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RESUME

Cette étude a été réalisée sur ’une des plantes médicinales : Globularia alypumL de la famille des
Globulariaceae. L huile essentielle (HE) de la partie aérienne de la plante extraite par entrainement a
la vapeur d’eau, a révélé un rendement moyen de I'ordre de 0.0018%. La détermination de sa
composition chimique par CG/MS a montré que cette HE est composé principalement par
[’héxadécanoite  d’éthyle  (35.24%), le Cinnamate d’éthyle (23,80%), I’acide
pentadécanoique,14methyl, méthyle ester (11,01%),le Cinnamate de méthyle (7,05%), le
décanoate d’éthyle (5,73%) et 2-Methoxy-4-vinylphenol (1,80%) en dernier.

Les rendements des diverses fractions flavoniques extraites a partir de la partie aérienne de
globulairepardes solvants a polarité croissante : éther diethylique, acétate et n-butanol. Le meilleur
rendement est obtenu avec I'extrait butanolique( I’E-BuO11 :1.96%). L’extrait tannique a donné un
rendement de (2.808%).L estimation quantitative des polyphénols totaux a montré que les tannins
présentaient la fraction phénolique la plus élevée avec une teneur (34,68+0,29mgEAG/g d’extrait)
comparativement a celle des flavonoides dont I’extrait d’éther diéthylique présentait la fraction
phénolique la plus élevée avec une teneur de (28,86 + 1,62mgEAG/g d’extrait) et le plus riche en
flavonoides avec une teneur de (873,65 + 5,54ug EQ/g d’extrait).

L’analyse qualitative par CCM et par HPLC des extraits flavoniques et tannique ont montré que les
différents extraits de globularia alypum semblent contenir la catéchine et la Rutine et certaines
composées polyphénolique

L’évaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur milieu solide a montré que
Ieffet antifongique et antibactérien de I’extrait d’éther diéthylique est plus important que celui des

autres extraits contre la plupart dessouches testées. Par ailleurs, I'HE s’est montré plus sensible vis-a-
vis de S.aureus.

L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant le test au DPPH a montré que les échantillons
présentaient un pouvoir réducteur dont I’extrait tannin est le plus actif en tant que piégeur de radicaux
libres (IC50= 0,515mg/L) suivi par I'E-Ac (IC50= 0,57mg/L) et I'E-BUOH(IC50= 1,11mg/L), par
contre I’HE présentait des capacités de piégeage du radicale libre DPPH tres faible.

Les activités anti-inflammatoire et antalgique réalisé sur les souris ont montré que la dose de 0.3 g/ml
de la fraction butanolique administrés par voie orale présente Iactivité la plus importante
comparativement aux produits des références ’acide acetylsalicylique et le paracétamol.

Le dosage de quelque éléments minéraux de globulairepar activation neutronique a montré que
PArsenic (102.3ug/Kg) est 'élément le plus abondant, une teneur trés élevée en potassium et en
sodium(7.24 g/Kg,353 mg/Kg ) suivi des autres éléments Fe (300 ng/g),Zn (12.1 pg/g),Br (6.45
mg/Kg) classés par ordre décroissant.

Motsclés :globulariaalypum. L, huileessentie]le,CG/MS.Tanins.,Flavono'fdes;HPLC,antimicrobienne:
antioxydante, anti-inflammatoire, antalgique, NAA.



Abstrat

This study was conducted on one of Medicinal Plants: GlobulariaalypumlL family of Globulariaceae.
The essential oil (EO) of the aerial part of the plant extracted by steam distillation of water, showed an
average yield of about 0.0018%. The determination of the chemical composition by GC / MS showed
that HE is mainly composed by hexadecanoicacid,ethyl ester (35,24%) followed by 2-propanoic
acid,3phényl.ethyl ester (23,80%),pentadecanoic acid,14methyl,methyl ester (11,01%), 2-propanoic

acid,3-phenyl,methyl ester(7,05%) ,decanoic acid ,ethyl ester(5,73%) and last 2-methoxy-4-
vinylphenol. (1,80%)

The yield potential of various flavonoid fractions extracted from the aerial part of globular with
solvents of increasing polarity: diethyl ether,acetate and n-butanol. The best yield is obtained with the
butanol extract (E-BuOH: 1.96%). The tannin extract gave a yield of (2.808%). Quantitative
estimation of total polyphenols showed that tannins had the highest phenolic fraction with a contentof
(34,68+0,29 mgGAE / g extract) compared to that of flavonoids which diethyl ether extract had the

highest phenolic fraction with a grade of (28,86 + 1,62mgGAE / g of extract) and it’s the richest in
flavonoids with content of (873,65 + 5,54QEpg / ¢ of extract).

Qualitative analysis by TLC and HPLC of the flavonoid and tannin extracts showed that different
extracts of globularia alypum appear to contain catechin and Rutin and some polyphenolic compound.

Evaluation of the antimicrobial activity by the diffusion method on solid showed that the antifungal
and antibacterial effect of the extract of diethyl ether is more important than other extracts against
most the tested strains. In addition, EO was more sensitive against S.aureus.

Evaluation of antioxidant activity using the DPPH test showed that the samples had a reducing power
which the extract tannin is the most active as a free radical scavenger (IC50 = 0.515 mg / L) followed
by E-Ac (IC50 = 0.57 mg / L) and E-BuOH (IC50 = 1.11 mg / L), by against EO showed a very low
capacity of the scavenger of free radical DPPH.

The anti-inflammatory and analgesic activities conducted on mouse have shown that the dose
of 0.3 g / ml of butanol fraction administered orally present the most important activity
compared with references products aspirin and paracetamol.

The dosage of some minerals in globular by neutron activation showed that arsenic (102.3 + 9.811g/Kg)
is the most abundant element, a very high content of potassium and sodium (7.24 g / kg, 353 mg / kg)
followed by other elements Fe (300 mg / g), Zn (12.1 mg/ g), Br (6.45 mg / Kg) in descending order.

Keywords: globulariaalypum.L, essential oil, CG / MS, tannins, flavonoids, HPLC, antimicrobial,
antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, NAA
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Liste des abréviations
HE Huile essentielle

CG/SM Chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrometre de masse

AFNOR  Association Francaise de Normalisation

Mue Masse d’huile essentielle

Mmv Masse de la matiére végétale

R Rendement en huile essentielle
DO Densité Optique (absorbance).

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.

IC50 Concentration inhibitrice de 50%

Z1 Zone d’Inhibition.

HPLC Chromatographie liquide a haute performance
CCM Chromatographie sur couches minces

EBr extrait brut

E-ET extrait d’éther di éthylique

E-Ac extrait d’acétate d’éthyle

E-BuOH  extrait I-butanol

E-T extrait Tannique
Ag Acide gallique
At Acide Tannique
Hyd Hydroquinone
AB Acide benzoique
AS Acide salicylique
Van Vanilline

Cou Coumarine

EAG équivalent acide gallique



EQ équivalent quercétine

EC équivalent catéchine
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Introduction

Pendant des siecles, I'Homme s'est toujours soigné par les plantes, de maniere empirique,
guidé par la tradition ou les coutumes [1] ou les plantes étaient ’une des seules sources de
guérisons des maladies a cette époque [2]. La phytothérapie prend ses racines dans la science
et la sagesse des premiers humains qui ont repéré les plantes qui avaient des effets bénéfiques
sur leurs organismes [3], en effet une plante est dite médicinale lorsqu’elle posséde au moins
des propriétés médicamenteuses [4]. Les plantes médicinales sont & la fois, un produit fini
destin€ a la consommation et une matiére premiére pour I’obtention de substances actives. [5].
L’isolement de principes actifs date du XIX®™ siecle, en améliorant la connaissance des
structures, a fait progressivement se séparer et parfois s’opposer & une phytothérapie
traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique officielle incluant les principes
chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux connue. Cette thérapeutique
officielle accepte parfois avec une certaine méfiance 1’emploi de végétaux ou d’extraits
complexes de végétaux dont I’action est confirmée par 1’usage sans étre attribuée de facon

certaine a une molécule type [6].

Les substances naturelles issues des végélaux ont des intéréts multiples mis & profit dans
I"industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires [6] tels que : les polyphénols qui
font I’objet de nombreuses recherches et qui Jouent un rdle trés important dans la prévention
des maladies dégénératives. Ce groupe de produits naturels est trés diversifiée et comprend

plusieurs sous-groupes en particulier les flavonoides et les tanins [7].

La plupart des végétaux renferment des huiles essenticlles qui sont une autre classe
importante de métabolites secondaires de composition chimique généralement assez
complexe, renfermant des principes odorants volatils contenus dans ces végétaux [1] ou

I"utilisation des huiles essentielles (HE) est une tradition trés ancienne [8].

Afin de contribuer a4 une meilleure connaissance de notre patrimoine naturel en plantes
aromatiques et médicinales (PAM), nous allons dans ce travail, étudier une des espéces de la
famille des globulariacées: globularia alypum.L, (nom francais= globulaire, nom

vernaculaire = Teselgha). C’est une espéce vivace, rencontrée dans les garrigues et les foréts,



tres utilisée en médecine traditionnelle pour ces nombreuses propriétés : anti-inflammatoire,

anti-ulcere, antidiabétique, anti-oxydante et myorelaxante.

Alnsi, I"objectif de ce travail se résume a I’étude et I’extraction des (huiles essentielles,
flavonoides et tanins) qui ont été particuliérement étudiés en raison de leur utilisation dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires et qui peuvent étre a I"origine des
vertus thérapeutiques de cette plante. Dans cette optique et dans le but de valoriser cette

plante « la globulaire », nous avons structuré le travail comme suit :

La premicre partie est une étude bibliographique dans laquelle, on présentera la matiére
végetale, son utilisation et les différents travaux dont elle a fait I’objet, des généralités sur les

huiles essentielles, les flavonoides et les tanins et un petit rappel sur des activités biologiques.
La seconde partie est une étude expérimentale qui sera consacrée a :

" Lextraction de I’huile essentielle de la partie aérienne de globularia alypum L par
entralnement a la vapeur d’eau.

= La caractérisation physico-chimique et organoleptique de cette huile essentielle.

= La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle de globularia
alypum L par CG/SM.

® Llextraction et I'identification des flavonoides et des Tanins par CCM et par
HFLC.

= L’¢tude du pouvoir antibactérien de I’huile essentielle et des contenus flavoniques et
Tanniques de la globularia alypum L.

= L’¢tude du pouvoir antioxydant de I’huile essentielle et des contenus flavoniques et
Tannique de la globularia alypum L.

= L’étude de pouvoir anti-inflammatoire de la fraction butanolique de [’extrait
flavonique de globularia alypum L.

* L’¢tude de pouvoir antalgique de la fraction butanolique de Iextrait flavonique de
globularia alypum L.

* Dosage de quelques ¢léments minéraux chez la globularia alypum L par la
technique d’analyse par activation neutronique.

A partir de Iinterprétation des résultats expérimentaux nous aboutirons & une conclusion

générale qui nous permettra d’avoir des perspectives liées a ce travail.
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I- Introduction

La famille des Globulariacées est une famille de plantes dicotylédones quj comprend environ
trente especes répandues en Europe et le nord-afiicain répartie en deux genres :globularia et
poskea[9]. Les plantes du genre Globularia sont des herbes ou des arbustes [10] bien connus
dans les régions méditerranéennes pour leurs propriétés biologiques [1 1] comme étant une
riche source de composes phénoliques [10]. Des études confirment que les especes du genre

globularia présentent des activités antimicrobiennes: cytotoxiques, anti-oxydantes et anti-

inflammatoires [9].

Parmi les plantes de ce genre, il existe« globularia alypum. L » qui est une espece largement
distribuée dans la région méditerranéenne, connue pour ses utilisations dans Ia médecine
populaire pour plusieurs propriétés: traitement des rhumatismes, la fievre typhoide, la fiévre
intermittente, le diabte et aussi comme laxatif efficace. La plante possede auss; d’autres

propriétés telles que : anti-leucémique, immunosuppresseur, anti-ulcére, hypoglycémique,

anti-oxydante, myorelaxante et spasmolytiques [12].

II- Présentation de L’espéce Globularia alypuml
II-1- Classification systématique [9]
Embranchement : 4 ngiosperme.

Classe :Dicotylédone.

Sous Classe :Asteridae.

Ordre :Scrophulariales.

Famille : Globulariaceqe.

Genre :Globularia

Espeéce :Globularia alypum.

II- 2-Nom vernaculaire

° Francais : Globulaire, séné sauvage [13]

°* Anglais : Three-tooth’d-Globularia [14].



e Maroc : Einlarneb [15].
e Tunisie : zriga [10]

e Algérie : Tasselgha [16], chelgha, zerga [16,13].

I1-3-Description botanique de V’espéce Globularia alypumL

L’espéce Globularia alypum est un petit arbuste de couleur glauque rameux d’environ 30 4 60
cm de hauteur [13] ses petites feuilles sont persistantes de 1 4 4 cm, alternes simples entiéres
ou a 3 dents, longues avec un court pétiole, coriace, ponctuées de petites taches brillantes sur
les deux faces, réguli¢rement espacées sur les rameaux longs, groupées sur les rameaux courts
[17]. Ses petites Fleurs atteignant pres de 2 cm de diamétre et disposées le long et au sommet
des tiges, ayant la levre supérieure trés courte a ’inférieure, d’une couleur bleu violacé [9].
Ces fleurs sont odorantes tout 1’hiver et au printemps [17]. C’est I’'une des plus belles fleurs

hivernales des garrigues [18].

Figure 1 :Globularia alypumlL [9].



III- Répartition géographique et écologique de Pespéce Globularia alypum L

Le genre Globularia est commun dans les régions méditerranéennes, dans le sud de I'Europe
et dans I'Afrique du Nord (Tunisie, Maroc. Libye et Algérie) [10]. L’espece globularia
alypum est largement répandue en Algérie. Elle se trouve répartie dans I’atlas saharien, dans
le Hoggar en altitude, en terrain rocailleux. dans les garrigues et les foréts d’Algérie [13]. La
période de floraison présente la saison allant de I"hiver jusqu’au début du printemps (janvier a
avril) [14].

VI- Usage médicinal de espéce Globularia alypum L

Globularia alypum L. est une plante aromatique et médicinale, trés connue par les habitants

du Maghreb. Elle est largement utilisée et réputée pour ses vertus thérapeutiques [19].

° En Algérie, cette espéce est utilisée en médecine traditionnelle autant que purgatif,
cholagogue, stimulante, antiseptique. hypoglycémiante. laxatif. sedatif, stomachique.
Elle est aussi utilisée pour le traitement de la constipation [16]. Elle est connue pour
ses propriétés digestives [19]. Elle est employée comme agent purgative. sudorifique

et pour le traitement des maladies cardiovasculaires et rénales [20]

° En Tunisie, celle plante est utilisée pour le traitement des maladies de la peau,
notamment l'eczéma. Elle est aussi utilisée pour le traitement des troubles digestifs,

5 N ~ = -1 ! i -+ Aq1 - A
pour calmer les douleurs intestinales, I'hypertension artérielle, les problémes

2

cardiovasculaires, le diabéte et la colique néphrétique [20].

° Quant & La médecine traditionnelle marocaine ; cette espéce est employée pour ses
propriétés : laxatif, cholagogue, sudorifique, purgative, fébrifuge [15] et elle est aussi

utilisée pour le traitement des troubles gastro-intestinaux [21].



V- Travaux antérieures déja réalisés sur Pespeéce Globularia alypum .

Plusieurs travaux de recherche ont été réalisés sur cette espece dont parmi eux nous citons :

V- 1-Etude chimique de Vespece Globularia alypum L.

L*étude chimique des extraits de différentes parties de la plante de globularia alypum a

permis I'isolement des différents composés en particulier les acides phénoliques, les

flavonoides et les iridoides ainsi que d’autres composés dont nous pouvons citer les travauy

sulvants :

En 1933, les travaux de Sanchez [9] ont permis d’isoler & partir de Globularia alypum

"acide cinnamique et I’acide protocatéchique.

En 1974, P.Bernard[22] a étudié les extraits a partir des feujlles du globulaire
originaire de la France oy i] a 1s0lé les composés sulvants : globularine, catalpol,

rutine, luteoline 7-glucoside, acide cinnamique, acide caféique, acide ferulique, acide

p-coumarique, acide chlorogenique.

En 1981, R.K, Chaudhuri[23] a étudié 1a plante enti¢re de cette espece récoltée en
Suisse ou il a jsolé les  produits  suivants: globularimine,globularinine,

globularidine ,globularicisine ; globularine | catalpol,liriodendrine ,Syringine.

En 1982, B.Benhassine[24] a étudié la partie entiére de Ia plante cueillie en Tunisie og
il a identifié¢ les composés suivants : 4',7-dihydroxyﬂavone; apigenine-7—gucoside;
quercetol , luteoline-7-glucoside ,8—C—g]ucosy]—4',7~dihydroxyﬂavone ,  rutoside ;
cyanidine ,peonidine , acide vanillique , acide syringique , acide caféique , acide

sinapique , acide p-coumarique, acide ferulique , acide b-resorcylique.

En 2004, P.Stoker et coll[25] ont étudié I’extrait hydro alcoolique de Ia partie aérienne
de G. alypum provenant de I’Algérie ou ils ont déterminé la teneur des poly phénols
(tableau 1). L’analyse par HPLC de cet extrait a permis de mettre en évidence des

composés phénoliques provenant de I"acide cinnamique et de ses dérivés.



Tableau 1 : Concentration des composes phénoliques totaux dans Pextrait hydro alcoolique

° En 2006, A.Djeridane et co]] [26] ont démontré que cette plante soit classée parmi les

de la partie aérienne de globularia alypum [.

Extrait de G.alypum L
’ Phénols totaux (mg EQ/100g matiere seéche)

especes ayant des teneurs €levés en composés phénoliques. La teneur des polyphénols

et des flavonoides sont représentées dans le tableay 2.

Tableau 2: Concentration des composés phénoliques, flavonoides totaux dans l'extrait

» Concentration
21.54+0.81
4.54 + 0.09

° En 2006, Nour-Eddine Es-Safi et coll [27] ont isolé les composés chimiques sujvants:

hydroéthanolique de globularia alypum | .

Extrait de G.alypum L
Phénols totaux (mg EAG/g matiére seche)

Flavonoides (mg EQ /g matiéres seche)

les flavonoides (composés F1 a F4), les phenyl ethanoides (composés P1 a P4) et les
iridoides (composé 1] a 16) ainsi que la syringine ( figure 3) a partir de I’extrait

hydroalcoolique de 1a partie aérienne.

° En 2011, Daycem Khlifi e coll [10] ont étudié Jes extraits a partir des feuilles de
Globularia alypum I,.en utilisant différents solvants et ils ont calculé les rendements et

les teneurs en poly phénols, les tanins, les anthocyanes et les flavonoides (tableau 3).

Tableau 3 : Concentration des composés phénoliques, des flavonoides et des anthocyanes

totaux dans les différents extrajts des feuilles de globularia alypum L.

échantillons Rendement% Polyphenols Tannins Flavonoides

Anthocyanes
(EAG) g/Kg (EC) g/Kg (EQ) g/Kg (EG C3) g/Kg
Meéthode(#1)

Méthanol(75%) 42.4 116.89£2.80 | 1.40+0.06 18.20 £ 0.25 8.17+£0.70
L’éther de pétrole 15.6 8.50+£0.10 5.73£0.06 0.31+0.02 /
dichlorométhane _ 2.4 41.19+1.33 | 18.65+0.11 0.34 +0.02 /

Méthode(#2)
Acétone 12.9 109.46 + 1.1 2.79£0.07 17.08 £ 0.35 70.69 £ 1.53

Méthanol(75%) 139.95+£3.40 | 233 +0.06 19.29 + 0.04 36.5+2.01

L’eau 55.10£2.30 | 4.40+0.06 1.33+0.02 28.49+3.55



° En 2012, Riadh Ben Mansour et coll[20] ont effectué des recherches sur les extraits

hydroéthanoliques préparés a partir des feuilles de Globularia alypum. Dans un
premier temps, ils ont déterminé la teneur en poly phénols, en flavonoides et en
anthocyanes (tableau 4). Ensuite, ils ont isolés a partir de I'extrait hydrométhanolique
de la tige et des feuilles, des nouvelles composés  phénoliques tels  que:
hydroxyluteolin  6-7-O-laminaribioside, ériodictyol  7-O-sophorosides et 6-O-
coumaroyl-1'-O-[2 - (3,4-dihydroxyphényl) éthyle]-B-D-glucopyranoside et deux
glycosides flavonoides identifiés comme hydroxyluteolin 6 -7-O-B-D-glucopyranoside

et la lutéoline 7-O-sophoroside.

Tableau 4 : Concentration des composes phénoliques, flavonoides et anthocyanes totaux dans

I'extrait hydro éthanolique des feuilles de globularia alypum L.

Extraits de G.alypum (feuilles) Concentration
Phénols totaux (mg EAG/g matiére seche) 24724 +£ 5,09
Flavonoides ( mgEQ /g matiéres séche) 78,82 + 2,09
Anthocyanes (mg E Cy-3-glu /g matiére seche) 0,53+0,12
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Figure 2 : Structure des composés isolés de Globularia alypum L [9].



F1:R1= OH, R2= Glucosyl-(1—3)-glucosy!
F2:R1=0H, R2= Glucosyl
F3:R1=H, R2= Glucosyl-(1—2)-glucosyl
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Figure 3 : Structure de quelques composés isolés a partir de 1’extrait hydro alcoolique de globularia
alypum L: (S = syringines, F = flavonoides, I = iridoides, P = phenylethanoides) [27]
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V-2-Etude des activités biologiques de Vespece Globularia alypum L

Les extraits préparés a partir des différentes parties de la plante de globularia alypum ont été
etudié pour leurs activités biologiques telles que lactivité hypoglycémiante, activité

antibactérienne et I’activité antioxydante dont nous pouvons citer les travaux suivants :

° En 1999, F.skim et coll [28] ont étudié ’activité hypoglycémiante de cette espéce chez
les rats. L'administration orale de I'infusion préparée a partir des feuilles a donné un
effet significatif d'hypoglycémie dans des conditions normales ainsi que chez les rats
hyperglycémiants. L’infusion augmente de maniére significative le taux d'insuline
plasmatique chez le rat normal. Il a été suggeré que 'activité hypoglycémiante de cette
plante peut étre méditée par I'amélioration du métabolisme périphérique du glucose et

["augmentation de la sécrétion d'insuline.

o L’activité antioxydante a été aussi confirmée par les travaux de Nour-Eddine Es-Safi
et coll. en 2006 [27] sur Les extraits hydroalcooliques préparés a partir de la partie
aérienne en utilisant la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Cette activité a été
réalisée sur les composés isolés (S = syringin, F = flavonoids, I = iridoids, P =
phenylethanoids) (figure3) dont les résultats montrent que les composés flavoniques
testés pour leur capacité a piéger le radical DPPH présentaient une activité plus
puissante par rapport a tous les composés testés ; tandis que les iridoides et la

synringine montraient une faible activité antioxydante.

° En 2011, Daycem Khlifi et coll [10] ont étudié I’activité anti-oxydante de cette plante
sur les extraits préparés a partir des feuilles a I’aide des tests de piégeage des radicaux
libres (DPPH et ABTS). Ils ont déduits que les extraits préparés a partir des solvants
de polarité élevée présentaient une meilleure activité antioxydante que les extraits
préparés a partir de solvants de faible polarité. Ils ont aussi étudié Iactivité anti-
tuberculose contre Mycobacterium tuberculosis ou ils ont trouvé une corrélation

positive entre la teneur totale en composés phénoliques et les activités étudiées.

e En 2012, Riad Ben Mansour et coll [20] ont étudié I'activité antioxydante de l'extrait
hydroéthanolique des feuilles & l'aide des tests de (DPPH, ABTS). D'autre part ils ont
¢tudi€é l'effet cytotoxique de l'extrait hydroéthanolique sur les cellules HeLa a I’aide

de test MTT(3 - (4.5-diméthylthiazolyl-2) -2.5-diphényltétrazolium bromure) (test de
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reproduction cellulaire) ou les résultats ont montré que l'extrait présentait un effet

cytotoxique .

En 2011 Nawal Taleb-Dida et coll [29] ont étudié I'hypertriglycéridémie et le statut
oxydatif du muscle, des reins et du cceur chez les rats. L'administration de l'extrait
aqueux de cette espéce a permis de réduire les troubles du métabolisme et du stress
oxydatif induit chez les rats nourris avec un régime riche en fructose. Ils ont conclu
que l'extrait offrait une perspective prometteuse pour le traitement de
I'hypertriglycéridémie. En outre, dans le muscle et dans les reins, 1’extrait aqueux du

globularia alypum a permis de réduire la peroxydation lipidique et a amélioré les

enzymes anti oxydantes.

En 2012, F. Bouabdelli et coll [16] ont étudié I’activité antibactérienne des extraits
obtenus par infusion, décoction, macération et percolation de plusieurs espéces
végetales algériennes parmi eux, I’espece globularia alypum L. 1ls ont trouvé une zone
d’inhibition de diametre qui varie entre 8 mm et 15 mm pour la plupart des plantes
étudiées. Ils ont conclu que ces plantes sont potentiellement une bonne source d'agents

antibactériens, ce qui montre leurs importances dans la médecine alternative dans

l'ouest d’Algérie.
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Chapitre Il
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I- Introduction

La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese des
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie
de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans lequel
elle vit : prédateurs, microorganismes pathogénes, etc. On congoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus

diverses pour se défendre : les métabolites secondaires [30]

II- Définition et fonctions des métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire, désignant un métabolisme dont la distribution taxonomique serait
limitée et dont la contribution au fonctionnement cellulaire ou au développement des plantes
serait insignifiante [31].

Les métabolites secondaires ne sont pas vitaux pour 1’organisme mais jouent nécessairement
un rble important dans la machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur production. Ils
ont des roles écologiques. Ces molécules furent sélectionnées au cours de 1’évolution pour
Iinteraction qu’elles ont avec un récepteur d’un autre organisme. Elles représentent donc une
grande source potentielle d’agents thérapeutiques [30]. Ils pourraient jouer un réle dans la

défense contre les herbivores et dans les relations entre les plantes et leur environnement [31].

I1I- Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence,

les terpénes (exp : Les iridoides), les alcaloides, les huiles essentielles et les polyphénols, dont

on distingue les principaux classes :
ITI- 1-Les huiles essentielles
I11- 1-1-définition

Les huiles essentielles sont des produits volatils huileux odoriférants extraits des végétaux.
Depuis Février 1998, la norme AFNOR NF T 75- 006 a donné la définition d’une huile
essenticlle comme : « Produit obtenu & partir d’une matiére premiére végétale, soit par
entrainement & la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus,
soit par distillation séche. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des

procédés physiquesy» [32,33].
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111- 1-2-Procédés d’extraction des huiles essentielles
I11- 1-2-a-Entrainement a la vapeur

L'entrainement a la vapeur d'eau est la méthode la plus utilisée pour récupérer les huiles
essentielles, elle représente 80% de la récupération des huiles. Dans ce systéme d’extraction,
le matériel végétal : les feuilles, les racines ou les fleurs sont soumis a I’action d’un flux de
vapeur au bas d’une charge végétale. La vapeur chargée en huile essentielle est condensée
avant d’étre décantée et récupérée dans un essencier ou un vase florentin, on obtiendra donc

d’un coté les huiles essentielles et de I’autre 1’eau florale [32].
I11- 1-2-b-Hydro distillation

L’hydrodistillation est la méthode normée pour I’extraction des huiles essentielles dont le
principe correspond a une distillation hétérogeéne. Le procédé consiste a immerger la matiére
premiére végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement
a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Le mélange azéotropique « eau + huile essentielle »
distille a une température égale 100°C a pression atmosphérique alors que les températures
d’ébullition des composés aromatiques sont pour la plupart tres élevées. 11 est ensuite refroidi

et condensé dans un essencier ou vase florentin [34].
ITI- 1-2-c-Expression a froid

Cette méthode n’est utilisée que pour les épicarpes des Citrus (citrus limonum, Citrus
sinensis...) [35]. Le principe de la méthode est treés simple : Les « zestes » sont dilacérés et le

contenu des poches sécrétrices qui ont été rompues est récupéré par un procédé physique [4].

I1I- 1-3- Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont dotées de propriétés antiseptiques et antimicrobiennes. Beaucoup
d'entre elles ont des propriétés antitoxiques, antivirales, anti-oxydantes et antiparasitaires.
Plus récemment, les recherches reconnaissent des propriétés anticancéreuses [36].L'activité
biologique d'une HE est a mettre en relation avec sa composition chimique et les possibles
effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a son «Totumy»; c'est-a-dire,

l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires [37, 38].
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I1I- 2-Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui constituent I’un des groupes le plus
nombreux et largement distribué dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures
phénoliques présents dans tous les organes de la plante. Ils résultent bio génétiquement de
deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et acétate [39]. L'élément structural de
base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles,
libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) [4]. On

distingue deux grandes classes de des polyphénols les flavonoides et les tanins.

I1I- 2-1-Les flavonoides

III- 2-1-a-Définition

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", signifiant "jaune", désigne une trés large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ce groupe comprend
comme son nom 1’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Les
flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal. Les flavanoides
constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment universel [40,
41].

I1I- 2-1-b-Structure chimique et biosynthése des flavonoides

= Structure

Les flavonoides identifiés ont une origine biosynthétique commune et de ce fait présentent le
méme €lément structural de base (sauf exceptions : chalcones, aurones, isoflavones), a savoir
quinze atomes de carbone arrangés comme suit : C6-C3-C6. Constitués de deux cycles en C6

(A et B) reliés par une chaine en C3 (noyau 2-phényl-1-benzopyrane) (Figure 4) [4).

B porrte o e tom: i 2B

Figure 4: Structure de base des flavonoides
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= Biosynthese
Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie mixte

shikimate/polyacétate [4].La voie biosynthétique est présentée dans (figure 5)
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Figure 5 : Biosynthese des flavonoides.
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III- 2-1-c-Classification des flavonoides

Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

= Flavones et flavonols

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles phénoliques en
C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le cycle B est
substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou méthoxyles

(OCH3) .Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 [42].

* Flavanones et hydroflavonols

Se caractérisent par I’absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la présence des
centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que celles décrites

pour les flavones et les flavonols.Lesdihydroflavonols se distinguent des flavanones par

I’hydroxylation de la position C3 [43].
= Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’absence du groupe
carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée
(flavan-3,4-diols). Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de I’0OH en C3
dans une liaison héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-3,4-O-
glucoside et lecyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine [4].

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a I’origine des polyméres flavoniques

appelés proanthocyanidols ou tannins condensés [4].

= Chalcones et aurones

Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux unités
aromatiques reliées par une chaine tricabonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est assez
fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le 17 cycle A sont plus souvent
identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une structure de

2-benzylidéne coumarone [4,43].
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III- 2-1-d-Propriétés biologiques des flavonoides

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle est parfois inappropriée de ces agents a
entrainé la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques notamment les flavonoides sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et

cosmétique [44].

Les flavonoides absorbés avec nos aliments sont réputés protéger 1’organisme contre les effets
déléteres des apports environnementaux oxydants. Des études épidémiologiques ont montré
que la consommation de certains aliments ou boissons (certains jus de raisin, fruits rouges,
thé, cacao) riches en flavonoides (particulierement flavanols et anthocyanes) est inversement
corrélée a la prévention de maladies neuro dégénératives telles que les maladies d’ Alzheimer
et de Parkinson [45]. Les flavonones et les flavonols représentent environ 80% des
flavonoides connus. La principale activité attribuée a ces composés est une propriété
vitaminique P veino active .Ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent
leurs résistances. Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques, hépato-

protecteurs, antispasmodiques, diurétiques, antibactériens et antiviraux [4].

Des recherches ont montré que de nombreux flavonoides possedent des activités anti-
oxydantes [46,47] et des activités anticancéreuses [46]. Parmi les flavonoides les plus actifs
sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et la catéchine [48]. Ils jouent aussi un
role dans la prévention des maladies coronariennes cardiaques [46].

Les flavonoides présentent aussi d’autres activités thérapeutiques telles que: l’activité
antiallergique [49], antimicrobienne, antibactérienne [50,48], antifongique [48], le pouvoir
d’inhibition d’enzyme et de complexation des métaux [51]. De méme ils ont déja été utilisés
pour le traitement du diabete du fait qu’ils inhibent 1’aldose réductase [48].

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contréle de la croissance et
du développement des plantes en interagissant d’une mani¢re complexe avec les diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un rdle de
phytoalexines, c’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour

lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries [51].
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Une autre propriété majeure des flavonoides est celle de contribuer & la couleur des plantes et
notamment a celle des flewrs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant

certains insectes par leur gofit désagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection des

plantes [51].

II1- 2-2-Les tanins
I1I- 2-2-a-Définition

Le mot tanin fait référence a un large groupe de composés (poly) phénoliques naturellement
produits par les plantes. Ces composés, solubles dans 1’eau, se caractérisent par leur faculté a
se combiner aux protéines et a d’autres polyméres organiques tels que les glucides, les acides

nucléiques, les stéroides et les alcaloides pour former avec eux des complexes stables [52, 53,

54,55].

III- 2-2-b-Structure chimique et biosynthése des tanins

= Structure
o structure des tanins condensés

La structure complexe des tanins condensés est formée d'unités répétitives monomériques qui
varient par leur centre asymétrique et leur degré d’oxydation. Les formes naturelles
monomeriques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones
asymeétriques C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (Figure6). On distingue

ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées) (Figure7) [30].

OH
o
HO \_,,.\\\\\
R, Rj-R;-H @ Afzéléchol

R|-OH ; R,;-H : Catéchol
OH R,=R,= OH : gallocatéchol

— e o —

Série 2-R, 3-S : (OH 3-0) : épiafzeléchol,épicathécol,épigallocatéchol

e

Figure 6:exemple de structure des tannins condensés
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Figure 7:exemple de structure d’un tannin condensé

e Structure des Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines latérales
(En position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 4 n monomere(s) d'acide phénolique.
Des liaisons carbones & carbone entre noyaux (liaisons biphényle réalisées par couplage

oxydatif), conduisent & des molécules plus rigides de solubilité diminuée dites les tanins

éllagiques (figure8) [30].
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Figure 8:exemple de tannin hydrolysable [4]

e Biosynthése des tanins condensés
L’élément structural de base des tanins condensés est le flavane-3-ol : catéchol et épicatéchol

(constitutif des procyanidols), gallocathécol et épigallocatéchol (constitutifs des
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prodelphinidols), plus rarement afzéléchol et épiafzéléchol (constitutifs  des
propelargonidols) dont biogénétiquement ces flavan-3-ols sont issus du métabolisme des

flavonoides (figure 5).

o Biosynthese des tanins hydrolysables

L’élément structural de base des tanins hydrolysables est 1’acide gallique, biogénétiquement
I"acide gallique (acide 3, 4,5-trihydroxybenzoique) est issu du métabolisme de 1’acide
Shikimique. Il est trés vraisemblablement formé par déshydrogénation directe de 1’acide 3-
déhydrochikimique.La glycosylation fait intervenir Iuridinediphosphoglucose (UDP-glucose)
et I'on admet habituellement que le monogalloyglucose formé peut ensuite, par transacylation,
conduire & un diester et ainsi de suite jusqu’au pentagalloyglucose. Ce penta-ester (le 1, 2, 3,
4,6-penta-O-galloyl-B-D-glucose) est le tanin le plus commun, il occupe une position centrale
dans le métabolisme des tanins. En effet, la plupart des végétaux sont susceptible de
poursuivre le métabolisme de cette molécule et de ces homologues et ce dans deux directions :
la premiére c’est évaluer vers des tanins gallique et la deuxiéme c’est évaluer vers des tanins

ellagiques, La voie biosynthétique de ce type de tanin est présentée dans la (figure 9).

-
- COH N
7 CO,H 2 on N
/. UDP-Glucose o »

4 O }
/ - HO A
I HO o

oH OH
d oH  HO O
OH

oM
acide 3-déhydroshikimique acide gallique B-1-O-galloyl-D-glucose

penta-galloylglucose

\
|
I
|
|
I
|
|
1
I
1
GO 1
origine probable des oG . oG |
ester palliques du glucose |
et filiauon des tanins hydrolysables ° \o :
GO’ — I
GO OG :
oG (ofe]
oG I
|
|
1
|
I
I
1
1
|
I

IC1

/ i

+(n) acide gallique couplage oxydatif

24
23 =
3-6
4-6 1-6
(depside) 1
oligomérisation
\\ l (couplage oxydatif inter-moléculaire !
/
\ = . ; ; . 4
N G= galloyl tanwns galliques ‘ tanins ellagiques 7
AN s
~

et i S T (] B o R T i i o e S ) Y S T 55 e e v i

Figure 9 : Biosynthese des tanins hydrolysable.
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II1- 2-2-c-Classification des tanins

Du point de vue structural, les tanins constituent un groupe chimique hétérogeéne, avec des
structures moléculaires variées. En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en
fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la

réactivité chimique de la molécule [52]. Les deux grands groupes des tanins sont : les tanins

condensés et les tanins hydrolysables [56].

= Les tanins condensés (flavan-3-ols)

Les tanins condensés sont des polyméres de flavan-3-ols (éventuellement de flavan-3,4-diols)
dérivés de la catéchine ou de ces nombreux isoméres. Contrairement aux tanins
hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse et seules les attaques chimiques fortes
permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud, il se transforme en pigment
rouges et, pour cette raison, les formes dimeres sont dénommées : « proanthocynidines ».
L’enchainement des différentes unités constitutives se fait soit de maniére linéaire grace a des

liaisons O-C-O (figure7) conduisent a des structures de plus en plus complexes qui restent

cependant solubles dans I’eau [56].

= Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d’acides phénoliques ou de dérivés
d'acides Phénoliques, ils sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. Ils libérent alors une partie non
phénolique souvent du glucose et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique
(cas des gallo tannins, quelque fois appelé « acide tannique » soit un dimeére de ce méme
acide, I’acide ellagique (cas des tannins ellagiques ou ellagitannins).Une forme simple de
tannins hydrolysables est le penta-galloyglucose (figure8), molécule trés réactive qui est a

I"origine de la plus part des formes complexes par exemple la castalagine (figure8)[56] .
III- 2-2-d-Propriétés biologiques des tannins
= Inhibition des enzymes

La capacité des tanins a complexer les protéines inclut I’inactivation possible d’enzymes soit

directement, par fixation aux sites actifs, soit indirectement par I’encombrement stérique créé
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par la fixation des molécules de tanins sur ’enzyme ou par interférence avec le substrat

potentiel de nature protéique [57].
= Activité anti-oxydante

Grace & leurs fonctions phénoliques qui ont un fort caractére nucléophile, les tanins sont
d’excellents piégeurs de radicaux libres et de nombreux tannins présentent ainsi des propriétés
anti-oxydantes [4, 58, 59,60]. Les radicaux libres tels que les ions ferreux sont des especes
chimiques instables et trés réactives. Ils perturbent le processus de réplication de I’ADN,
induisant des mutations cancérigénes. Ainsi, les activités antimutagénes et anticancéreuses

attribuées a certains tanins ont été associées a leurs propriétés anti-oxydantes [61,62].

= [ffet antiseptique

Certains remedes phytothérapiques riches en tanins présentent des effets antimicrobiens [61,
63,64], antifongiques [4] ou antiviraux [62, 65,66]. Cette activité thérapeutique reconnue

explique I'inscription des tanins comme antiseptique dans la pharmacopée médicale [4].
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I- L’activité antioxydante

I-1- Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des radicaux libres et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs [67]. Ce déséquilibre est a I’origine
de nombreux facteurs, notamment les polluants présents dans 1’air que nous respirons, I’eau et

les aliments que nous consommons [68].

I-2- Les antioxydants

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité pour lutter contre
les maladies modernes [69], ils constituent une piste particulierement intéressante pour limiter
les dégats oxydatifs [70]. Les substances anti-oxydantes sont nécessaires pour la protection
contre les agents oxydants, dont ils sont capables de neutraliser ou de réduire les dommages

causés par les radicaux libres dans I’organisme [71].

1-3- Types d’agents antioxydants

11 existe deux types d’agents antioxydants : les antioxydants endogeénes : sont des enzymes ou
des protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase (SOD), Catalase (CAT) et Glutathion
peroxydase(GPX) élaborés par notre organisme [72] et les antioxydants exogénes qui incluent

la vitamine E, l'acide ascorbique, la [(B-caroténe, les composés phénoliques tels que : les

flavonoides, les tanins etc [73].

II- Activité antimicrobienne

II-1- Les infections bactériennes

L’infection est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration dans un organisme d’un

agent pathogéne comme les bactéries, les virus et les champignons. Elle peut- étre locale,

générale ou focale [74].

II-2- Les agents antimicrobiens

On désigne par un agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique inhibant
la croissance et/ou la survie des micro-organismes. Ils agissent par différents mécanismes et
peuvent étre utilisés de diverses manieres, selon les objectifs recherchés et selon leur

spécificité d’action qui peut-€tre germicide ou germistatique [75].
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I1-3- Types d’agents antimicrobiens

Il existe trois types d’agents antimicrobiens : physiques (la chaleur et les radiations),

chimiques (les alcools et les composés phénoliques) chimio thérapeutiques (les sulfamides et

les antibiotiques) [75].

II1- L’activité anti-inflammatoire [76]

I11-1-Définition de I’inflammation

L'inflammation est une réaction de défense de l'organisme & diverses agressions qui peuvent
€tre d'origine physique, chimique, biologique ou infectieuse. Le traitement actuel de
l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidien et non stéroidien. Ces molécules

bien qu'étant efficaces présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner

leur utilisation au long cours.
II1-2-Types d’agents anti-inflammatoires

Il existe deux types d’anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires non stéroidiens comme

l'aspirine et les anti-inflammatoires stéroidiens corticoides.

VI- L’activité antalgique
VI-1-Définition de la douleur

Le traitement de la douleur est un probléme de santé publique majeur ol nous pouvons définir
la douleur, comme la sensation ressentie par un organisme dont le systéme nerveux détecte
un stimulus nociceptif [77]. Selon les rapports de I’'TASP (International Association for the
Study of Pain). La douleur est une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée &

des Iésions tissulaires réelle, potentielles ou décrites en termes de telles lésions [78].
VI1-2-Types d’agents antalgiques

Il existe trois types d’antalgiques: les antalgiques non  morphiniques
(Paracétamol,aspirine,Kétoproféne) pour le traitement des douleurs faibles, les antalgiques
dérivés de la morphines (associée a du paracétamol,tramadol) pour le traitement des douleurs

modérées et les antalgiques morphiniques (morphine,l’oxycodone) pour le traitement des

douleurs intenses [78].
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Chapitre [V

Matgrigls ¢t methodes



Ce chapitre consiste & réaliser dans un premier temps :

* L’extraction de I’huile essentielle de globularia alypum.

Caractérisation physico-chimique et détermination de la composition chimique de
I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse.

Un test phytochimique afin de mettre en évidence de fagon qualitative la présence
des flavonoides et des tanins dans la plante globularia alypum au moyen des tests
de caractérisations basés sur des réactions de coloration.

*  Extraction et dosage des flavonoides et des tanins de la globularia alypum.

*  Analyses qualitatives par CCM et par HPLC des extraits flavoniques et tanniques.

Dosage des éléments minéraux majeurs de globularia alypum par activation

neutronique.

Dans un second temps, nous procéderons d’une part a I’évaluation de [’activité
antimicrobienne et antioxydante de I’huile essentielle et du contenu flavonique et tannique
en utilisant la méthode de DPPH et d’autre part tester I’activité antiinflammatoire et

Iactivité antalgique de I’extrait flavonique (fraction butanolique) de la plante.

Notre stage pratique s’est étalé sur une période de quatre mois allant du mois de mars au mois

de juin 2013 ou :

o La partie extraction et le test de |’activité antioxydante sont effectuées au niveau de

laboratoire de chimie de 1’université Saad Dahlab —Blida.
o Les tests d’activité biologique : antimicrobienne, antiinflammatoire et antalgique ont

eté réalisés au sein du laboratoire du centre de recherche et de développement (CRD)
Saidal d’El-Harrach.

I- Matériel
I-1-Présentation et situation de la zone d’étude

La zone ou nous avons effectué notre ¢chantillonnage est située en pleine montagne (makta3
Lazrak) dans la commune de Hammam Melouane, située au sud de la wilaya de Blida, a

environ 30 km 4 'est de Blida et & environ 40 km au sud d'Alger.
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I-2-Matériel biologique

I-2-1- Matériel végétal

Nous avons utilisé la partie aérienne de la globularia alypum L. (tiges et feuilles) pour
extraction de I’huile essentielle de cette espéce et la partie aérienne en poudre pour

I’extraction des flavonoides et des tanins.

La partie aérienne de la globulaire (globularia alypum) a été récoltée au mois de Mars 2013,

qui correspond a la période de floraison.

L’identification botanique et la systématique de la plante ont été confirmées au niveau du

laboratoire de recherche du Jardin d’Essais d'El Hama.

Figure 10 : globularia alypum L. Figure 11 : Fleur de globularia alypum L.

I-2-2-Matériel animal

L’étude a porté sur les souris Albinos pour les tests d’activité anti inflammatoire et

I’activité antalgique ayant les propriétés ci-dessous :

- Sexe : male, femelle.

- Poids:19a2lg.

- Nombre : 54.

- Alimentation : Granulés O.N.A.B.

- Boisson : Eau de robinet ab libitum.
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- Condition d’hébergement : -T2 a24°C.
- Humidité : 50%,

- Eclairage : 10h.

I-2-3-Souches microbiennes

Le support microbien disponible au niveau du laboratoire de microbiologie dy CRD-Saidal

est composé de quatre souches bactériennes : Escherichiq coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, bacillus subtilus et une levure : Candidg albicans.

Tableau 5 : Caractéristiques de souches microbiennes utilisées.

Souches bactériennes

Type des bactéries références
Staphylococcus aureus Gram + ATCC 6569
Pseudomonas aeruginosa Gram - ATCC 9027
Escherichia coli - Gram - ATCC 4157
bacillus subtilus WW
Levure -
Candida albicans T T ATCC 24433

ATTC : American type culture collection.
I-3-Matériel non biologique :

Pour les équipements, verreries, consommables et milieu de culture utilisés, voir Annexe 1

II- Méthodes

II-1-Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité a étg déterminé selon la pharmacopée européenne 4 partir d’une
masse de matiere végétale introduite dans une étuve & 105 °C Jusqu’au poids constant dont

la teneur en eau est définje comme €tant la perte de poids subie durant le séchage.
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Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H% = [(poids x - poids y) / (poids x)] x 100 (Eqt.1)
x— Poids de I’échantillon avant I’étuvage.
y — poids de I’échantillon aprés I’étuvage.

H% — taux d’humidité exprimé en pourcentage.

II-2-Extraction des huiles essentielles au laboratoire

Nous avons réalisé I’extraction de I’huile essentielle de globularia alypum L. a 1’échelle

laboratoire en utilisant le procédé entrainement a la vapeur d’eau.

I1-2-1- Appareillage

L’extraction de I’huile essentielle de globularia alypum par entrainement a la vapeur d’eau
(figurel2).

-Réfrigérant
_ Ampoule

| adécanté

.._ Becher

— Ballon

Chauffe
Ballon

Figure 12: Montage d’entrainement a la vapeur d’eau.
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I1-2-2- Protocol expérimental [79]

Mettre la matiére végétale (la partie aérienne de la globulaire) dans une ampoule a

décanter d’une capacité de 2 L.
porter a €bullition I’eau.
Récupérer le distillat dans un récipient (bécher).

Placer I’eau contenant I’huile essentielle dans une ampoule a décanter avec 1’éther

diéthylique. Extraire en agitant (et en dégazant), puis laisser décanter.

Récupérer la phase éthérée dans un bécher.

Sécher la phase éthérée avec du sulfate de sodium anhydre (Na;SOys), puis récupérer le

filtrat dans un ballon rodé.

Evaporer I’éther diéthylique a 1’aide d’un évaporateur rotatif, puis récupérer et

conserver I’HE au réfrigérateur a I’abri de la lumiere.

[I-2-3- Calcul du rendement en huile essentielle

Le calcul du rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de ’huile

récupérée (Mug) en (g) et la masse de la matiére végétale (Mmv) utilisée en (g) multiplié par

100.

{ R% = (Mue/Mwmv) x 100 ] (Eqt.2)

I1-2-4- Analyse de la composition chimique de ’huile essentielle par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS)

L’huile essentielle de globularia alypum a ét¢ analysée par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse, dans les conditions opératoires suivantes :

Température de ’injecteur : 280°C.

Température du four: 80°C pendant 3min, de 80°C jusqu’a 220°C a raison de
4°C/min.

Volume injectée : 3pl. passeur d’échantillon automatique.

Détecteur : MS.
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- Temps de scan : 0.2 sec.

- Délai de solvant : 5.9 min.

- Mode : SCAN entre m/z [20-470].
- Temps d’analyse : 41 min.

- Type d’ionisation : électronique.

L’identification des composés est confirmée par comparaison de leurs spectre de masse ion
fragment caractéristiques obtenus expérimentalement & ceux inventoriées dans la banque de
librairies spectrales ((Wiley), (NIST)).

II-3-Tests phytochimiques

Ce test a €té réalisé sur I’extrait aqueux par un épuisement du matériel végétal avec de ’eau

chaude et sur ’extrait éthanolique par un épuisement du matériel végétal avec I’éthanol.
* Epuisement du matériel végétal avec de ’eau chaude

Dans un ballon mono col surmonté d’un réfrigérant, 10 g de matériel végétal est mis en
présent de 60 ml d’eau. L’ensemble est porté & reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange

est filtré et ’extrait aqueux est récupéré.
® Epuisement du matériel végétal avec ’éthanol

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 10 g de matériel végétal est mis en
présence de 60 ml d’éthanol. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le

meélange est filtré et I’extrait éthanolique est récupéré.
II-3-1-Mise en évidence des flavonoides

® Le test a été réalisé sur |extrait éthanolique.

La réaction de détection des flavonoides consiste & traiter 5 ml de Iextrait avec 1 ml d’HCI
concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est révélée par

I"apparition d’une couleur rose ou rouge qui se développe apres 3 minutes [30].

I1-3-2-Mise en évidence des tanins

Les tests ont été réalisés sur Iextrait aqueux et sur ’extrait éthanolique :
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® Sur D'extrait aqueux : 1 ml de ce dernier est traité avec 1ml d’eau et 1 a 2 gouttes de
solution de FeClI3 diluée. la présence des tanins est révélée par I’apparition d’une

coloration vert foncée ou bleu vert [80].

® <Sur Pextrait éthanolique: 1 ml de ce dernier est traité avec 2 ml d’eau et 2 & 3
gouttes de solution de FeCls diluée. La présence des tanins est révélé par I’apparition

d’une coloration bleu- noire (tanins galliques), bleu-verte (tanins cathéchiques) [80].

I1-4-Extraction des flavonoides

Nous avons réalisé I’extraction des flavonoides de globularia alypum a I’échelle laboratoire

par maccration dans un mélange de solvant organique /aqueux.

II-4-1-Protocole expérimental

I1-4-1-a-Préparation de I’extrait brut [81]:

Les flavonoides sont extraits du matériel végétal par macération dans un mélange
hydroalcoolique : éthanol/eau (50/50 : V/V) & température ambiante et a I’obscurité, cette
opération est renouvelée trois fois toute les 24h. L extrait hydro alcoolique est récupéré aprés
filtration. Ensuite le mélange éthanol/eau est éliminé du filtrat par évaporation permettant

d’obtenir I’extrait brut de globularia alypum.

L’extrait brut est repris dans de I’eau distillée bouillante solubilisant quantitativement les
flavonoides, ensuite il est laiss¢ décanter & température ambiante pendant 12 heures. Le

contenu flavonique global a été fractionné ultérieurement.
II-4-1-b-Fractionnement de I’extrait brut :

Dans des ampoules a décanter, le contenu flavonique global est partitionné en phases par
divers solvants organiques spécifiques : Phase éther diéthylique, phase acétate d’éthyle, phase
n- butanol. La phase aqueuse est mélangée avec chaque solvant, le mélange est laissé décanter
et la phase organique supérieure est récupérée. Les solvants sont par la suite évaporés et les
extraits obtenus sont considérées comme étant les fractions de 1’éther diéthylique , d’acétate

d’éthyle et du n- butanol . Le schéma suivant (figurel3) présente les différentes étapes de

I’extraction des flavonoides.
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Figure 13: Protocole d’extraction des flavonoides de globularia alypum L.
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I1-4-2-Les rendements en extraits secs flavoni ue obtenus a partir de Pespéce étudiée
q P P

Le calcul du rendement de I"extrait brut et Je rendement de chaque extrait flavonique (fraction

€ther d’éthylique, acétate d’éthyle et 1- -butanol) a été déterming par rapport & 100 g de

matériel végétal sec selon g relation suivante :

Rdt (%) = [(P1 -P2)/ P3] x 100 (Eqt.3)

P1 : poids du flacon apres évaporation.
P2 : poids du flacon avant €évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale de départ,
II-S-Extraction des tanins

Nous avons réalisé extraction des Tanins de globularia alypum a 1’échelle laboratoire par

macération dans un mélange de solvant or ganique /aqueux.

II-5-1-Protocole expérimental
II-5-1-a-Préparation de extrait brut (82]:

L’extraction des tanins g cté effectuée sur Ia poudre dont 2,5¢ de poudre de matériel
végétal a été extraite par 50 ml du mélange acétone/eay distillée (35/ 15, V/V) durant trois
jours & une température ambiante. La solution est filtiée ensuite elle est évaporée a 40°C

par un évaporateur rotatif pour €liminer I’acétong,
II-5-1-b-Traitement de Pextrait brut

A la phase aqueuse on ajoute 16 m] de dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et les
lipides. Aprés Ia se’paration de la phase or ganique, la phase aqueuse a €té extraite deux fois
avec 15 ml d’acétate d’éthyle. Le melange des deux phases est évaporé a sec & 40°C puis

pesé et repris par 3 m] de meéthanol. Le schéma sujvant (figure14) présente les différentes

€tapes de I’extraction deg tanins.
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Figure 14 : Protocole d’extraction des tanins de globularia alypum.
II-5-2-Calcul du rendement en extrait tannique

Le rendement en extrajt tannique a été déterming parrapport a 2,5 g de matériel végétal sec &t

broyé selon I’équation 3.

II-6-Analyse qualitative par chromatographique sur couche mince CCM

II-6-1-Principe de la technique et appareillage

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu cofliteuse. Elle repose principalement sur des phénomeénes d'adsorption. La phase mobile
est un seul solvant ou un mélange de solvants qui progresse |e long d'une phase stationnaire
fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille de matiere plastique ou d'aluminjum. Apres
que I'échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent & une vitesse

qui dépend de leur nature et de celle du solvant.

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont

® La cuve chromatographique - un récipient habituellement ep verre de forme variable, fermé

par un couvercle,
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e La phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsorbant fixé sur la plaque a 'aide d'un liant.

e L'échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée (2 4 5 %) du mélange 4 analyser,
déposé en un point repére situé au-dessus de la surface de 1'éluant.

e L'¢luant : un solvant pur ou un mélange qui migre lentement le long de la plaque en

entrainant les composants de I'échantillon [83].

Couvercle

Cuve de développement ==

Plaque CCM _9
e_Front de solvant

@ > Spots obtenus aprés migration:
o ;
5 # i
Ligne de dépﬁt —l6 s @ 3

<€—Phase mobile

Figure 15: Schéma représentant 1’appareillage et le développement chromatographique d'une
plague.
II-6-2-Mode opératoire

Dans notre travail, nous avons utilisé des plaques de chromatographie sur couche mince de
gel de silice sur un support en verre de taille 20x20 ¢cm pour la séparation des fractions éther
d’éthylique, acétate d’éthyle, 1-butanol et I’extrait tannique.

I1-6-2-a-Préparation de la phase mobile

La phase mobile est préparée en utilisant un systéme de solvant [84].

Systéme utilisé: Chloroforme/ méthanol/acide acétique/eau ; (40:6:0 ,1:0,2) (v: v: v: V).
I1-6-2-b-Préparation de la cuve chromatographique

La phase mobile ainsi préparée a été introduite au fond d’une cuve en verre bien nettoyée

et munie d’un couvercle avec une hauteur de 2 cm, la cuve ensuite est laissée se saturer.
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I1-6-2-c-Dépét des échantillons

Les échantillons sont solubilisés dans le méthanol, ils sont appliqués en petits spots sous
forme de points dont ils ont eté déposés & 1’aide d’une micropipette 4 1 ¢cm du bord inférieur
de la plaque. La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile. Pour une bonne

€lution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée.
II-6-2—d—Développement des plaques

La phase mobile migre par capillarité 4 travers |a phase stationnaire seche, entrainant a des
vitesses différentes les constituants & séparer. Une fois le développement du chromatogramme
effectué, la plaque doit étre séchée a température ambiante. Sj les spots ne sont pas colorés,

elles doivent étre révélées.
II-6-2-e-Révélation

Lorsque les composants de [’échantillon analysé sont colorés, leur séparation est
facilement observable sur la plaque. Dans le cas contraire, on doit rendre les taches visibles

par un procédé de révélation qui peut se faire soit aux UV oy bien par des méthodes

chimiques.

o Révélation aux UV : Elle permet de mettre en évidence sous forme des taches des
substances qui absorbent les UV entre 254nm et 365nm.

© Révélation par des méthodes chimiques : Elle consiste a pulvériser la plaque
CCM par un réactif plus ou moins spécifique (H2SO4) qui donne apres réaction

chimique avec les substances un produit coloré,
I1-6-2-f-Identification des flavonoides

Les spots flavoniques représentants les constituants du dépdt ont été caractérisés par leur
fluorescence sous lampe UV et par leur rapport frontal Ry (le rapport de la distance

parcourue par la tache sur celle parcourue par la phase mobile (front du solvant).
© rapport frontal (Rf)
Le rapport frontal (Rf) est déterminé pour chaque constituant comme sujt -
Rf=d/D (Eqt.4)
d: Distance parcourue par le constituant,

D : Distance parcourue par le front de I’éluant.
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II-7-Analyse qualitative par Chromatographie liquide a haute performance HPLC
La chromatographie liquide haute performance, CLHP — HPLC en anglais —, est une
technique de séparation analytique.

L'échantillon & analyser est poussé par un liquide (appelée phase mobile) dans une colonne
remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie, le débit d'écoulement de la phase
mobile est élevé ce qui permet de diminuer le temps nécessaire pour séparer les
composants le long de la phase stationnaire. La fine granulométrie de la phase stationnaire
permet une meilleure séparation des composants. En sortie de colonne gréce a un détecteur
appropri¢ les différents solutés sont caractérisés par un pic. L’ensemble des pics

enregistrés est appelé chromatogramme.
I1-7-1-Conditions opératoires :

Les analyses ont ét¢ réalisées a I’aide d’un chromatographe HPLC-RP-C18 dans les

conditions suivantes :
e Débit: 0,5 ml/min.
e Pression de travail : 100-150 bars.
°  Volume d’injection: 10 pl.
o Longueur d’onde: 254 nm.
e Concentration de I’échantillon: 1-5 mg/ml.
o Temps d’analyse : 15 min.
e Température : 25

La phase mobile est de composition constante (mode isocratique), elle est composée d’un

mélange méthanol - eau (60 : 40 VIV) [73].

I1-8-Dosage des polyphénols totaux

La quantité de phénols contenue dans les différents extraits de la plante est mesurée par la
méthode de Folin-ciocalteu. Elle mesure le potentiel d’oxydoréduction des phénols.

Cette méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour le dosage les polyphénols, pour les

raisons suivantes :
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(i) c’est une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de reproductibilité.

(i)  c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche d’antioxydants

alimentaires a travers le monde [85].
II-8-1-Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitue de polyheterocycles
acides contenant l'acide phosphotungustique H3PWi204 et l'acide phosphomolybdique
H3PM.2040 dont la réaction est : Oxydation des phénolates, réduction des polyhéterocycles et
formation d'un complexe molybdéne (Mos023)- tungsténe (Ws023) stable de couleur bleu qui
absorbe fortement a une longueur d'onde de l'ordre de760 nm. Le phénol standard utilisé dans

cette méthode est l'acide gallique.

I1-8-2-Mode opératoire [86]

I ' ml de Dextrait brut méthanolique est introduit dans des tubes & essai a différentes
concentrations allant de 0.05 & 0.25 mg /ml. 9 ml d’eau distillée et 1 ml du réactif Folin-
ciocalteu sont mélangés. Aprés 5 min, 10 ml de la solution de 7 % Na;COs sont ajoutés. La
solution est ensuite ajustée a 25ml avec I’eau distillée et agitée. Aprés incubation a 23°C
pendant 90 min, [’absorbance est lue contre le blanc a 750 nm, a ’aide d’un

spectrophotometre UV/VIS. La méme procédure est appliquée pour chaque extrait de plante.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

Utilisant I’acide gallique comme Témoin.
II-8-3-Expression des résultats

Pour chaque extrait des plantes étudié, la densité optique a été mesurée puis utilisée dans
I'équation de la courbe d'étalonnage afin de déterminer la concentration de chaque extrait. La
masse de chaque extrait correspondante aux concentrations peut étre déterminée et exprimée

en mg d'équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/ gE).
II-9-Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides totaux dans les différents extraits de la plante

est mesurée par la méthode de trichlorure d'aluminium.
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II-9-1-Principe

La quantification des flavonoides se fait par le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure
d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le visible &

430 nm. Le flavonoide standard utilisé dans cette méthode est la quercétine.
I1-9-2-Mode opératoire [87]

Une gamme de 5 concentrations de quercétine allant de 2.5 4 25 pg /ml a été préparée a
partir d’une solution mére de 40 1g /ml de concentration. 1 ml de chaque extrait et du
standard a été ajouté & un volume €gal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le
mélange a été vigoureusement agité et l'absorbance 4 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation a I’aide d’un spectrophotometre UV/VIS.
I1-9-3-Expression des résultats

Pour chaque extrait des plantes ctudi€, la densité optique a été mesurée puis utilisée dans
I'équation de la courbe d’¢talonnage, afin de déterminer la concentration de chaque extrait.
La masse de chaque extrait correspondante aux concentrations peut étre déterminée et
exprimée en microgrammes d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (ug EQ/g
d’extrait).

I1-10-Dosage des tanins

La détermination de la quantité des tanins dans I’extrait tannique est estimée en utilisant la

méthode de la vanilline en milieu acide.
II-10-1-Principe

La méthode a la vanilline en milieu acide est basée sur la capacité de la vanilline 4 réagir avec
les unités des tanins en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré & 500 nm.

La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité du polymere.
I1-10-2-Mode opératoire [88]

Un volume de 50 ul de I’extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol
(4%, m/v) puis mélangé. Ensuite, 750 pl de T'acide chlorhydrique concentré (HCID) est

additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante pendant 20 min.

L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc & I’aide d’un spectophotomeétre UV/VIS.
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II-10-3-Expression des résultats

Pour chaque extrait des plantes ¢tudié, la densité optique a été mesurée puis utilisée dans
['équation de la courbe d’étalonnage, afin de déterminer la concentration de chaque extrait.
La masse de chaque extrait correspondante aux concentrations peut étre déterminée et

exprimée en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g
d’extrait).

II-11-Etude des activités biologiques

II-11-1-Activité antioxydante

Cette activité a pour but d’étudier le pouvoir antioxydant des extraits flavoniques, tanniques et

de I’huile essentielle de globularia alypum par la méthode au DPPH (Test de piégeage du
radical libre DPPH).

II-11-1-a-Principe :

Le DPPH est un radical stable ; cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au
sein de la molécule. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2,2-diphenyl -1-

picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en (2,2 Diphenyl-1-picryl hydrazine) de couleur

jaune [11].
II-11-1-b-Mode opératoire [89]

25pl de chaque solution méthanolique des extraits & différentes concentrations sont ajoutés a
975ul de la solution méthanolique du DPPH (0,024g/1), le mélange est laissé a I’obscurité.
Apres 30 min, la décoloration des mélanges par rapport au contrle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH est mesurée & 517 nm, nous procédons de la méme maniere

pour I"antioxydant de référence : I’acide ascorbique.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) :

[%= [(Abs contrdle — Abs test)/ Abs contréle] x 100 ({ Eqt.5)
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I1-11-1-c-Calcul des I1C50

L’EC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (est la concentration de ’échantillon testée
qui cause la perte de 50% de I’activité de DPPH).Ces EC50 sont déterminées graphiquement a

partir des graphes tracés dont I’abscisse représente la concentration des fractions testées et

I"ordonné représente 1’activité antioxydante en pourcentage.

II-11-2-Etude de ’activité antimicrobienne

Cette activité a pour but d’étudier qualitativement DIeffet antimicrobien des extraits :

flavonique, tannique et de I’huile essentielle de globularia alypum par 1la méthode de diffusion

sur un milieu solide.
I1-11-2-a-Principe

Cette méthode consiste 4 mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne des
extraits : flavonique, tannique et de 1’huile essentielle de globularia alypum en les mettant en

présence des germes testées, dont la concentration est ajustée a 10’-10% germes /ml avec un

spectrophotometre.

Des disques absorbants stériles sont imprégnés d’une quantit¢ d’échantillon a tester et
déposée sur une gélose inoculée avec les souches testées. La diffusion des échantillons & tester

dans la gélose permet d’avoir comme résultat positif aprés incubation une zone d’inhibition.

La lecture des résultats aprés incubation est faite par mesure des diamétres des zones

d’inhibition obtenus pour chacune des souches.
II-11-2-b-Protocol expérimental [90]
= Préparation de la premiére couche de milieu

-Faire fondre les milieux Mueller-Hinton (MH) et Sabouraud (SAB) dans un bain marie a
93°C.

-Verser aseptiquement une premiére couche des deux milieux dans des boites de pétrie a

raison de 20 ml par boite.

-Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.
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® Préparation de ’inoculum

-2 partir d’une culture jeune de 18 & 24 h pour les bactéries et 48h pour les levures, réaliser
des suspensions microbiennes troubles en prélevant 3 4 5 colonies bien isolées, qu’on dépose

dans 5 a 10 ml d’eau physiologique .

-agiter au vortex.

-réaliser une premiére lecture de la suspension 4 I’aide d’un spectrophotometre. L absorbance
doit étre comprise entre 0,22 et 0,32 pour les bactéries et entre 2 et 3 pour les levures et cela a
une longueur d’onde de 620nm. Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus
correspondant & une concentration optimales de 107-108 germes /ml. Si une valeur trouvée 4 la
premiere lecture n’est pas comprise dans I'intervalle, on ajuste soit en ajoutant de 1’eau
physiologique, si la valeur est supérieure 4 la valeur maximale ou en ajoutant des colonies, si
elle est inférieure & la valeur minimale. A chaque fois une nouvelle lecture de 1’absorbance est

réalisée jusqu’a I’ajustement de 1’ajustement de la suspension aux valeurs désirées.
NB : I'inoculum doit étre utilisé dans les 15 min suivant sa préparation.
= Préparation de la deuxiéme couche du milieu

-Faire fondre les milieux MH et SAB.

-Laisser refroidir jusqu’a une température de 45°,

-Ensemencer 50 ml du milieu MH et SAB avec 200pl de chaque suspension.

-Agiter manuellement.

-Déposer rapidement 6ml de chaque milieu et ensemencer sur la surface de la premiere

couche de gélose solidifiée.

-Etaler la couche en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une surface uniforme.
-Laisser solidifier sur paillasse.

»  Dépot de disques
-A I'aide d’une pince stérile, prélever a chaque fois un disque stérile. Ce disque est imbibé

avec I’échantillon a testé en mettant seulement 25 pl qui vont étre absorbé progressivement

jusqu’a imprégnation totale de tout le disque.
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-Déposer les sur la surface de la gélose.

-Laisser diffuser les boites sur paillasse pendant 30 min.
-Incuber a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et 4 25 °C pendant 48 h pour les levures.

II-11-2-d-Expression des résultats

L’activité antimicrobienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’un Pied a Coulisse le

diametre de la zone d’inhibition autour des disques.

Présence de zone claire autour de disque : présence d’activité inhibitrice.

Absence de zone claire autour de disque : absence d’activité inhibitrice.

I1-11-3-Etude de Pactivité anti inflammatoire

L"€étude de l'activité anti-inflammatoire de I’extrait flavonique (fraction butanolique) de

globularia alypum selon la méthode de ’cedéme de la patte de souris.
II-11-3-a-Principe

L’injection da la carragéenine sous I’aponévrose plantaire_de la patte de la souris provoque
une reaction inflammatoire qui peut &tre réduite par un produit anti inflammatoire. Cette étude
permet de comparer la réaction de I’cedéme plantaire apres administration du produit anti

nflammatoire a tester et du produit de référence (I’acide acétylsalicylique).
1I-11-3-b-Protocol expérimental [91]

Mettre les souris & jeun pendant 18 heures avec accés libre 4 I’eau. Au moment de

I"expérimentation, peser les souris et les répartir en cing lots homogenes de six souris par lot.

Au temps To : (gavage)
Administrer aux quatre lots par voie orale (Figure 16), les suspensions suivantes:(Annexe 2)

- Lot témoin : chaque souris regoit 0,5m! d’eau distillée.
- Lotessai 1 : chaque souris recoit 0.5ml de la fraction butanoliquea la dose de 0.1g/ml.
- Lot essai 2 : chaque souris recoit 0,5ml de la fraction butanoliquea la dose de 0.2g/ml.

- Lot essai 3 : chaque souris regoit 0,5ml de la fraction butanoliquea la dose de 0.3g/ml.
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- Lot essai 4 : chaque souris regoit 0,5ml du produit de référence a la dose de 2 mg/ml.

NB : les résultats du lot témoin et de référence ont servi de juger I’effet de notre extrait pour

les trois doses.

Figure 16 : Administration par voie orale de la fraction butanolique de globularia alypumL.

Au temps To +30min :

Injecter la solution de carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche sous

un volume de 0,025ml (Figure8), a toutes les souris.

Figure 17 : Injection de la carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche

de la souri.
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Au temps Tot4h :

Sacrifier les souris par rupture de la nuque, et couper les pattes postérieures droites et gauches

a hauteur de I’articulation et les peser sur une balance analytique.
I1-11-3-c-Expression des résultats

- Calculer les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et de la patte droite

pour chaque lot.

- Calculer le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) par la

formule suivante :

. moyenne des poids de patte droite—moy+*enne des poids de la patte gpouche
% d’cedéme = y P p ; y P. P g
moyenne des poids de patte droite

X100 (Eqt.6)

- Calculer le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport au
témoin :
_% del'cedéme témoin—% de I'cedéme essai

% de réduction de ’cedéme X 100 (Eqt.7)

% de I';cedéme témoin

II-11-4-Etude de Pactivité antalgique [92]

L'activité antalgique de I’extrait flavonique (fraction butanolique) de globularia alypum a été

recherchée chez les souris par la méthode de 'acide acétique.
I1-11-4-a-Principe

L'injection de l'acide acétique par voie intrapéritonéale chez la souris provoque une réaction
douloureuse. Cette douleur se manifeste par des mouvements de torsion de l'abdomen, avec
etirement des pattes postérieures (crampes), qui peut étre réduite par un produit antalgique. Cette
¢tude permet de comparer la réduction du nombre de crampes aprés administration du produit

antalgique (la fraction butanolique), et du produit de référence (Paracétamol).

I1-11-4-b-Protocol expérimental :

Mettre les souris a jeun la veille du test (18h & jeun).Au moment de I’expérimentation, peser

les souris et les répartir en quatre lots de six souris.
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A temps Ty : (gavage)

Administrer aux quatre lots par voie orale les suspensions suivantes:(Annexe 2)

- Lot témoin: 0,5 ml d’eau distillée pour chaque souri par voie orale.

- Lot de référence: 0.5ml de la solution de Paracétamol a la dose de 2 mg/ml.
- Lot essai 1:0.5ml fraction butanoliquea la dose de 0.2g/ml.

- Lot essai 2: 0.5ml] fraction butanoliquea la dose de 0.3g/ml.

AuTyp+ 30 mm :

Injecter a tous les sourisla solution de l'acide acétique a 1% par voie intra péritonéale (Figure
9) sousun volume de 0, 2 ml par souris, ou Les souris sont séparés dans des cages

individuelles

Ny

Figure 18 : Injection de 1'acide acétique a 1% par voie intra péritonéale.

Au Ty +35 min :

Compter le nombre de crampes pour chaque souris, par observation directe des souris

séparées, La durée d'observation est de 10 minutes.
II-11-4-c-Expression des résultats

- Calculer les moyennes arithmétiques des crampes pour chaque lot.
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- Calculer le pourcentage de réduction de crampes (pourcentage de protection) chez les

souris traitées par rapport aux témoins.

%de protection =

moyenne des crampes du lot témoin

II-12- Dosage des éléments minéraux par activation neutronique (NAA)

movennesdescrampesdulottémoin— moyensdescrampesdulotessai
Y P : E X 100 (Eqt.8)

Le présent travail a pour but de doser les éléments minéraux majeurs de globularia alypum

par activation neutronique.

II-12-1-Principe de la méthode

L’analyse par activation neutronique consiste a irradier ’échantillon par un flux de neutrons

et analysés les spectres d’énergies des rayons y €mis qui sont les émetteurs caractéristiques

des noyaux. La mesure des intensités des rayonnements y permet de déterminer le nombre de

noyaux [93].
[I-12-2-Conditions opératoires
Les conditions opératoires sont les suivantes:
= [rradiation :
Puissance d’irradiation : 1 Mwatt.
Durée d’irradiation : 5 heures.
Durée de refroidissement : 4 jours.
= Mesuie spectrométrique :
Détecteur : germanium hyper pur modele GR3019.

Résolution : 1,9Kev.

Logiciel de déconvolution du spectre y : GAMMA VISION.
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Chapitrg V

Resultats ¢t discussions



I- Le taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment de 60 a 80 % d’eau. Nous
avons déterminé la teneur en eau de la partie aérienne de globularia alypum selon la méthode
pondérale. C’est la détermination de la perte de masse par séchage a I’é¢tuve. La plante
renferme un taux d’humidité de 35%.Cela signifie approximativement le quart, plus de la

moitié du poids de la plante fraiche est constituée par la matiere seche.

On note que la teneur en eau est étroitement liée & I’humidité du milieu extérieur et la
situation géographique. De ce fait, cette valeur varie d’une région a une autre et méme d’un
climat a un autre [94]. Notons aussi que |’eau est nécessaire pour la vie elle-méme de chaque
cellule de la plante. Toutes les réactions biochimiques du vivant se produisent en effet en
milieu aquatique. Il ne peut y avoir de division cellulaire, donc de la croissance et du

développement de nouveaux organes, sans eau.

II-Extraction de I’huile essentielle de globularia alypum L

II-1- Rendement en huile essentielle de globularia alypum L

Nous avons réalisé une série d’extraction de I’huile essentielle de globualaria alypum par
entrainement a la vapeur d’eau, le rendement en huile essentielle varie entre 0,0011% et
0,0025%. Le rendement moyen en huile essentielle obtenu est de I’ordre de 0,0018%. Cette
valeur est tres faible, peut-étre I'HE se trouve sous forme de trace dans cette espece, ce qui

explique que le rendement était quasi-nul.

1I-2- Variation du rendement en huile essentielle en fonction de la durée d’extraction

nous avons réalisé une étude cinétique sur D’extraction de 1’huile essentielle de la partie

aérienne de globularia alypum.
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Figure 19 : Evolution du rendement de I’huile essentielle de globularia alypum L
En fonction de la durée d’extraction.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que I’allure générale de la courbe représentant le
rendement en fonction du temps est croissante. Le rendement augmente progressivement
jusqu’a atteindre un rendement égale a 0,0025% au bout de 300 min et la courbe tend vers un

pseudo palier, qui correspond au rendement maximum possible.
II-3- Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de globularia alypum

Nous avons déterminé les propriétés organoleptiques (aspect, couleur et odeur) de 1’huile

essentielle dans le but de caractériser I’huile essentielle de I’espéce étudiée.

Tableau 6: Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de globuiaria alypum L.

Aspect Couleur Odeur

Visqueux Jaune verdatre Forte odeur, Caractéristique

Figure 20: Huile essentielle de globularia alypum L.
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H-4- Analyse de la composition chimique de I'HE de globularia alypum L par (CG/MS)

Les résultats de la composition chimique de I'HE du globularia alypum L, réalisée par CG-

SM, sont rapportés dans le tableau2, Les différents composés ont été listés selon leur temps de

rétention.

Tableau 7: Composition chimique de 'HE de globularia alypum L.

N° Temps de Teneur (%) Nom des composés Formule
rétention (min)

] 14,90 1,80 2-Methoxy-4-vinylphenol CoH100,
2 16,99 7,05 Cinnamate de méthyle CioH1002
3 19,51 23,80 Cinnamate d’éthyle CnH20,
4 20,47 3,08 NI* /

5 23,01 1,32 NI* /

6 26,65 1,32 NI* /

7 28,36 2,20 NI* /

3 28,48 5,73 Décanoate d’éthyle CioH20s
9 29,72 2,64 NI* /

10 31,07 1,76 NI* /

11 31,83 11,01 Acide Ci7Hz.0,

pentadécanoique, 14methyl,
méthyle ester

12 33,37 1,76 NI*

13 33,50 35,24 héxadécanoate d’éthyle Ci3H360,
14 33,64 1,32 NI* /

NB : NI* non identifié

L’analyse par CG/MS a permis I’identification de la composition chimique de I’huile
essentielle de globularia alypum. Six composés ont été identifiés :I’héxadécanoate d’éthyle
(35.24%), suivi par le Cinnamate d’éthyle (23,80%),l’acide pentadécanoique, 1 4methyl,
méthyle ester (11,01%),le Cinnamate de méthyle (7,05%) et le décanoate d*éthyle

(5.73%) .Le composé 2-Methoxy-4-vinylphenol (1,80%) présentait la fraction minoritaire. Le
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reste des composés n'ont pu étre identifié. Le chromatogramme est donné dans la figure

sulvante.
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Figure 21 : Chromatogramme de I’huile essentielle de globularia alypum L.
III-Tests phytochimiques
= Mise en évidence des flavonoides

Le test phytochimique réalisé sur I’extrait ¢thanolique a permis de mettre en évidence les
flavonoides. La présence de ces derniers est indiquée par I’apparition d’une couleur rouge

brik qui se développe apres la réaction.
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Figure 22 : mise en évidence des flavonoides.

= Mise en évidence des tanins

Le test phytochimique réalisé sur I’extrait aqueux et éthanolique a permis de mettre en
¢évidence les tanins ou la présence de ces derniers est indiqué par I’apparition d’une couleur
verte foncée avec I’extrait aqueux et une couleur vert d’olive avec I’extrait éthanolique qui se

développe apres la réaction.

extrait ethanolique

Figure 23 : mise en évidence des tanins.

IV- Extraction des Flavonoides
IV-1-Rendement en extrait flavonique a partir de globularia alypum L

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe des polyphénols réside dans le fait
que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante avec plus de 5000
composés déja décrit.

Apres le fractionnement par une série de solvants a polarité croissante de 1’extrait
hydroalcoolique de la partie aérienne de globularia alypum,.Quatre différents extraits ont été
obtenus successivement: 1’extrait brut (E-Br), I’extrait éther diéthylique (E-ET), I’extrait

acétate d’éthyle (E-Ac) et I’extrait n-butanol (E-BuOH) .La couleur, I’aspect ainsi que le
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rendement de chaque extrait par rapport & 100 g de matériel végétal sec sont représentés dans
le tableau ci-dessous.

Tableau 8 : Aspects, couleurs et rendements des diverses fractions flavoniques extraites a
partir de la partie aérienne de globularia alypum L en pourcentage par rapport a 100 g de
matériel végétal sec.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%)
EBr Pate collante Marron foncé 3715
E-ET Pateux Vert foncé 0,1236
E-Ac Pateux Vert foncé 0,3023

E-BuOH Pateux marron foncé 1,96

E-ET

Figure 24 : Extrait E-ET, E-Ac et E-BuOH de globularia alypumL.

Les résultats obtenus montrent que parmi les différentes fractions de I’extrait brut, I’extrait E-
BuOH représente le rendement le plus élevé (1,96%) par rapport au poids total de la poudre,
suivi par I’'E-Ac (0,3023%) puis I’E-ET (0,1236%). Cela est dii a la différence de polarité des

différents solvants, le 1-butanol est plus polaire que I’acétate d’éthyle et I’éther d’éthylique.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est
que relative et semble étre lié a I’origine géographique, aux conditions, a la durée du stockage

de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées [95].

L’utilisation d’une série de solvants & polarité croissante (Phase éther diethylique, phase
acétate d’éthyle, phase n- butanol) permet de séparer les composés de 1’extrait brut selon leur
degré de solubilité dans les solvants d’extraction et donc selon leur degré de glycosylation

(flavonoides aglycones, mono, di et tri-glycosylés) [96].
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Figure 25 : Rendements (%) en extraits flavoniques étudiés de globularia alypum L.

Le déroulement de cette extraction a température ambiante ainsi que le renouvellement de
cette opération toute les 24 heures permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir
leur dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées utilisées dans

d’autres méthodes d’extraction [97].
V- Extraction des Tanins
V-1-Rendement en extrait tannique a partir de globulariaalypuml

L’extrait Tannique de globulariaalypumestobtenun par macération dans un mélange
acétone/eau suivi d’une extraction liquide-liquide par le dichlorométhane et par I’acétate
d’éthyle. La couleur, I’aspect ainsi que le rendement de I’extrait tannique par rapport a 2,5 g

de matériel végétal sec sont représentés dans le tableau9.

Tableau 9 : Aspects, couleurs et rendements de ’extrait tannique de la partie aérienne de
globulariaalypum L en pourcentage par rapport a 2,5 g de matériel végétal sec.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%)

E-T Visqueux Jaune verdatre 2.808

Le rendement en extrait Tannique (E-T) obtenu est égal a 2.808% par rapport au poids total
P

de la poudre
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Figure 26 : Extrait tannique de globulariaalypum L.

VI- Analyse qualitative des extraits flavoniques et tannique par la chromatographie sur

couche mince (CCM)

Nous avons opté pour cette technique dans le but de caractériserles différents constituants des

extraits de globularia alypum ol nous avons adopté le systéme de solvant suivant :

Systéme : Chloroforme/ méthanol/acide acétique/eau ; (40 : 6 :0,1:0,2) (v:v:v:v), Ce
systtme de migration a permis d’avoir une trés bonne séparation chromatographique et une
visibilité acceptable des spots. La révélation est réalisée par deux méthodes: révélation
chimique par H2SO4(Figure26) et par I’observation sous lumiére ultraviolette (2 254 nm) et (2

365 nm) (Figure27).La révélation a permis d’avoir une visibilité acceptable des spots.

-Apreés le développement du chromatogramme et lorsque Ie front du solvant d’élution a atteint
la ligne supérieure, la plaque a été retirée, séchée révélée par H2SO4 et examinée sous la
lampe UV a 365nm et a 254 nm afin d’avoir une identification du nombre de constituants

présents.
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= Révélation chimique par H2SO4 :

Figure 27:Chromatogrammes des extraits (flavoniques : E-ET, E-Ac ,E-BuOH et tannique : E-
T) de globularia alypum L apres révélation chimique par H2SOa.

= Révélation physique par UV a 365 nm et a 254 nm :

Figure 28 : Chromatogrammes des extraits (flavoniques : E-ET, E-Ac , E-BuOH et tannique :
E-T) de globularia alypum L apres révélation par I’UV .

61



-Pour le systeme du solvant utilisé et a travers les chromatogrammes présentés dans les
figures 27 et 28, nous avons pu mettre en évidence treize composés pour la fraction
butanolique, onze composés dans la fraction d’acétate d’éthyle, dix composés dans la fraction

d’éther diéthylique et neuf fractions dans I’extrait Tannique.

Comme il est illustré sur les figures ci-dessus, nous avons déterminé le Rf de chaque spot et

les résultats sont représentés dans les tableaux suivants :

Tableau 10: comportement chromatographique des extraits flavoniques de : E-ET, E-Ac ,E-
BuOH et d’extrait tannique : E-T de globularia alypumL.

Extraits Rf Observation 2 254 nm Observationa 365nm
E-BuOH 0,041 Marron Marron

0,09 Marron Marron
0,19 Marron Marron
0,26 Marron Marron
0,35 Marron Marron
0,41 Marron Marron
0,45 Marron Marron
0,50 Marron Marron
0,59 Marron -
0,60 Marron jaune orange
0,70 Marron Marron
0,92 Marron Marron
0,97 Marron jaune orange

E-Ac 0,09 Marron Marron
0,25 Marron Marron
0,35 Marron Marron
0,42 Marron Marron
0,56 Marron -
0,63 Marron Jaune orange
0,67 Marron Marron
0,72 Marron jaune vert
0,84 Marron Marron
0,92 Marron Marron
0,97 Marron Jaune orange

E-ET 0,22 Marron Marron
0,32 Marron Marron
0,40 Marron Marron
0,51 Marron -
0,60 Marron Jaune orange
0,70 Marron Marron
0,74 Marron jaune vert
0,80 Marron jaune vert
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0,87 Marron Marron
0,96 Marron Jaune orange
E-T 0,074 Marron Marron
0,20 Marron Marron
0,25 Marron Marron
0,30 Marron Marron
0,38 Marron Marron
0,50 Marron Marron
0,57 Marron Marron
0,63 Marron Marron
0,91 Marron Marron

Les valeurs des Rf des témoins utilisés (I’acide gallique, I’acide Tannique, I’hydroquinone,

I"acide benzoique, I’acide salicylique, vanilline, coumarine) pour le méme systeme sont donné

dans le tableau suivant.

Tableau 11:Comportement chromatographique des étalons :Ag,At,Hyd , AB, AS, Van , Cou.

¢talons Rf | Observation 2254| Observation 2 | Observation aprés
nm 365nm révélation par
H>SOq4
Ag 0,24 Marron Marron Jaune tres claire
AT 0,26 Marron Marron Jaune trés claire
Hyd 0,63 Marron Marron Marron
AB 0,99 Marron - Jaune trés claire
AS 0,88 bleu Marron Jaune trés claire
Van 0,91 violet Marron Violet
Cou 0,97 Marron Marron Jaune trés claire
NB : - absence.

-On remarque que les spots obtenus par les extraits flavoniques avec 1’éther diéthylique,

'acétate d’éthyle, le n-butanol et I’extrait tannique révélé chimiquement et sous lumiére UV

sont nombreux, ce qui nous a permis de dire que ces extraits sont riches en COmpoOSES

flavonique et Tannique.
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-La CCM nous a permis de déterminer la qualité de nos différents extraits, méme si elle n’est
pas suffisante pour identifier un constituant précis, elle nous a permis d’obtenir des

renseignements utiles sur les éléments constitutifs de nos extraits (fluorescence, coloration,

facteur de rétention...).

-1l a été démontré qu’il existe une relation entre la structure d’un compose et sa fluorescence
sous UV sous forme de spots colorés. Le tableau résume la relation entre la fluorescence et la

nature de produit.

Tableau 12: La relation entre la fluorescence et la nature de produit flavoniques [96]

La coloration Type de flavonoides
Jaune pale Dihydroflavonol
Jaune fluorescent aurones avec OH libre en 4’
chalcone avec OH en 2 ou en 4
Jaune vert brillant aurones sans OH libre en 4°
flavanones sans OH libre e S
Jaune orange Flavonols avec ou sans OH libre en S

VII- Analyse qualitative des extraits flavoniques et tannique par chromatographie

liquide a haute performance (HPLC) :

Les extraits flavoniques: E-ET, E-Ac, E-BuOH et I’extrait tannique : E-T issues de la partie
aérienne de globulariaalypumont été analysés par HPLC. La phase mobile utilisée est un
mélange binaire de solvants en mode isocratique: méthanol/eau  60/40(v/v). L’acide
Tannique, I"acide benzoique, 1'acide salicylique, I'acide caféique, la catéchine, et la rutine,

ont été utilisés comme des témoins.

Les chromatogrammes des témoins et des extraits E-ET, E-Ac, E-BuOH et E-T sont
représentés dans I’annexe 4. Ces flavonoides ont été identifiés en comparant leurs
comportements chromatographiques avec ceux des témoins par comparaison du temps de

rétention. Les résultats sont donnés dans les tableaux suivants:
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Tableau 13 : Temps de rétention des témoins

Témoin Temps de rétention (mn)
Acide Tannique 2,233
Acide benzoique 3,000
Acide salicylique 3,217
Acide caféique , 3,292
Catéchine 2,858
Rutine 3.8

Tableau 14: Temps de rétention des différents extraits obtenus par la séparation avec HPLC

Différents extraits Temps de rétention Composés probables

E-ET 3,008
4,842
7,492
10,050

E-Ac 2,992 Acide benzoique
3,825 Rutine

4,600
7,642
8,233
16,042
E-BuOH 1,817

2,917 catéchine
3,792 Rutine

7,492
12,567
16,075 -

E-T 1,925 E
2,925 catéchine

3,783 Rutine
7,250

Acide benzoique

- :non identifié.

Apres comparaison des temps de rétention des extraits avec ceux des témoins, on constate que
’E-BuOH et L’E-T semble contenir la catéchine et la Rutine, nous avons pu identifier la

présence de la rutine et I’absence de la catéchine chez I’'E-AC. Par contre I'E-ET n’a présenté

aucun de nos témoins flavoniques.

65



Ainsi nous observons la présence de ’acide benzoique chez les deux extraits : 'E-ET et I’E-

Ac de globularia alypum.

VIII-Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus important
des plantes. Et comme la majorité des effets pharmacologiques des plantes sont dfi a ces
substances, un dosage des polyphénols totaux des quatre extraits (E-ET, E-Ac, E-BuOH et E-
T) de globularia alypuma été effectué pour évaluer les teneurs. La méthode de dosages des
polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalten. L’acide gallique a été utilisé comme standard.

Les résultats sont représentés dans le tableaul5 et la gamme d’étalonnage dans les Figures 29.

Tableau 15: Les teneurs en polyphénols totaux dans les différents fractions de globularia
alypum L (exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique /g d’extrait).

Extraits Teneur en polyphénols (mg EAG/g d’extrait)
E-ET 28,86 + 1,62
E-Ac 12,49+0,14
E-BuOH 0,694+ 0,023
| E-T 34,68+0,29

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait
(mg EAG/g), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe droite d’étalonnage

tracée de I’acide gallique.

I 1

courbe d'é¢talonnage de l'acide gallique

&

08 -

y=3,4x + 0,019

0,6 - RZ2= 0,996

Q
(=]

0,4 -

02 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

concentration mg/ml

Figure 29 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Les résultats du dosage des polyphénols montrent que I’extrait tannique contient 34,68+0,29
mg EAG/g d’extrait. Cependant, les extraits flavoniques représente les valeurs les moins
importantes en polyphénols, dont I’extrait d’éther diéthylique représente la fraction
phénolique la mieux représentée avec une valeur de (28,86 + 1,62mg EAG/g d’extrait) suivi
par Dlextrait d’acétate d’éthyle (12,49+0,14mg EAG/g d’extrait), alors que I’extrait
butanolique ne contient que (0,694 0,023mg EAG/g d’extrait).

Ces résultats ont été comparés a ceux trouvés par Djeridane.A et coll [26] en Algérie, qui ont
montré que la teneur en polyphénols enregistrés chez I’extrait hydroéthanolique de globularia
alyypum [ était égale a 21,54 + 0,81mg EAG/g de la plante. Ce qui est aussi différent a celle
trouvé par DaycemKhlifi et coll[10] avec des valeurs qui varie de 8.50 + 0,10 g EAG /Kg a
139,95 £3,40 ¢ EAG /Kg de la plante dans les différents extraits de cette plante. De méme
Riadh Ben Mansour et coll[20]ont étudié les extraits hydroéthanoliques a partir de feuilles de
globularia alypum ou ils ont trouvé que la concentration des composés phénoliques est de

247,24 £5,09 en (mg EAG /g matiére seche).

Cette différence résulte vraisemblablement du fait que le dosage par le réactif Folin-Ciocalteu
n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec ce
réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé [98]. En effet, la teneur en polyphénols
totaux n’est pas stable et se differe d’une plante & une autre. Elle peut étre influencée par
plusieurs paramétres tels que : la nature chimique de ces composés, la méthode d’extraction
utilisée, la dimension des particules d’échantillon et le temps d’extraction. Une autre difficulté
doit étre prise en considération qui est la susceptibilité des polyphénols a I’oxydation. Chaque

matériel végétal a ses propriétés uniques en termes d’extraction de ces composés [99].

IX- Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les
extraits de globularia alypum en utilisant comme standard la quercétine. La teneur en
flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait
(ug EQ/g d’extrait). Les résultats sont exprimées en pg équivalent quercétine par g d’extrait et

elles sont résumés dans le tableau 16 et représentés dans la figure 30.
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Tableau 16: les Teneurs en flavonoides totaux exprimées en pg équivalent quercétine /g

d’extrait (moyenne des trois mesures).

Extraits Flavonique Teneur en flavonoides (pg EQ/g d’extrait)
E-ET 873,65 £ 5,54
E-Ac 284,60 £1,82

E-BuOH 46,56 + 0,31
courbe d'étalonnage de la quércétine;
15 |4 £¥=77,94x-0,116
<RI e R?=0,989
(=) i 7
1 A
<
| P
@;8 o //,A,.
; %
0 T:‘;;,:;;/t"fiuv,‘:"_, e = R
0 0,005 0,01 0,015, 0,02, 0,025 0,03
a5, | conentration mg/ml

Figure 30: Droite d’étalonnage de la quercétine.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium dans les extraits flavoniques révele que I’extrait d’éther diéthylique est le plus
riche en flavonoide avec une teneur de (873,65 + 5,54pg EQ/mg d’extrait). Par la suite vient
Iextrait d’acétate (284,60 =+ 1,82pg EQ/mg d’extrait) suivi par I’extrait butanolique (46,56 +
0,31pug EQ/mg d’extrait). Si on compare nos résultats a ceux de dosage des polyphénols, on
remarque le méme ordre décroissant des extraits (EET >EAc> E-BuOH) en terme de teneur

en composés phénoliques et en flavonoides.

Ces résultats sont différents a ceux trouvés par Djeridane.A et coll[26]en Algérie, qui ont
montré que la teneur en flavonoides trouvé chez I’extrait hydroéthanolique de globularia
alyypum était égale a 4,54 = 0.09 mg EQ /g de la plante. Ce qui est aussi différent a ceux
trouvés par DaycemKhlifi et coll[10] avec des valeurs qui varie de 0,31 + 0,02 g EQ /Kg a
19,29 + 0,04 g EQ /Kg de la plante dans les différents extraits de la méme espéce. De méme
Riadh Ben Mansour et Coll[20] ont étudié les extraits hydroéthanoliques a partir de feuilles
globularia alyypum ou il ont trouvé que la concentration des composés flavoniques est de

78,82 £ 2,09en (mg EQ /g matiére séche).
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L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur de I’extrait en

flavonoides et en composés phénoliques.

Eteneur en polyphénolsf

Eteneur en flavonoides |

- I
E-BuOH

Figure 31 : teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits flavoniques.
X-Dosage des tanins

La méthode a la vanilline en milieu acide est utilisée pour quantifier les tanins dans 1’extrait
tannique de globularia alypum en utilisant comme standard la catéchine. La teneur en tanins
est exprimée en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g
d’extrait). Les résultats sont exprimées en mg équivalent catéchine par g d’extrait et elles sont

résumés dans le tableaul7 et représentés dans la figure 32.

Tableau 17: Teneurs en Tanins exprimées en mg équivalent catéchine /g d’extrait (moyenne
des trois mesures).

Extrait Tannique Teneur en Tanins (mgEC/g d’extrait)
E-T 16,48+ 6,36

0.2
0.18 - y=0,116+0,0003
0.16 -
0.14
0.12 -
0.1+
0.08
0.06
0.04 -
0.02
2 ) ! ! T » T T 1
0 02 04 06 038 1 12 14 16

concentrations catéchine (mg/ml)

R? = 0.9968

Absorbance (550 nm)

Figure 32 : Droite d’étalonnage de la catéchine.
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La détermination quantitative des Tanins par la méthode a la vanilline en milieu acide dans
extrait tannique révéle que seulement (16,48+ 6,36mg EC/g d’extrait) est trouvé dans cet

extrait.

Ce résultat est différent 4 ceux de Daycem Khlifi et coll (2011) qui ont trouvé des teneurs
variables en tanins dans I’extraits méthanolique,acétonique, éthylique et dichlorométhanique
exprimé en g EC /Kg de la plante dont les valeurs sont respectivement : (1,40 + 0.06), (2,79 +
0,07), (5,73 £ 0.06) et (18,65 +£0.11).

En tenant compte de la distribution des métabolites secondaires qui peut varier pendant le
développement de la plante. Ceci peut étre li€ aux conditions climatiques extrémes
(température €levée, exposition solaire, sécheresse, salinité, etc.) qui stimulent la biosynthése
des métabolites secondaires tels que les flavonoides. En plus, la teneur en tannins d’une plante
varie en fonction de plusieurs facteurs intrinséques, tels que 1’espéce et la variété, la partie ou
le stade végétal et les facteurs extrinséques comme les conditions climatiques. De méme, Pour
une espece végétale donnée, les différents organes peuvent présenter des équipements

phénoliques treés différents [100].

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur de

I’extrait en Tanins et en composés phénoliques.

Bteneuren polyphénols
40 -

: BEteneur en taning
30 - ‘

20 - A

10 )

i E-Tannique

Figure 33 : teneur en polyphénols totaux et en Tanins d’extrait Tannique.

Toutefois, il est important de signaler que ’utilisation de différentes méthodes d’extraction et

de quantification réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études [101].
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XI- Evaluation des activités biologiques
XI-1- Evaluation de I’activité anti oxydante

Nous avons étudié I’activité antioxydante de I’HE et des extraits flavoniques et tannique de la
plante étudiée afin de préjuger et localiser la fraction la plus active. La capacité de réduction
est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances antiradicalaires.
Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes présentées dans les figures ci-

dessous.

ad

2
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Figure 34 : pourcentage d’inhibition de DPPH par les différentes fractions flavoniques.
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Figure 35 : pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait Tannique.
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D’une maniére générale, tous les extraits testés ont provoqué une diminution plus ou moins

importante de 1’absorbance 517nm selon leur concentration.

A partir des résultats obtenus et pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons
introduit le parametre IC50 ou les valeurs d’IC50 des extraits : E-ET, E-AC, E-BUOH, et I’E-

ET de globularia alypum sont enregistrés dans le tableau 18 et dans la figure36.

Tableau 18 : valeurs des ICS50 établies pour chaque extrait ainsi que celle de 1’acide

ascorbique.
Echantillon ICS50 mg/1
Acide ascorbique 0,46
E-ET 10,92
E-AC 0,57
E-BUOH 1,11
E-T 0,515
12 -
10
=
Bl 8
|
[l
W) 5]
o
L] i
4 4
— = =
::. - .
acite E-ET E-AC E-BuOH E-T
ascarbigue

Figure 36 : Les IC50 des différents extraits de globulariaalypumLet de ’acide ascorbique.

A des fins comparatives un antioxydant standard est utilisé; 1’acide ascorbique. Il a montré
une activité antiradicalaire trés puissante avec une IC50 de ’ordre de 0,46mg/l. Parmi les
quatre extraits de globularia alypum L, I’E-T représente ’extrait le plus actif avec une IC50
de 0,515mg/1. Suivi par I’E-Acavec une IC50 de 0,57mg/l et ’E-BUOHavec une IC50 de

1.11mg/l1, I"activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par I’E-ET (IC50= 10.92mg/1).
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Il a ¢t¢ démontré par DaycemKhlifi et coll, 2011 que l'activité antioxydante de l'extrait
méthanolique était supérieure a celle de tous les autres échantillons testés, avec une valeur
IC50 de 15,58 mg / L, suivie par l'extrait de 'acétone (20,33 + 0,61 mg / L). D'autre part, une
pauvres activité antiradicalaire a été présenté par les extraits préparés avec de l'éther de
pétrole ou le dichlorométhane (285,22 mg / L et 512,05 mg / L, respectivement) par rapport a
la vitamine C (3,89 mg / L). Par ailleurs, Riadh Ben Mansour et al en 2012 ont trouvés dans
I"extrait hydroéthanolique de Globularia alypum une valeur de CI50 qui égal & 6.45 pg/ml par

rapport a la BHT (8,31 pg/ml).

L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux. On remarque que I’E-T qui représente I’extrait leplus riche en
polyphénols, possede I’effet antioxydant le plus puissant par rapport aux autres extraits. Par
contre en comparaison avec les extraits flavoniques : I’'E-AC et 'E-BUOH les fractions les
plus pauvres en flavonoides ont révélé une activité beaucoup plus importante que I'E-ET qui

plus riche en flavonoides.

Et dans le but d’identifier les sites potentiels au sein des flavonoides qui sont responsables sur
Ieffet scavenger vis-a-vis du radical DPPH, plusieurs travaux ont étudié la cinétique et le
mécanisme réactionnel des flavonoides avec ce radical stable. 1ls ont mis en évidence la
relation structure fonction de 29 flavonoides (flavones, flavonols et flavanones) et leurs
capacités de piéger le DPPH. Les résultats de cette étude ont montré que les flavonoides les
plus efficaces sont ceux qui renferment des groupements 3',4'-dihydroxy sur le cycle B et/ou

un groupement 3-OH sur le cycle C [102].
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Figure 37 : pourcentage d’inhibition de DPPH par I’huile essentielle.

D’aprés nos observations, I'HE a provoqué une diminution plus ou moins importante de
I’absorbance a 517 nm selon des concentrations faibles. Mais le % d’inhibition obtenu a été
inférieur & 50% a cause des faibles doses d’HE utilisées dans cette expérience, d’ou nous
n’avons pas pu calculer le paramétre IC50 et de lui comparer & ceux de I’antioxydant standard

(I’acide ascorbique).
XI-2- Evaluation de Pactivité antimicrobienne

La méthode utilisée pour la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne de I’HE et des
extraits flavoniques et tannique de I’espéce végétale globularia alypuml vis-a-vis de quelques
souches bactérienneest la diffusion sur gélose Mueller-Hinton pour les bactéries. Grace a sa
spécificité et a sa composition, ce milieu permet une bonne croissance aux bactéries-tests tout
en offrant des résultats clairs. De méme que pour le milieu Sabouraud pour les levures. La

lecture s’effectue en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition de chaque disque.

Le tableau 19 indique les diamétres de zones d’inhibition de HE et des différents extraits vis

a-vis les souches étudiées.
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Tableau 19 : diametre des zones d’inhibition des fractions des extraits flavoniques : 'EET,

"EAc .BuOH ,d’extrait tannique E-T et d’HE .de globularia alypum L( mm).

¢chantillons Pseudomonas | Staphylococcus | Escherichia Bacillus Candida
aeruginosa aureus coli subtilus albicans
souches
E-ET 10 12 - 16 17
E-Ac 10 10 - 11 -
E-BuOH - - - 10 -
E-T 10 - - - -
HE - 14 - - -

NB : - Non inhibitrice.

L’utilisation de I’extrait d’éther diéthylique de globulariaalypumsur les bactéries a donné un

diametre plus au moins important : 12mm en présence de S.aureuset 16mm pour B. subtilus

représentant le diamétre le plus élevé.

Par contre Ieffet antibactérien est presque nul vis -a—vis de P. aeruginosa dont le diamétre

del0 mm.Candida albicans reste I’espéce fongique la plus sensible a ’action inhibitrice de

Iextrait d’éther diéthylique.

En effet, la croissance de cette levure a été inhibée d’un diamétre de (17 mm). Ceci démontre
que I'extrait flavonique de la fraction d’éther & une action fongicide puissante sur cette

espece. Ce qui indique que ’activité antifongique dépend du solvant utilisé pour I’extraction
[98].

Par contre la souche, E. coli présente une résistancevis -a—vis de tous les extraits et de I’HE

étudiées.

-L’extrait acétate d’éthyle est légérement actif sur B. subtilus avec un diamétre de 11 mm et
b
présente une zone d’inhibition de 10 mm donnant un effet antibactérien presque nul vis -a-vis

de S.aureus et P.aeruginosa .
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-L’extrait butanolique de globularia alypum s’est avéré inactif contre ’ensemble des souches
testés sauf B. subtilusavec un diameétre de 10 mm.-L’extrait Tannique de globularia alypum
n’a aucun effet inhibiteur sur ’ensemble des souches testés sauf avec P.aeruginosa ou il

présente un effet antibactérien presque nul d’un diamétre del10 mm.

- Concernant I’activité de I’'HE de globularia alypum sur les bactéries et la levure utilisées, il
apparait que cette HE présente une action inhibitrice seulement vis-a-vis S.aureus avec une
zone d’inhibition de 14 mm, par contre, les autres bactéries ainsi que la levure ont manifesté

une résistance vis-a-vis de cette derniére.

Une échelle de mesure de [’activité antimicrobienne classant les diameétres des zones

d’inhibition de la croissance bactérienne en quatre classes :

1. Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de ZI> 28

2. Modérément inhibitrice lorsque : 16mm <diamétre de ZI <28

(0%

L’égerment inhibitrice lorsque : 10mm <diametre de ZI <16

4. Non inhibitrice lorsque le diametre de Z1 <10mm

Les résultats obtenus selon 1’échelle de mesure de I’activité antimicrobienne on constate que
I’E-ET est Modérément inhibiteurvis-a-vis des souches testées. Tandis que les autres

échantillons testés sont I’égerment inhibiteurs.

En comparant nos résultats avec une autre étude récente publiée en 2012 par F. Bouabdelli, ou
il a rapporté des résultats similaires aux notres, alors que ces tests ont été réalisée sur des
extraits obtenue par infusion, décoction, macération et percolation de cette méme plante
algérienne trouvant que les extraits sont ’égerment inhibiteurs vis-a-vis des souches testées.

Prouvant ainsi que les résultats sont en concordance avec ceux de notre étude.
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Figure 38 : Diametres des zones d’inhibition des souches microbiennes par les extraits actifs
de globularia alypum L.

XI-3- Evaluation de I’activité anti inflammatoire

Globularia alypum est une plante utilisée par la médecine traditionnelle pour traiter
I'inflammation .Bien qu’elle soit efficace, il est nécessaire d’établir des bases scientifiques
d’un traitement traditionnel avec cette plante. C’est dans ce but que nous nous sommes
intéressés a évaluer au laboratoire l'activité anti-inflammatoire de 1’extrait flavonique (fraction
butanolique) de globularia alypum. Les expériences ont été réalisées sur lemodéle de 1'cedéme
de la patte de souris induit par la carragénine(Test de Levy). Dans ce contextenous avons

estimé I’cedéme en fonction du poids de la patte gauche (patte testé) par rapport a la patte
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droite (patte témoin) de la souris. Les variations des poids moyens des pattes de souris traitées

sont rapportées dans le Tableau suivant.

Tableau 20: Moyenne des poids entre la patte gauche et droite des souris.

Témoin Référence | Essai 1(1%) | Essai2(2%) | Essai 3(3%)
Souris 1 0,0369 0,0155 0,0421 0,0335 0,0278
Souris 2 0,0212 0,0171 0,0257 0,0238 0,0346
Souris 3 0,0294 0,0210 0,0169 0,0296 0,0307
Souris 4 0,0400 0,0205 0.0331 0,0326 0,0328
Souris 5 0,0274 0,0179 0,0377 0,0267 0,008
Souris 6 0,0310 0,0309 0,0263 0.0138 0,000
Moyen du poids 0,0310 0,0200 0,0303 0,0266 0,0223
des pattes des 6
souris (g)

Nos observations concernant le volume de I'cedéme indique que son augmentation est plus
importante chez le lot traité par l'eau que chez les lots traités avec I’extrait de la plante et la
référence. Le tableau 10, montre que la carragénine entraine une augmentation de 0,031g du
poids de la patte des souris, pour lot témoin. L’administration orale de 1’acide
acétylsalicylique a la dose de 2mg/ml prévient I’augmentation du poids de la patte de souris,
elle est de 0,02g. Une augmentation moindre a été observée apres I’administration de la
fraction butanolique a la dose de 0,1g/ml, 0,2g/ml et 0,3g/ml, d’ordre de 0,0303, 0,0266 et

0,0223respectivement.

Pour mieux comprendre ’effet de notre extrait sur cette inflammation, nous avons calculé le

pourcentage de 1’cedéme et le pourcentage de réduction de I’cedéme, les résultats sont

consignés dans le Tableau 21.
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Tableau 21 : Pourcentage de I’cedéme et le pourcentage de réduction de 1’cedéme.

Témoin Référence Essai 1(1%) Essai 2(2%) Essai 3(3%)
% cedéme 25,60% 15,42% 23,41% 18,65% 17,15%
%réduction de I’cedéme - 39,76% 8,55% 27,15% 33,01%

Apreés quatre heures de I’injection de la carragénine, Le pourcentage de l'cedéme (I'état
inflammatoire) est de 25,60% chez le lot témoin. Cependant, la fraction butanolique de la
globulaire administrée & 0,1g/ml,0,2¢/ml et 0,3g/ml, a réduit le volume de I'cedéme par

rapport aux témoins, avec 23,41% , 18,65%et 17,15% respectivement.

L’évaluation du pourcentage de réduction de 1’cedéme montre que, la fraction butanolique de
la globulaire a la dose de 0,1g/ml, présente un pourcentage de réduction de 8,55%, il
manifeste un effet nettement inférieur a celui engendré par ’acide acétylsalicylique(39,76%).
A la dose de 0,2g/ml, la fraction butanolique de la globulaire posséde une activité anti-
inflammatoire importante avec un pourcentage de réduction de (27,15%), alors qu’avec la
troisieme dose de 0.3g/ml, I’activité antiinflammatoire est plus importante marquant un

pourcentage de réduction de 33,01% proche a celui obtenu avec 1’acide acétylsalicylique

(référence).

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait flavonique de globulaire peut étre attribuée a sa
composition chimique, c’est-a-dire la présence de telles molécules actives dans les plantes qui
constituent la source de traitement. En effet, plusieurs études révélent que généralement, les
composés impliqués dans Iactivité antiinflammatoire des plantes comprennent les dérivés
polyphénoliques, les stérols et les triterpénes [103].

Des recherches scientifiques ont mis en évidence la capacité des flavonoides présents dans les
plantes a diminuer la réaction inflammatoire. La variabilité structurale des flavonoides améne
a de multiples mécanismes d’action [104,105]. En limitant la réaction inflammatoire, les
flavonoides agissent comme protecteur de la matrice dermique en inhibant ’activité de

certaines enzymes [104].
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XI-4- Evaluation de ’activité antalgique

L'objectif de la présente étude est d'évaluer l'activité antalgique de I’extrait flavonique
(fraction butanolique) de globularia alypum chez les souris par la méthode de la douleur
chimique provoquée par l’acide acétique (Test de torsion).Dans ce contextenous avons
compté pour chaque souris le nombre de crampes. Les résultats du nombre de crampe
enregistré chez les souris dans chaque lot, les pourcentages de protection de ’extrait
flavonique, et de la référence vis-a-vis de la douleur chimique provoqué par I’acide acétique

sontrapportés dans le tableau suivant.

Tableau 22 : Nombre de crampes/ souris observé pendant 10 min et le pourcentage de

réduction de crampes.

Témoin | Référence | Essai 2(2%) Essai 3(3%)
Souris 1 3 1 1 1
Souris 2 11 1 1 0
Souris 3 18 0 28 1
Sourié 4 16 2 1 1
Souris 5 13 1 2 0
Souris 6 6 1 10 0
moyvenes des crampes 11,17 1 7,16 0,5
%de protection - 91,047 35,90 95,52

Les résultats obtenus a I'issu du test d’activité antalgique révele qu’aprés 5 min de I’injection
d’acide acétique par voie intrapéritonéale, I’effet douloureux de ce dernier, est apparu sous forme
des crampes chez les souris. Le tableau 22 nous permet de constater que le lot témoin montre un
nombre moyen de crampes égal a 11 crampes/10 min. Le nombre de crampes enregistré chez le
lot traiter par le Paracétamol (produit de référence) est de 1, avec un pourcentage de protection de
91,047%. Nous pouvons dire que le Paracétamol supprime presque complétement les crampes
induites par l'acide acétique.

La dose de 0.2g/ml de I’extrait réduit légérement le nombre de crampes avec un nombre moyen de

7,16crampes/10min et un pourcentage de protection de 35,90%. La dose de 0.3g/ml d’extrait
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s'avére plus efficace, avec un nombre moyen de ' crampes/10min, et un pourcentage de

rotection de 95,52% plus élevé que celui obtenue par le Paracétamol (produit de référence).
p p q p

A la lecture des résultats chromatographique de ndtre extrait, nous pouvons justifier ’activité
antalgique de cet extrait par la présence des flavonoides dans sa composition chimique. Nos

résultats posent les bases scientifiques de l'utilisation de globularia alypum pour son effet

antalgique.

XII- Analyse de quelques éléments minéraux de globularia alypum L par activation
neutronique

Les résultats d’analyse obtenus par activation neutronique renferment la fraction massique des

¢léments identifiés et qui sont représenté dans le tableau 23.

Tableau 23:fraction massique des éléments identifiés chez globularia alypum.

Elément Fraction massique
Br 6,45 +0,06mg/Kg
As 102,3 £9.8pg/Kg
Na 353 £12,3mg/Kg
K 7,24 £0,02g/Kg
Fe 300+ 32 pg/g
Zn 12,1 £ 1,6 pg/g

Le Tableau 22 réveéle que le contenu en potassium et en sodium dans les échantillons sont trés
€levés (7,24 g/Kg,353 mg/Kg) respectivement. Suivi des autres éléments (Fe300 png/g),Zn
(12,1 pg/g),(Br 6,45 mg/Kg) classés par ordre décroissant. Tandis que I’Arsenic (102,3
+9.811g/Kg) est I'élément le plus abondant dans globularia alypum.

Ces résultats ont montré que globularia alypum est une bonne source de K et Ca. Notant que
les variations de teneurs en minéraux peuvent avoir une certaine relation Avec

I’'environnement [106].
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et

composés naturels bioactifs.

Notre étude s’est orientée vers la valorisation d’une plante médicinale globularia
alypum (le globulaire) en vue de son utilisation dans la médecine traditionnelle comme un
anti-inflammatoire, antalgique, antidiabétique et anti-ulcére. Cette plante récoltée de la région
de Hamame melwane mekta3 Lazrak (Blida). Elle est exploitée a 1’échelle laboratoire en vue

de I’extraction de ses huiles essentielles et de ses composés poly phénoliques : flavonoides et

Tanins.

Le rendement en HE obtenu par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau de la

partie aérienne de la plante est de I’ordre de 0,0018%. Cette HE présente une odeur trés forte

caractéristique.

L’analyse chromatographique d’HE a été analysé par CG-SM, a révélé que le profil
chromatographique de cette HE est caractérisé par la présence de 1"héxadécanoite d’éthyle
(35,24%), suivi par le Cinnamate d’éthyle (23,80%),I’acide pentadécanoique,l4methyl,

méthyle ester (11,01%),le Cinnamate de méthyle (7,05%) et le décanoate d’éthyle (5,73%) .

Le composé 2-Methoxy-4-vinylphenol (1,80%) présentait la fraction minoritaire.

Les tests phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont permis de

mettre en évidence des flavonoides et des tanins.

La détermination du rendement en composés phénoliques notamment les flavonoides
(fraction éther d’éthylique, acétate d’éthyle et 1-butanol) a montré la richesse des extraits secs
de I’espece globularia alypum dont le rendement le plus remarquable est celui de la fraction
butanolique(1,96%),suivi de la fraction acétate d’éthyle(0,3023%) et la fraction éther

d’éthylique (0,1236%). tandis que, I’extrait tannique a permis d’obtenir un rendement de

(2.808%).

En outre, I’analyse qualitative des flavonoides des trois fractions éther di éthylique,
acétates d’éthyle et 1-butanol ainsi que l’extrait Tannique par chromatographie sur couche
mince grace au systéme d’élution choisi nous a permis tout d’abord d’avoir des empreintes
flavoniques et Tannique et nous a permis de séparer un certain nombre de constituants dont

I’acide Tannique dans I’E-BuOH, I’'Hydroquinone dans I'E-Acé , la vanilline et



'Hydroquinone dans I'E-T. Par ailleurs, L’analyse qualitative des extrait flavoniques et
tannique par chromatographie liquide & haute performance (HPLC) nous a permis de constater
que ’E-BuOH et L’E-T semble contenir la catéchine et la rutine, nous avons pu identifier la
présence de la rutine et I’absence de la catéchine chez I’E-AC. Par contre la rutine et la

catéchine ont été absentes dans I'E-ET de globularia alypum L.

Le dosage des phénols totaux des quatre extraits flavoniques et Tannique a révélé des
teneurs considérables dans I'E-Ac (12,49+0,14mg EAG/g d’extrait) et I’E-BuOH (0,694
0,023mgEAG/g d’extrait). Alors que, les fortes teneurs ont été enregistrées dans I'E-T

(34,68+0,29mgEAG/g d’extrait) et I'E-ET (28,86 + 1,62mgEAG/g d’extrait).

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que les extraits flavoniques (fraction
éther d’¢thylique, acétate d’éthyle et 1-butanol) présentent des teneurs modérées : E-ET
(873,65 + 5,54pg EQ/g d’extrait), E-Ac (284,60 =+ 1,82ug EQ/g d’extrait), E-BuOH (8246,56
= 0,31EQ/g d’extrait) respectivement. Ainsi que le dosage des Tanins dans 1’extrait

Tanniques a révélé une teneur de (16,48+ 6,36mgEC/g d’extrait).

L’étude du pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH s’est montré modérée dont les valeurs de IC50 sont classées dans ’ordre du
pouvoir antioxydant suivant : extrait tannique(0.515) >fraction d’acétate d’éthyle (0.57) >
fraction n-butanol (1.11) > fraction d’éther di-éthylique (10.92).Concernant I’huile essentielle,

on a déduit qu’elle posséde des capacités de piégeage du radicale libre DPPH trés faible.

La comparaison de ces valeurs avec celle de I’antioxydant standard, I’acide ascorbique
p

(0.46), nous a permis de déduire que le pouvoir antioxydant de I’ensemble des extraits testés

est plus faible que celui de I’acide ascorbique.

Par ailleurs, I’étude du pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion de disque des
extraits flavoniques et Tannique révéle que I’E-ET présente ’action inhibitrice la plus
intéressante dont il est considéré comme modérément inhibiteur vis-a-vis les souches testées.
Tandis que les autres extraits sont faiblement actifs sur les souches bactériennes testées. En ce
qui concerne I’étude du pouvoir antifongique vis-a-vis de condida albicans a permis de
visualiser une seule action inhibitrice de I’E-ET par rapport aux autres extraits.

L’huile essentielle s’est montrée plus sensible vis-a-vis de S.aureus, Par contre, les autres

bactéries ainsi que la levure ont manifesté une résistance vis-a-vis de cette derniére.



Par ailleurs, 1’étude du pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion de disque des
extraits flavoniques et Tannique des vis-a-vis des souches microbiennes a permis de visualiser
une action inhibitrice plus intéressante de la fraction d’éther di éthylique par rapport &
’ensemble des extraits testés, alors que, 1’huile essentielle s’est montrée plus sensible vis-a-

vis de S.qureus, Par contre, les autres bactéries ainsi que la levure ont manifesté une

résistance vis-a-vis de cette derniere.

L’extrait flavonique de globularia inhibé a 6,80% a la dose de 0.1g/ml I’cedéme de la
patte postérieure de la souris induit par la carragénine, de 27,15% a la dose de 0.2g/ml et de
33,01% a la dose de 0.3g/ml , cette inhibition malgré qu’elle est important, reste moindre que
celui de la référence 1’acide acétyle salicylique & la dose de 2mg/ml, qui a donné un
pourcentage de réduction de I’cedéme39.76%, Ces résultats obtenus sont trés encourageants

pour I’utilisation de cette fraction pour le traitement des inflammations.

Pour I'activité antalgique de la fraction butanolique de la globulaire a la dose de
0.3mg/ml, donné un pourcentage d’inhibition des torsions provoquées par I’acide acétique de
95,52%, L’effet de Paracétamol a la dose de 2mg/ml, qui a été utilisé comme médicaments de
référence, reste moins important que notre fraction butanolique avec un pourcentage de
protection de 91.047%. De ce fait, ce produit naturel sera conseillé, comme alternative, pour

le traitement des douleurs.

L’analyse des éléments minéraux majeurs de globularia alypum par activation
neutronique montre que le contenu en potassium et en sodium dans les échantillons sont tres
élevés (7.24 g/Kg,353 mg/Kg )respectivement. Suivi des autres éléments Fe (300 pg/g), Zn
(12.1 pg/g),Br (6.45 mg/Kg) classés par ordre décroissant. Tandis que 1’Arsenic (102.3
+9.8ng/Kg) est I'élément le plus abondant dans globularia alypum, Ces résultats ont montré

que cette est une bonne source de K et Ca.

Ces résultats confirment la validité de l'indication traditionnelle de cette plante, et
ouvrent la voie a I’exploitation de ces propriétés anti-inflammatoire et antalgique de sons

extrait flavonique comme alternative aux traitements chimiques (médicaments).

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de la médicine traditionnelle pour parvenir a mettre a la disposition de la

population des médicaments a base de plantes médicinales efficaces et accessibles.



<* Ainsi de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

L’analyse des différents extraits flavoniques et Tannique par la méthode de chromatographie
sur couche mince, nous conduira dans la perspective future de notre étude, de compléter et

d’approfondir ce travail par une étude phytochimique avancée.

v" Dans un premier temps de faire un fractionnement de ces extraits et d’identifier les
molécules responsables des activités biologiques en utilisant des techniques
d’identification plus performantes. Ainsi qu’un travail complémentaire s’impose en
vue d’identifier les différentes molécules en particulier les composés phénoliques
présents dans les extraits isolées des fractions éther di éthylique, acétate d’éthyle et n-
butanol et les purifier en utilisant diverses techniques chromatographiques notamment
la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et des méthodes spectrales

pour I’élucidation structurale.

v" Dans un deuxieme temps, il serait intéressant d’évaluer I’activité antioxydante par
d’autres méthodes et de faire des tests in vivo afin de déterminer de nouveaux agents

thérapeutiques.
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Annexe 1

Matériels non biologique

1. Equipements. 2. Verreries et consommables.

Balance de précision Ballon a fond rond a col rodé : 50 ml, 250
Plaque chauffante ml, 500 ml

Bain marie Ballon tri colles 2000ml

Bec de benzeéne Ampoule a décanté 50 ml, 250 ml

Etuves bactériologiques Réfrigérant

Pince Béchers: 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml
Spatule Pipettes Pasteurs

Cages Eprouvette

Des seringues graduées a aiguilles Tubes a essai stériles

La canule gastrique Boites de pétri stériles de 90 mm de diameétre
Les gants Discs 9mm de diamétre

3. Milieux de culture 4. Solutions et réactifs utilisés

Gélose Sabouraud Trichlorure d'aluminium

Gélose Muller —Hinton Acide acétique -Carbonate de sodium

Acide chlorhydrique (HCI) : 35.5° ,37°
Eau de javel -DPPH

Eau distillée-Acide Tannique

Ethanol ,99.5°- Acide salicylique
Meéthanol 85°,99.5°- Acide caféique
Acétone 9978- catéchine -- Vanilline
Ether d’éthylique- rutine — coumarine

Acétate d’éthyle96°- Chlorure de fer

Dichlorométhane96°
1-butanol - Acide benzoique



Annexe 2

1. Préparation des solutions de référence (I’acide acétylsalicylique et Paracétamol) :
p yiq

Dans un erlemmeyer de 250 ml on dissout dans I'eau distillée un comprimé de :

- Acepral 500mg, pour la solution de acétylsalicylique (pour I’activité anti-
inflammatoire).

- Paralgan 500mg, pour la solution de Paracétamol (pour I’activité antalgique).
On agitant le mélange jusqu’a la dissolution compléte du comprimeé.

2. Préparation des dilutions de la fraction butanolique :
Dans une fiole de 10 ml on ajoute :

- 0.1 g de la fraction butanolique pour une dose de 1% (0.1 g/ml).

- 0.2g de la fraction butanolique pour une dose de 2% (0.2g/ml).

- 0.3g de la fraction butanolique pour une dose de 3% (0.3g/ml).



Annexe 3

Tableau. V. 1: Le rendement en huile essentielle de globularia alypum en fonction du temps

Temps (min) Rendement (%)
0 0
120 0.00073
150 0.0011
180 0.0019
300 0.00251
390 0.00256

Tableau .V.2: résultats de la droite d’étalonnage de 1’acide gallique

Concentration (mg/ml) DO
0.25 0.842
0.20 0.716
0.15 0.539
0.10 0.380
0.05 0.189

Tableau. V.3 : résultats de la droite d’étalonnage de la quercétine

Concentration (mg/ml) DO
0,005 0,187
0,010 0,592
0,015 1,03
0,020 1,468
0,025 1,872

Figure. V. 4 : pourcentage d’inhibition de DPPH par les différentes fractions flavoniques en
fonction de concentration

Cmg/L) | 40 | 32 24 16 8 4 2 0
Vit C 97,33 196,72] 93,32 95,2 94,5 864 | 524 | 0
E-ET 85,43 81,86| 76,92 83,79 3626 | 2,74 0,5 0
E-AC 85,98 | 85,43 | 82,72 84,89 81,6 80,76 | 4821 | 0
E-BuOH | 87,08 |85,16| 86,26 86,53 8489 | 6434 | 498 | o0




Figure. V.5: powrcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait Tannique en fonction de

concentration
C (mg/L) 40 32 24 16 8 4 2
Vit C 97,33 96,72 93,32 95,2 94.5 86,4 50
E-T 90,65 90,38 89.56 89.83 87,63 86,26 47,96

Figure. V.6 : pourcentage d’inhibition de

DPPH par I’huile essentielle en fonction de

concentration
C (mg/L) 5 3 1.5 ] 0,5 0
HE 37,44 28,92 19,73 18,38 12,78 0
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Annexe 4
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Figure. V.7 : Chromatogramme de 1’acide benzoique utilisé dans 'HPLC.
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Figure. V.8 : Chromatogramme de 1’acide caféiqueutilisés dans I’HPLC.
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Figure. V.9 : Chromatogramme de 1’acide salicylique utilisé dans I"'HPLC.



Detector A (254nm)
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Figure. V.10 : Chromatogramme de I’acide Tannique utilisé dans ’HPLC.
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Figure. V.11 : Chromatogramme de la catéchineutilisés dans I’HPLC.
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Figure. V.12 : Chromatogrammede la coumarine utilisée dans I’HPLC.
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Figure. V.13 : Chromatogramme de la Rutineutilisés dans I'HPLC.
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Figure. V.14 : Profil chromatographique de I’E-BuOHutilisés dans ’HPLC.
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Figure. V.15 : Profil chromatographique de I’E-Acutilisés dans 'HPLC.
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Figure. V.16 : Profil chromatographique de I’E-ETutilisés dans I’HPLC.
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Figure. V.17 : Profil chromatographique de I’E-Tutilisés dans ’'HPLC.




