits a celui de la vitamine C.
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Figurel5 :courbes représentants la variation du I’absorbance en fonction de la concentration
d’antioxydant standard
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Figure 16:courbe représentant la variation du I’absorbance en fonction de la concentration
des différents extraits de 1’espéce Globulariaalypum L.
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L’activité antioxidante de nos extraits a été référée a celle de la vitamine C en termes
d’équivalence. Pour cela nous avons calculé le paramétre VCEAC (VitamineCEquivalent

Antioxydant Capacity) a partir des pentes tirées des graphes ci-dessus (Tableaux 08).

Tableaux 08 :Les valeurs VCEAC des différents extraits et les antioxydants standards.

Methode extraits VECAC( mg /g)
d’extraction
Hydro- Acétate d’éthyle 17,01+0,00
alcoolique
Butanol 37,61+0,04
Aqueux Aqueux 12,29+0,49
Extraction par Dichlorométhane (DCM) 19,82+0,00
des solvants a . ) s
polarité Acétate d’éthyle 18,60+0,02
croissante Ethanol 17,88+0,02
Méthanol 13,62+0,20
Les quercétine 0,75+0,00
antioxydants Acide gallique 0,09+0,00
standards

D’aprés les résultats obtenus(Tableau 8), nous avons remarquéquel ‘efficacité de nos
extraits a réduire Mo+6 a Mo+5 esttrés intéressante.Nos extraits phénoliquespossédentune

meilleure activité comparativement aux standards utilisés.

On a constate que les valeursVCEAC varient globalement entre 12,29 mg/g VCEAC pour
I’extrait aqueux et 37,60 mg/gVCEAC pour I’extrait de butanol par rapport I’autre extraits
qu’ils doté selon leur valeurs deVCEAC comme suit :Dichlorométhane>acétate d’éthyle
(extraction par des solvants a polarité croissante)>éthanol>acétate d’éthyle(extraction hydro-

alcoolique)>méthanol>aqueux.

Le parametre VCEAC est definit comme étant la concentration de la solution standard de
la vitamine C possédent la capacité antioxydant équivalente a une solution de 1 mg/g de la
solution étudiée (extrait), plus la valeur de VCEAC est importante, plus le pouvoir

antioxydant des extraits est important (Benarous, 2014).

D’une fagon général, nos extraits phénoliques montrent des propriétés antioxydantes
intéressantes qui se manifestent par des valeurs supeérieures a un (1) .ces activités
antioxydantes proviennent de la richesse de nos extraits aux composées phénoliques
(Boussoussa .H., 2011).
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En comparant ’activité antioxydant de nos extraits entre les résultats des deux tests DPPH
et phosphomolybdate, en observe que dans les deux test I’activité la plus importante est celle

de I’extrait butanolique.

L’investigation des banques de données scientifiques, n’a reléve aucune étudeportant sur
I’activité antioxydante totale par le test au phosphomolybdate des extraits phénoliques de

I’espéce Globularia alypum L.
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Conclusion

Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal

qui ont une importance croissante notamment gréce a leurs effets bénéfiques sur la santé.

Les composés phénoliques identifies dans cette plante appartienne au métabolisme
secondaire : flavonoides, saponines, tanins, térpénoides,.......ect. Ces substances seraient

responsables de I’effet antioxydant observé.

Globularia alypum L est une plante caractéristique des régions méditerranéennes. Cette
plante vivace pousse dans les lieux rocailleux et broussailleux secs, de préférence sur du
calcaire, en infusion pour leurs supposées propriétés antidiabétiques, astringentes,

antirhumatismales, purgatives, stimulantes et anticancéreuses.

Dans ce présence travail,, nous nous sommes intéressés a 1’étude des extraits phénoliques
de I’espece GlobulariaalypumL a fin d’évaluer leur propriétés antioxydantes . Ces derniére,
ont fait I’objectif d’une étude détaille, dans un premier temps nous avons commencés par une
extraction avec des solvants a polarité croissante, une extraction hydro-alcoolique et aqueuse.
Dans un second lieu, nous avons procédé a la quantification des phénols totaux et des
flavonoides ainsi que 1’évaluation de leurs effets anti radicalaire par deux tests : Piégeage du

radical libre DPPH et le test de phosphomolybdate.

Les teneurs en phénol totaux varié entre 0.37 et 13.08mgEAG/g de MS. Tandis que les
teneurs en flavonoides varient entre 2.36 mg EQ/g pour I’extrait aqueux et 0.11 mg EQ/g pour

I’extrait d’acétate d’éthyle (extraction par des solvants a polarité croissante).

La méthode de DPPH dont les résultats montrent que la plante Globulariaalypum L porte
un pouvoir antioxydant, avec des valeurs d’EC50 de 0.51et 4.9 mg/ml pour les Acétate

d’éthyle et éthanol respectivement.

L’évaluation du pouvoir antioxidant des déférents extraits de 1’espéce Globulariaalypum
L par le test in vitro DPPH a montré des valeurs d’EC50compride entre 0.51 et 4.9 pg/ml

pour les I’extrait acétate d’éthyle et 1’éthanol respectivement.

Nous avons également mettre en évidence pour la premiére fois ’activité antioxidante de
nos extraits par le test de phosphomolybdate, les résultats obtenus a travers ce test montrent

que notre plante présente un pouvoir antioxydant tres élevée avec des valeurs varient

34



Conclusion Générale

globalement entre 12.29 mg/g VCEAC pour I’extrait aqueux et 37.606 mg/g VCEAC pour

I’extrait de butanol.

A la lumiére des résultats obtenus, les extraits phénoliques de la plante étudiée Globularia
alypum L sera de bonnes sources de molécules bioactive a caractéres antiradicalaire. Et cet

effet, cette étude mérite d’étre approfondie en proposant comme perspectives de :

- Déterminer la structure des substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre une alternatif des médicaments synthétiques.

- Dautres études in vivo seraient intéressantes et plus prometteuse visant d’autres
marqueurs biologiques tels que 1’évaluation de 1’activité antidiabétique.

- Une estimation des quantités ingérées de plantes biologiqguement actives ou destinées
a étre récoltées est nécessaire, afin de mieux appréhender I’impact réel sur la santé des

consommateurs.
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Résume

Ce travail s’intéresse a I’é¢tude de I’activité antioxydant de 1’espece de Globularia alypum
L, elle est une plante médicinale caractéristique des régions méditerranéennes. Cette plante
vivace pousse dans les lieux rocailleux et broussailleux secs.

La quantification des phénol totaux et flavonoides des extraites on montrée des teneurs
varient entre 0.37 et 13.08 mgEAG/g de MS et entre 2.36 et 0.11 mgEQ/g de la matiere seche
respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante testée par les tests DPPH et phosphomolybdate
,montre que tous les extrait présentent un pouvoir antioxydant important comparativement
aux antioxydant pris comme référence; avec des valeurs d’EC50 varient entre 0.51et
4.9ug/ml pour le test DPPH .et des valeurs varient globalement entre 12.29 et 37.606 mg/g
VCEAC pour le test phosphomolybdate.

Mots clés: Globularia alypum L, composés phénolique, Activité antioxydante,
phosphomolybdate, DPPH.

Abstract

This work focuses on the study of the antioxidant activity of the species Globularia
alypum L, it is a characteristic plant of the Mediterranean regions. This perennial grows in dry
rocky and scrubby places.

The quantification of the total phenol and flavonoid content of the extracts showed levels
ranging between 0.37 and 13.08 mg EAG / g DM, and between 2.36 and 0.11 mg EQ / g dry
matter respectively.

The evaluation of the antioxidant activity tested by the DPPH and phosphomolybdate tests,
shows that all the extracts have an important antioxidant power compared to the antioxidant
taken as reference; with EC50 values vary between 0.51 and 4.9ug / ml for the DPPH test and
values vary globally between 12.29 and 37.606 mg / g VCEAC for the phosphomolybdate
test.

Key words: Globularia alypum L, phenolic compounds, antioxidant activity,
phosphomolybdate, DPPH.
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