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Résumé

Le présent travail porte sur I’étude de la composition chimique et I’évaluation in vitro de
I"activité antioxydante et antimicrobienne de ’espéce Globularia alypum, qui appartient & la
famille Globulariaceae.

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de la partie aérienne de la plante séche a
ét¢ analysée par GC et GC/MS. Cette analyse a montré la présence de 35 Composés dont les
constituants majoritaires sont : le phytol (11.104%) et le (+) spathulénol (7.031%).

L’évaluation de la teneur en composés phénoliques de trois extraits (acétate d’éthyle,
méthanolique et acétonique), en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu a révélé que l'extrait
Ie plus riche en ces composés était I'extrait d’acétate d’éthyle avec une teneur de 50 mg/g
d’extrait.

L’évaluation de Pactivité antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre DPPH
des mémes extraits a montré que P'extrait acétonique posséde le pouvoir antioxydant le plus
élevé,

L’effet antimicrobien des extraits étudiésvis-a-vis 4 souches bactériennes et 2 souches

fongiques a également été démontré,

Mots clés : Globularia, Globularia alypum, huile essentielle, composés phénoliques, activité

antioxydante, activité antimicrobienne,



Abstract

The present work concerns the study of the chemical composition and evaluation in vitro
of antioxidant activity and antimicrobial activity of the Globularia alypum species, which
belongs to the family of Globulariaceae.

The essential oil obtained by hydrodistillation of the air part of the dry plant was analyzed
by GC and GC/MS. This analysis showed the presence of 35 compounds whose majority
constituents are: the phytol (11.104 %) and the (+) spathulenol (7.031 %).

The evaluation of the phenolic content of three extracts (ethyl acetate, methanolic and
acetonic) by adopting the Folin-Ciocalteu method revealed that the richest extract of these
compounds was the extract of ethyl acetate with a content of 50 mg / g of extract.

The evaluation of antioxidant activity by the method of trapping of the free radical DPPH
of the same extracts showed that the acetonic extract possesses the highest antioxidant power.

The antimicrobial effect of the studied extracts of the 4 bacterial strains and 2 fungal

strains has also been demonstrated.

Keywords: Globularia, Globularia alypum, essential oil, total phenolics, antioxydant

activity, antimicrobial activity.
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Abréviations

HE : Huile essentielle

EME¢ : Extrait méthanolique

EAn : Extrait acétonique

EHxb : Extrait hexanique brut

EHXx : Extrait hexanique

EC : Extrait Chloroformique

EAc : Extrait acétate d’éthyle

EAqu : Extrait aqueux

R : Rendement

NaOH: Hydroxyde de sodium

mg: Milligramme

mm: Millimétre

nm: Nanometie

C: Concentration

Abs : Absorbance

UV: Ultra-violet

CCM: Chromatographie sur couche mince
R ¢ Rapport frontal

IRTF: Infrarouge a transformée de Fourier
GC/MS : chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrométre de masse
DPPH : 2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl
Cls : Concentration efficace médiane

pl : Microlitre

MH : Muller Hinton

SAB : Sabouraud

d : Diamétre

ATY : Antifongiques

ATB : Antibiotique
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Introduction générale

A travers les dges, ["homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
tels que, la nourriture, [’abri, les vétements mais aussi également ses besoins médicaux. Les
plantes possedent des vertus thérapeutiques, leurs utilisations pour le traitement de plusieurs
maladies chez les étres vivants et en particulier ’homme sont trés anciennes et traditionnelles
[1]. L utilisation des plantes en thérapeutique connait actuellement un regain d’intérét auprés
du public. 11 est possible d’utiliser les plantes telles quelies ou ieurs formes extractives [2].

Aujourd’hui, la recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine naturelle
repose sur la qualité des plantes médicinales et sur les études ethnobotaniques qui permettent
de réaliser des inventaires de plantes d’une région, en déterminant leur qualité par des études
phytochimiques et pharmacologiques. De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est
unc préoccupation Gui devient do plus on plus importantc dans de nombreux pays [3].

L’ Algérie, pays connu pour ses ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement
riche et variée. On compte environ 3 000 espéces de plantes dont 15% endémiques et
appartenant a plusieurs familles botaniques [4].

Notre travail englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé
principalement sur Uextraction, le screening phytochimique, quantification des composés
phénoliques et la détermination de la composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce
Globularia alypum appartient a la famille de Globulariaceae. e second aspect est

I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne de cette espéce.

Il est donc subdivisé en trois chapitres:

» Le premier chapitre est une synthése bibliographique consacrée a une étude
botanique et phytochimiques générale de la famille et du genre de I’espéce étudiée
(Globularia alypum).

» Le second chapitre contient 1’extraction de métabolites secondaires, puis a 1’extraction
et la composition chimique de I’huile essentielle de ’espece Globularia alypum.

» Le troisiéme chapitre est consacr¢ a 1’étude de [Dactivité antioxydante et

antimicrobienne de I’espéce étudiée.

Enfin, ce travail est achevé par une conclusion générale.
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Chapitre 1 : Recherche bibliographique sur le genre Globularia

1. Présentation botanique et géographique de la famille Globulariaceae

La famille des Globulariaceae sont des arbrisseaux, des sous-arbrisseaux, ou des herbes
vivaces. Les feuilles alternes, simples, entieres, agrégées a la base des rameaux. Les fleurs,
irrégulieres, agrégées en téte sur un réceptacle convexe. Le calyce herbacé, monosépale, a tube
tétragone apres la floraison, & gorge ordinairement fermée par des poils. La corolle monopétaie,
insérée sur le réceptacle, & tube cylindrique, a limbe unilabié, ou bilabié. Les 4 étamines, insérées
au sommet du tube de la corolle, alternes avec ses lobes, la 5° manquant entre les lobes de la
1evre supérieurs. L’ovaire libre, uniloculaire, muni & sa base d’un nectaire hypogyne, minime,
rarement réduit a un gland antérieur, queiquefois nul. L’ovuie unique. Le style terminal, simple
et le stigmate indivis, ou courtement bilobé [5].

La famille Globulariaceae se compose de 10 genres et 300 espéces réparties en Europe, en
Asie occidentale, en Afrique et 2 Madagascar. Les plus grands genres sont Selago (180 especes),
Habenstretia (40 especes) et Globularia (25 especes).

Sur le plan économique, la famille n'a que peu de valeur. Certaines especes de Globularia sont

cultivées comme des plantes de jardin de roche [6].

2. Présentation botanique du genre Globularia

Les plantes du genre Globularia sont des herbes vivaces ou des sous arbrisseaux & feuilles
persistantes, habitant les régions chaudes et tempérées de 1'Europe, et particulirement le bassin
de la Méditerranée. Les espéces herbacées ont des feuilles radicales, pétiolées, plus longues que
les caulinaires. Les feuilles sont entiéres, rarement dcﬁtécs, en général obovées ou spathulées,
alternes, sans stipules. Les fleurs sont groupées en capitules plus souvent terminaux, quelquefois
axillaires. Le calice est a cing divisions & peu pres égales, rarement disposées en deux l1evres. La
corolle est bleue, tubuleuse, a limbe généralement bilabié. Les étamines sont au nombre de
quatre. L'ovaire uniloculaire contient un seul ovule. Le style est filiforme, le stigmate
quelquefois simpie, plus souvent émarging bilobé. Le fruit est un caryopse ovoide, enveloppé par
le calice persistant, et contenant une seule graine renversée. L'embryon est droit, la radicule est

supérieure, aussi longue que les cotylédons, qui sont épais et plans convexes [7].

3. Répartition géographique
Les plantes du genre Globularia se distribuent dans la région, méditerranéenne et dans le sud
de I'Europe avec un nombre d’espeéces endémiques localisés au Cap-Vert, aux iles Canaries, la

Grece, les Baléares, 1’Italie et la Turquie [8].
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Tableau N° 1 : Répartitions géographiques de quelques espéces dn genre Globularia.

Espéces Répartitions géographiques Rélérences

G. alypum Dans les régions méditerranéennes, 191

I'Europe et 'Afrique du Nord.

G. ardabicd (Pomel) En Algérie dans le Hoggar et en Maroc. [16]
G. greuteri et . liouviiiei Dans ie Maroc iii]
G. gracilis Aux Pyrénées a la frontiere entre la [11]

France et I'Espagne.

G. anaiolica En Turque [12]

G. sintenisii

G.meridionalis, G.bisnagarica, | En Ttalie 1137

G. cordifolia et G. incanescens

G. aphyilaniiics Nord-ouest de 1a Turquie vers {14]

I’Burope centrale méridionale

4. Usages traditionnels

Les plantes du genre Globularia ont été utilisées en médecine traditionnelle en tant qu’agent,
laxatives, diurétiques, toniques et il également dans le traitement des hémorroides [15].
La décoction est utilisée comme dépuratif. On absorbe aussi pour la figvre ; en bains de
bouche, elle traiterait les aphtes et le muguet et, en lotions ou compresses, les mycoses

dermiques et celles du cuilr chevelu [16].

5. Propriétés biologiques

Les activités anti-hypertensives et anti-diabétiques ont été mises en évidence par plusieurs
travaux [17-19].

L’infusion de feuilles, & raison de 0,7g/Kg, produit, un effet hypoglycémiant significatif [20].
Certains glycosides d'iridoides, particulierement les globularines sont connus pour leur activité
anti-inflammatoire par voie locale [21].

_______ aériennes réduisent de maniére considérable les contractions induites
par I'histamine et 1a sérotonine [22].

Les extraits de tiges feuillées ont manifesté des effets anti-oxydants significatifs et les auteurs
suggerent le r6le possible des polyphénols dans cette activité [23]. D’autres travaux ont montré

I’activité anti-leucémique et anti-cancéreuse des plantes de ce genre [24, 25].
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Tableau N° 2 : Usages et propriétés de quelques espéces du genre Globularia.

Plantes Usages et Propriétés Références

EEEE

G. alypum La plante est utilisée en tant que laxative, tonique, [26, 27]
hypoglycémique, purgative et sudorifique. Et également
utilisé pour traiter, des maladies cardio-vasculaires, dans le

traitement du diabéte et dans les maladies rénales.

G. arabica Effets anti-microbiennes et anti-tumorigeniques. [8]
G. trichosantha La plante est utilisée pour le traitement de I’hémorroide. [28]
G. meridionalis Effets anti-oxydants et anti-cholinestérases. [29]

6. Travaux antérieures sur le genre Globularia

La majorité des études phytochimigues effectmées sur un nombre important d’espéces dans le
genre Glohularia, montrent la richesse ainsi que la diversité structurale de ces dernieres en
métabolites secondaires incluant en particulier : des iridoides, des bisiridoides, des
flavonoides et des phényléthanoides glycosides [23, 30-331.

Dans cette partie de ce chapitre nous nous intéressons 2 étudies les principaux métabolites

secondaires isolés dans le genre Globularia.

6.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du rdgne végétal. A Theure
actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiés. Ils présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-

méme porteur ¢’un nombre variable de fonctions hvdrnx H) [341.

Ils participent a la défense des plantes contre les agressions environnementales [35]. Chez
I'homme, ces molécules traces jouent un réle important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet
antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...) [36].

La synthése des polyphénols suit généralement deux voies: Ia voie de shikdmate et celie du
phénylpropanoide.

En plus de la diversité structurale des composés polyphénoliques due 2 cette double origine
biosynthétique, la possibilité d une participation simultanée des deux voies dans I’élaboration de

composés d’origine mixte : (les flavonoides) est considérablement accrue [37].
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6.1.a, Les flavonoides
6.1.a.1. Généralité

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les i€gumes, les graines, ies boissons tels Ie thé et ie vin rouge et d’autres parties de ia
plante. Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation de géne et dans le
métabolisme de croissance [38]. Actuellement, environ 4000 composés flavoniques sont connus

et ont tous le méme squelette de base & quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une
/1-2-ben

configuration C6-C3-C6 de type phén nzopyrane,

(o]

Figure 1: Structure générale des flavonoides.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C. En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent &tre divisés
en différentes classes : anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones,

flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones, aurones (Figure 2) [38].

HQ

Flavenone Flavononol

Figure 2 : Structure de quelques classes des flavonoides.
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De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ot on leur reconnait des activités anti-virales, anti-spasmodiques, anti-tumorales, anti-agrégation
plaquettaires, anti-allergiques, hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires, anti-hypertensives
et anti-microbiennes [39, 40].

Maulgr€ leur diversité structuraie importante, tous les flavonoides sembient avoir une voie
biosynthétique commune. L’enzyme clé pour la formation du squelette flavonoique est la

chalcone synthase (CHS) qui catalch I’étape de condensation de trois unités acétate a partir de

i

3

OH
OH O

4, 2', 4', §'=léirahydroxychalcone 4, 2°, 4'-hydroxysurone

Chaleone-isomérase

PR 141
HO\‘ l/\\ i /O\I_ /L /J

F

Flavone -synthase

OH O

Flavanone naringénine Flavone: apigénine

(28)-flavanone-3-hydroxylase

. OH
4 Joy _OH TFlavouc -syuthase e I jk
1o, e \“\/] k IJ:) OH
OH
H
Gl G
Dihydroflavonol: (ZR, 3R)-dihydrokacmpféoi Flavonol: Kuempférol
dihydroflavonol-4-réductase ~ OH
HO\ V_[_/\.__T,O\ | //
)
~on
Oll
Flavan-3, d-disl: lencoanthacyanidel Flavana3eol: afzdléchol
| = OH
HO- /\ 0\ - N
3-G-giycosyi-transicrase
EH
Anthocyanidol: péiargonidoi Anthocyanoside: pélargonidol-3-O-glucoside

Figure 3 : Schéma illustrant 1a biogynthéee des flavonoides [421.
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6.1.a.2, Les flavonoides isolés du genre Globularia

Le genre (zlobularia contient un grand nombre de flavonoides, étant principalement présents
sous fourme de flavones, flavonols et leurs glucosides. Les flavones 6-hydroxylutéoline sont
présents dans toutes les especes du genre qu’ils ont examinées [43]. En outre, d'autres dérivés
flavonoides, teis que T'apigénine, Lutéoline et quercetine, ont &€ rapportés dans des espéces de
Globularia [23]. Et également un nouveau giycoside de flavone appelé, aphyllanthoside, a été

isolé dans des parties aériennes de Globularia l'aphyllanthes [44].

Tableau N° 3 : Quelques flavonoides isolés du genre Globularia.

Espéce Nom de compeosé isolé et N° de structure Réf,
G. incanescens 6-hydroxylutéoline 1 [43]
Lutéoline 2
Quercétine 3
'G. cordifolia Chrysoeriol-7-O-8-D-allopyranosyl-1—2-B-D-glucopyranoside 4 | [45]
Stachyspinoside 5
6-hydroxylutéoline 1 [43]

6-hydroxyapigénine (scutellareine)
Scutellareine-6.4’-diméthy! éther (pectolinarigénine) 7
6-hydroxylutéoline 6, 4’-diméthyl éther 8
6-hydroxylutéoline-7-O-gluecoside 9
Lutéoline-7-O-glucoside 10 [46]
6-hydroxychrysoeriol-7-O-allopyranosyl 11
Diméthoxycentaureidine-7-O-hexosylghicoside 12

Apigénine 13

G. nudicaulis 6-hydroxylutéoline 1 [43]
Lutéoline 2
G. aphyllanthes | 6-hydroxylutéoline 1 [43]

6-hydroxylutéoline-7-O-[6""-benzoyl-p-D-glucopyranosyl-(1— [44]
2)]-B-D-glucopyranoside (Aphyllanthoside) 14
6-hydroxyhatécline-7-0-[6"'-(E)-caffcoyl-B-D-glucopyranosyl-

(1—2)]-B-D-glucopyranoside 15

Isoquercitrine 16

G. vulgaris 6-hydroxylutéoline 1 [43]
G. dumulesa ectolinarigenine-7-0-B—D-glucopyrancside 17 147}
Nepetine-7-O-f -D-glucopyranoside 18
Diméthoxycentaureidine-7-O-f -D-glucopyranoside 12
G. orienialis 6-hydroxylutéoline 1 [43]
Lutéoline 2
Scutellareine 6
G. trichosantha | 6-hydroxylutéoline 1 [43]
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G.meridionalis

Pecrolinarigenine-7-O-hexosylglucoside 17

Apigénine-7-0-f-glucoside 19

Lutéoline 2

6-hydroxylutéoline-7-O-glucoside 9

[29]

Lutéoline-7-O-glucoside 10

6-hydroxychrysoeriol-7-O-glucoside 20

6-hydroxychrysoeriol-7-O-allopyranosyl 11

Diméthoxycentaureidine-7-O-hexosylglucoside 12

Apigénine 13

Pectolinarigenine-7-O-hexosylglucoside 17

G. salicina

6-hydroxylutéoline 1

Scutellareine 6

[43]

G. punctata

6-hydroxylutéoline-7-O-diglucoside 21

6-hydroxylutéoline-7-O-glucoside 9

Isoquercitrine 18

Lutéoline-7-O-glucoside 10

6-hydroxylutéoline-7-O-(6""-O-caffeoyl)-sophoroside 22

6-hydroxyltéoline-7-0-(6"'-O-p-conmaroyl)-sophoroside 23

Aphyllanthoside 14

Lutéoline 2

Apigénine 13

[46]

S hvdrnvyinténlin
L Ji} R Vl&]’;ti\r\/\.’“i‘e —-—

Scutellareine 6

[43]

G. elongata

e
Apigénine 13

Lutéoline 2

6-hydroxylutéoline 1

6-hydroxylutéoline-7-sophoroside 24

6-hydroxylutéoline-7-0-(6'"-O-caffeoyl)-sophoroside 22

6-hydroxylutéoline-7-O-(6""-O-p-coumaroyl)-sophoroside 23

6-hydroxylutéoline-7-O-diglucoside 21

[48]
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6.1.b, Les phényléthanoides glycosides,
6.1.b.1. Généralité

Les phényléthanoides glycosides (PhGs) sont une classe de composés hydrosolubles
largement distribués dans les médicaments traditionnels, ainsi que d'autres plantes médicinales
{49]. Comme leurs noms Ie suggérent, les PhGs sont caractérisés par un fragment d'alcool
phéiéthylique (C6-C2) attaché a un [-giucopyranose / B-allopyranose par une liaison
glycosidique.

Les structures de noyau sont souvent abondamment décorées avec des substituants tels que
des acides aromatiques (par exemple, l'acide caféique, I'acide coumarique, I'acide cinnamique,
Yacide férulique et l'acide isoférulique) et divers saccharides (par exemple, rhamnose, Xylose,
apiose, glucose, lyxose, allose et arabinose) par des liaisons esters ou glycosidiques,
respectivement [50]. Ces derniers, sont largement distribués dans les familles : Acanthaceae,
Asteraceqe,  Berberiduceue, Buddejuceae,  Crassuluceve, Gesneriuceae, Lamiaceae,
Magnoliaceae, Oleaceae, Orobanchaceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae et Verbenaceae
[50]. Tls ont été détectés dans les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines
sans sé€lectivité des organes, tandis que leurs concentrations dans chaque organe peuvent varier
beaucoup [49]. Et également, sont dérivés des herbes médicinales traditionnellement
emptoyées pour traiter des désordres de foie, la fidvre et Vasthme, qui ont attiré
chimistes pour extraire ces composés et pour découvrir leurs applications cliniques

potentielles.

2

De nos jours, les phényléthanoides sont largement étudides dans le domaine médical, odt on
leur reconnait des activités : anti-bactériennes, anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-
tumorales, neuroprotectives et hepatoprotectives [51-54].

Les phényléthanoides glycosides sont dérivées de 1’acide hydroxycinnamique. L'estérification
enzymatique d'un dérivé phénylethanol glycosylé par un dérivé de l'acide cinnamique (férulique,

caféique, p-coumarique) conduit au phényléthanoide giycoside correspondant (Figure 5) [55].

OR;
6/
4\s .
R;s 1 HO /00 o 1
NGNS = * S -0 3 A an
5 T X b * 5 2" R,
g A OH | \//\6/"\1//-_{
l L RO - i 3 !
Rg 3\ 5 5" TR
4 R;; R=H; OH, OMe 4
Enzyme | Rs: Re=H: OH, OMe
Tz
s N I 20 B,
S,

4"

Figure 5: Formation de phényléthanoides.
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6.1.b.2. Les phényléthanoides glycosides isolés du genre Globularia

Daprés les études bibliographiques, les phényléthanoides glycosides sont un caractdre
taxonomique important du genre Globularia. Parmi eux sont: l'acteoside, l'isoacteoside,
I'arenarioside, le decaffeoylverbascoside, le leucosceptoside A, le crenatoside,
lisocrenatoside, et les trichosanthosides A [32]. Et également un nouveau phényiéthanoide
glycoside appelé Crenatoside (Oraposide) a été isolé dans des parties aériennes de Globularia
trichosantha [30, 31]. Dans cette partie nous avons recensé tous les phényléthanoides es isolés

de ce genre, ils sont dressés dans le tableau 4.

Tablean N° 4 : Quelgues phényléthanoides isolés du genre Globularia.

Espéce Nom de composé isolé et N° de structure RéF.
G. trichosantha | Crenatoside (Oraposide) 25 [30, 31]

Trichosanthoside A 26
Rossicaside A 27

Verbascoside (Acteoside) 28
Isoverbascoside (isoacteoside) 29
Trichosanthoside B 30
Verbascoside (Acteoside) 28
Isoverbascoside (isoacteoside) 29 [56]

T
=

Gr.meridionalis | Decaffeoyi-verbascoside 31
Verbascoside (Acteoside) 28
Rossicaside A 27
Isoverbascoside (isoacteoside) 29
Leucosceptoside A 32
Plantainoside C 33
Globusintenoside 34

Acteoside 28

Isoverbascoside (isoacteoside) 29 [29]

G. dumulosa Verbascoside (Acteoside) 28 [47]
Decaffeoyl-verbascoside 31
Leucosceptoside A 32

G. aphyllanthes | Verbascoside (Acteoside) 28 [44]
Rossicaside A 27

Trichosanthoside A 26

G. orientalis Verbascoside (Acteoside) 28 {32]

G. punctata Rossicaside A 27 [46]
Verbascoside (Acteoside) 28
Trichosanthoside B 30
Isoverbascoside 29
Trichosanthoside A 2@

Globusintenoside 34

11
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G. cordifolia

Decaffeoyl-verbascoside 31

Verbascoside {Acteoside)

Rossicaside A 27

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Globusintenoside 34

Verbascoside (Acteoside) 28

[46]

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Leucosceptoside A 32

AA.. .. A2l BE
Miartynosiue 59

Rossicaside A 27

[45]

G. davisiana

Verbascoside (Acteoside) 28

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Leucosceptoside A 32

[33]

G. sintenisii

Globusintenoside 34

3"-O-miéthyterenatoside 36

Verbascoside (Acteoside) 28

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Leucosceptoside A 32

Plantainoside C 33

Martynoside 35

Isocrenatoside 37

[57]
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O
OH

g )’VL
3] 4
)\r\ " Q{\ i \ /,‘ E’:;'g--‘ 2 _OH

34 Glohusintenoside 36, 3"-0O-méthylcrenatoside

Figure 6 : Structure de quelques phényléthanoides isolés du genre Globularia.

6.2. Les iridoides
6.2.a. Généralité

Les iridoides sont un groupe de composés naturels appartenant 2 la grande classe des
terpénoides [58]. Ce sont des monoterpénes caractérisés par un squelette cyclopentane(C)
pyranique a jonction cis, partiellement hydrogéné [59].
Ils sont définis par une structure commune, en ’occurrence le noyau iridane de nature

cyclopentapyranique cis-2-oxabicyclo [4, 3, O]-nonane) [42].

il

Figure 7 : Structure du squelette iridane.

Bien qu’ils aient été premiérement isolés chez les fourmis, Tes iridoides sont rares chez les
insectes, mais sont particuliérement répandus dans e régne végétal. Ils sont présents uniquement

dans les dicotylédones, en particulier chez les Asteridae [60] tel que : Dipsacales Gentianales,

Lamiales, Plantaginales, Rubiales et les Scrophulariales, ce qui en fait des marqueurs
b) fo) q q
chimiotaxonomiques intéressants [61].
Les iridoides qui constityent la famille la plus nombreuse des dérivés monoterpénigues 2

squelette cyclopentanoides, peuvent étre divisés en cing groupes [62] : iridoides simples ou non

glycosylés, iridoides glycosylés, sécoiridoides, bisiridoides et les iridoides lactones.

13
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0Gle OGe

Iridoides simples irideides giycosyiés Sécoirideides Bisiridoides Iridoides facione.

Figure 8 : Structure de quelques classes des iridoides.

De nos jours, les propriétés des iridoides sont largement étudiées dans le domaine médical, ils
sont utilisés pour traiter les désordres digestifs, la fidvre et soulager les douleurs des parturientes
[63]. Ils posstdent des propriétés anti-microbiennes [64], anti-tumorales [65], anti-
oxydantes[66], anti-allergiques [67], anti-inflammatoires, hypoglycémiques, anti-cancéreux,

cholérétiques et purgatives [68].

6.2.b. Biosynthése des iridoides.

Les iridoides, monoterpénes en C10, dérivent du pyrophosphate de géranyl. Les éléments de
base des terpénoides sont les unités de 1’isopréne en C5 sous forme d’isopentenyl pyrophosphate
{IPP) et de diméthyiailyi-pyrophosphate (DMAPP) [69].

Une catalyse par I’enzyme prényl transférase, suivie d*une addition téte a queue du DMAPP 2
I'IPP conduit & la formation du géranyl pyrophosphate (GPP). Cette réaction qui passe par
I'ionisation du DMAPP donnant le carbocation allylique correspondant [70].

La conversion de géranyl pyrophosphate (GPP) en loganine passe par différentes étapes. Dans
la premiére étape le GPP est oxydé en 10 -hydroxygéraniol. L'isomérisation de ce dernier conduit
au 10-hydroxynérol. Le trialdéhyde qui en dérive subit une double addition de Michael
aboutissant au précurseur iridodial, lui-mé&me subissant par la suite une cyclisation qui conduit au
lactol. L’oxydation de la fonction aldéhyde et 1a glucosylation de ce dernier fournit "acide 6-
déoxyloganique dont I'oxydation en C-6 permet d’obtenir I’acide loganique. L oxydation du

méthyle en C-8 de ce dernier conduit & 1’hydroxyloganine.

14
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Figure 9 : La biosynthése du loganine & partir du GPP.

6.2.c. Les iridoides isolés du genre Globularia

Le genre Globularia contient un grand nombre d’iridoides, étant principalement sous fourme
dc glycosides & savoir: aipinoside, mclampyroside, aucubine ¢t asperuloside.
Davisioside, agnuside, geniposide, globularine, catalpol, 10-O-benzoylcatalpol, acide
geniposidique, scandoside, deacetylalpinoside, acide asperulosidique,
deacetylasperuloside, globularicisine, globularidine, globularinine et globularimine

ont €té €galement identifiés [23, 71]. Dans cette partiec nous avons recensé tous les iridoides

isolés de ce genre, ils sont dregsés dans le tablean 5.
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Tableau N° 5 : Quelques iridoides isolés du genre Globularia.

Recherche bibliographique sur le genre Globularia

Espéce

Nom de composé isolé et N° de structure

Références

G. cordifolia

Asperuloside 38

[72]

Globularifoline 39

Asperuloside 38

Aucubine 40

Melampyroside 41

Monomelittoside 42

Catalpol 43

[73]

5- hydroxydavisioside 44

Globuloside C 45

Aucubine 40

Melampyroside 41

Monomelittoside 42

Globularifoline 39

Alpinoside 46

Asperuloside 38

[74]

Monomelittoside 42

Deacetylasperuioside 47

Deacetylalpinoside 48

Acide Mussaenosidique 49

Acide loganique (epi) 50

Gardoside 51

Acide asperulosidique 52

Asperuloside 38

Daphyiloside 53

Alpinoside 46

6'-0O-Benzoylmonomelittoside 54

6-U-Benzoylaucubine 55

5- hydroxydavisioside 44

Globularifoline 39

6'-0-Benzoyldeacetylalpinoside 56

[46]

G. davisiana

Davisioside 57

Asperuloside 38

Alpinoside 46

Geniposide 58

LS LVIPS

Globularine 59

Globularicisine 60

Agnuside 61

10-O-benzoylcatalpo! 62

Lytanthosaline 63

Melampyroside 41

oy
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G. dumulosa

10-O-benzoylglobularigenine 64

Dumuloside 65

Davisioside 57

Aucubine 40

Melampyroside 41

Catalpoi 43

10-O-benzoylcatalpol 62

Alpinoside 46

Deacetylalpinoside 48

[47]

G. sinenisii

Sinienoside 66

Lytanthosaline 63

Globularine 59

i n‘.ﬂnn! 4'%

RELRILIIE U8

G. arabica

Globularine 59

Globularidine 67

o

nudicauiis

Asperufoside 38

Aucubine 40

Melampyroside 41

G, nana

A cnernlocide 38
Asperuloside 38

Aucubine 40

Catalpol 43

Globularine 59

(5. meridionalis

Geniposide 58

Melampyroside 41

Globularifoline 39

Asperuloside 38

Globuloside A 68

Globuloside B 69

Monomelittogide 42
2=

Deacetylasperuloside 47

Deacetylalpinoside 48

Acide Mussaenosidique 49

Acide loganique (epi) 58

Gardoside 51

Acide asperulosidique 52

Asperuloside 38

Daphylloside 53

Alpinoside 46

. R
§-O-Benzovlmonomelitioside 5§

EN

6-O-Benzoylaucubine 55

5- hydroxydavisioside 44

Globularifoline 39

(') l
w
~

6'-O-Benzoyldea

[46]
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G. trichosantha

Deacetylalpinoside 48

Catalpol 43

18-0O-benzoyicatalpol 62

Aucubine 40

Asperuloside 38

Deacetylasperuioside 47

Acide asperulosidique 52

Scandoside 70

Acide geniposidigue 71

Alpinoside 46

Globuloside A 68

Globuloside B 69

Globularidine 47

G. aphyllanthes

Aucubine 40

[44]

Catalpol 43

10-O-benzoyicataipoi 52

Globularine 59

Asperuloside 38

Besperuloside 72

Acide asperulosidique 52

Daphylloside 53

Scandoside 70

Alpinoside 46

Baldaccioside 73

G. punctata

Catalpol 43

[46]

Scandoside 70

Deacetylasperuloside 47

Deacetylalpinoside 48

Acide asperulosidique 52

Asperuloside 38

Daphylloside 53

Alpinoside 46

Globularidine §7

vuUui

Globularine 59

Besperuloside 72

Baldaccioside 73

Globularinine 74

Globularimine 75

Acide Mussaenosidique 4

Gardoside 51

Acide loganique (epi) 50
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Figure 10 : Structure de quelques iridoides isolés du genre Globularia.
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6. 3. Les huiles essentielles
6.3.1. Généralité

Les huiles essentielles sont trés courantes dans certaines ordres, tels que les Lamiales,
Astérales, Laurales et sont aisément remarquables par leur odeur qui peut étre agréable (lavande,
romarin) ou repoussante (ballote dite « fétide »). Elles sont liquides a4 température ambiante,
volatiles et apolaires, ce qui permet leur obtention par hydrodistillation. Les structures de leurs

constituants sont extrémement variées pour plusieurs raisons :

C‘
&

¢ Plusieurs groupes de constituaints sont renc monoterpenes  (limonene),

sesquiterpenes (carotol), composées aromatiques dérivés du phénylpropne (anéthole),

nlérnlac 1iccues de Auh on A’nrideac or ou dp ternane
mvl"cg‘\/;v TaFaTF LA ? u‘-itl "(‘ A* 3 A% LA ' ?S AFE A TR n‘/

rpenes

e Monoterpenes et sesquiterpenes présentent une grande variété de squelettes (une
quarantaine chez les monoterpénes).

e Dee nombreuses réactions interviennent nour introduire des fonctiong alcool, aldéhyd_e’

LN RS L« L

cétone, époxyde.....

Les utilisations principales des huiles essentielles sont en parfumerie. En pharmacie, leur
principal intérét est leur pouvoir antiseptique, qui peut étre cxploité par voic externe. D’autres
propriétés, en ce qui concerne ’action anti-oxydantes, les huiles essentielles peuvent avoir une
action anti-radicalaire direcle, par exemple par 1a présence de certains composés présentant des

doubles liaisons conjuguées (chamazuléne) ou des fonctions phénoliques (thymol) [78].

uo”éij HQ ~[ />~

N h-..,/r’l

Thymel Carotol
D, S H
nil X

Chamazuléne Carvacrol

Figure 11 : Quelques exemples de constituants des huiles essentielles,

6.3.2. Les huiles essentielles du genre Globularia

La chimie des composés volatils dans le genre Globularia n'a pas été trop étudiée. Ces composés
ont été isolés par hydrodistillation, des parties aériennes. L'huile essentielle obtenu a été
caractérisée ensuite par Panalyse GC-FID et GC-MS. Le rendement en huile essentielies est de
0.1% [79]. Les composés majoritaires d’huiles essentielles (% > 3.5) des trois especes du genre

Globularia sont présentés dans le tableau 6.
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7. Apercu bibliographique sur Pespéce Globularia alypum
7.1. Présentation botanique et répartition géographique

Globularia alypum, appartenant a la famille de Globulariaceae, est un arbuste d’environ 60 cm
de haut, pérenne, de feuilles coriaces, glauques de forme ovale, ses fleurs sont réunies en
capituies au sommet des tiges, de couieur bieue violucée, ses fruits sont akénes [80].

On trouve cette espece dans les régions séches et chaudes, en Europe méridionale, en Afrique

du nord, dans ’atlas saharien et dans le Hoggar [81].

Figure 12 : Globularia alypum L.

7.2. Classification dans la systématique botanigue
L’étude de la classification botanique du genre Globularia a permis de déterminer la

systématique suivante [82].

Embranchement : Spermaphyta
Sous-embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-ciasse : Asieridue
Ordre : Scrophulariales
Famille : Glahidariaceae
Genre : Globularia

Espece : Alypum L

Noms vernaculaires [80]:
En francais : Globulaire turbith, Séné de Provence, Herbe terrible.
En anglais : Alypo globe duisy.

En arabe : Tasselgha, Ain larneb.
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7. 3. Usages traditionnels et activités biologiques

L’espece Globularia alypum est utilisée comme remédes traditionnels en tant qu'agent
hypoglycémique, laxative, cholagogue, stomachique, purgative et sudorifique. Ceule plante est
également empioyé dans ie traitement des maladies : cardio-vasculaires, rénaies [83],
rhumatismes, gouttes, fibvres, typhoides et le diabéte {12]

La décoction préparée a partir des feuilles de cette espéce peut étre utilisés pour traiter les

troubles digestifs, les hypertensions, les troubles cardiaques et les coliques rénales [84, 851

7.4. Travaux antérieurs sur les métabolites secondaires de I’espéce Globularia alypum

Plusieurs métabolites secondaires ont €t€ isolés de cette especes tels que les iridoides
glycosides : (globularicisine, globularine et globularidine) ; les phényléthanoides glycosides :
{syringine) ; les lignanes  glycosides:  {syringaresinoi-4-O-B-D-glucopyranoside et
liriodendrine) ; et les terpénes; (o~pinéne, camphéne, [-pinéne, p-phéllandréne et
caryophylléne) [86-88].

Les parties aériennes contiennent des composés phénoliques : (6-C-coumaroyi-1'-0-{2-(3,4-
dihydroxyphényl) éthyl]-pB-D-glucopyranoside) ; les phényléthanoides glycosides: (acteoside,
isoacteoside et forsythigside) ; et les flavomoides glycosides | (G-hydroxylutéoline 7-0-8-D-
glucopyranoside,  6-hydroxylutéoline-7-O-laminaribioside,  lutéoline7-O-sophoroside et
eriodictyol 7-O-sophoroside) [23].

Les principaux constituants connus dans les feuilles sont : les essences, les résines, les stérols,
les acides cinnamiques, les tannins, les mannitols et les hétérosides [89]. Dans cette partie nous
avons recensé tous les métabolites secondaires de ’espece Globularia alypum, ils sont dressés

dans le tablean 7.
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Tableau N° 7 : Les principaux métabolites secondaires isolés de U'espéce Globularia alypum.

Les acides phénoliques

Nom de composé et " de structure Références

Acide p-hydroxybenzoiques 76

[90]

acide vanillique 77

acide syringique 78

Acide caféique 79

Acide sinapique 80

acide p-coumarique 81

acide férulique 82

acide p-coumarique 81

Acide cinnamique 83

[91, 92]

Les fiavonoides

Nom de composé et N° de structure Références

6-hydroxylutéoline-7-O-sophoroside 24

[56]

Apigénine 13

48]

Lutéoline 2

6-hydroxylutéoline-7-O-laminaribioside 84

Eriodictyoi-7-O-sophoroside 85

6-hydroxylutéoline-7-O-glucoside 9

Lutéoline-7-O-sophoroside 86

Vicenine-2 (apigénine-6,8-di-C-glucoside) 87

o-hydroxyiutéoline-7-0-digiucoside 21

[46]

6-hydroxylutéoline-7-O-glucoside 9

Lutéoline-7-O-glucoside 10

Apigénine-7-0O-glucuronide 88

Apigénine-7-O-glucoside 19

Apigénine 13

Les phényiéthanoides

Nom de composé et N° de structure Références

Verbascoside (acteoside) 28

[23]

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Forsythiaside 89

Galypumosides A 90

Galypumosides B 91

[56]

Galypumosides C 92

Calceolarioside A 93

Decaffeoyl-verbascoside 31

Verbascoside (acteoside) Z8

Calceolarioside A 93

[46]

Rossicaside A 27

Verbascoside (acteoside) 28

Isoverbascoside (isoacteoside) 29

Leucosceptoside A 32

Globusintenoside 34
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Les iridoides

Nom de composé et N° de structure

Références

T 1 * -
Baldaccioside 73

[93]

Catalpol 43

Globularicisine 60

Giobularine 39

Globularidine 67

Globularinine 74

Globularimine 75

Lylanthosaiine 63

Alpinoside 46

[56]

Globularicisine 60

Globularidine 67

Globularimine 75

Globularinine 74

Giobularine 59

Catalpol 43

Aucubine 40

Catalnpl 43

e

Deacetyiaipinoside 48

Gardoside 51

Verminoside 94

Specioside 95

Alpinoside 46

Minecoside 96

Globularinine 74

Globularimine 75

Globularidine 67

Globularine 59

Baldaccioside 73

[46]
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Figure 13 : Les principaux métabolites secondaires isolés de I’espéce Globularia alypum.

7.5. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles de I'espéce Globuluria alypum

Dans la bibliographie, peu de recherches ont été munis sur la composition de 1’huile
essentielle de Vespéce Globularia alypum. Cela peut 8tre dii aux faibles rendements obtenus,
comme par exemple: 0,08% pour D'espece récoltée & Sétf et 0,06% et celle récoltée A
Khenchela.

Les seules recherches effectuées sur la composition de Thuile essentielle de Iespace
Globularia alypum récoltée en Algérie [95], montrent la présence de 39 composés identifiés,
dont le pourcentage le plus élevé est enregistré pour l'acide palmatique (14.64% pour 1’espéce de
Séuf et 29.52% pour i’espece de Khenchela). D'autres composés importants sont également
présents tels que : I’isomére de phytol (9.9-5.43%), le (Z.Z)-6,9-cis-3,4-époxy-nonadécadi (8.27-
5.45%), Vacide-bis 1,2-Benzénedicarboxylique (4.68-6.09%), e L-linalool (3.49-3.83%) et e
heptadécane (2.29-3.28%).

Le tableau 8, présente la composition d’huile essentielle de deux populations de 1’espéce

Globularia alypun.
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Tableau N° 8 : Représentation de la composition d’huile essentielle de Globularia alypum en

provenance de Sétif et de Khenchela [95].

Composition
N° Composés
Sétif Khenchela

(01 | Camphene 0.36 0.27
02 | 1-octen-3-o0l 10.32 0.82
03 | L-linalool 3.49 3.83
G4 | L-caruphore 2.27 0.30
05 | a-terpinéol 4,53 0.18
06 | Cis=3=hexenyl —a-méthylbutyrat 1.28 1.07
07 | Géraniol 0.61 0.23
08 | 4-vinyl-Z-méthoxy-phénol 0.36 0.77
09 | Cis-3-hexenyl tiglate 2.12 0.20
10 | Eugénol 3.06 0.22
i1 | B-damascénons 0.63 (.20
12 | B-caryophyiiéne 0.58 2.57
13 | Géranylacétone 0.47 0.24
14 | Trans-B-farnéséne 1.34 0.26
15 | B-ionone 0.55 1.25
16 | Nérolidol « E- » 2.64 0.24
17 | Cis-3-hexenyl benzoate 419 0.32
18 | Acide benzoique .40 0.24
19 | 5-méthyléne-6-hepten-3-ol 0.42 0.32
20 | Epizonaréne 0.65 0.43
21 | a~bisabolol 451 1.75
22 | Zérumbone 0.75 0.45
23 | Acide myristique 0.16 0.22
24 | Z-pentadécanone 6,1{, 14-triméthyl 1.30 5.41
25 | Acide bis-1,2-Benzénedicarboxylique 4,68 6.09
26 | Acide hexadécanoigue 0.76 0.33
27 | Acide dibu-1.2-Renzénedicarhoxylique 1.47 (UEH]
28 | Acide hexadécanoique 14.64 20.52
29 | Gérmacréne-B 1.84 3.87
30 | Acide 8-Octadécenoique 0.74 6.01
31 | Phytol isomer 0.90 543
32 | (Z.2)-6,9-cis-3,4-époxy-nonadécadi 8.27 5.45
33 | Nonadécane 0.89 3.21
34 | Téwracosane 0.51 0.27
35 | Heptadécane 2.29 3.28
36 | Hexacosane 0.60 0.21
37 | Docosane 3.81 1.61
38 | Eicosane 0.85 1.67
39 | Nonacosane 0.63 0.60
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En conclusion, la recherche bibliographique effectuée sur le genre Globularia nous a permis
de référencier 96 composés qui se répartissent en trois groupes, celui des composés phénoliques
qui regroupe la majorité des composés, dont la plupart sont des flavonoides (29 composés) suivi
des phényléthanoides (18 composées), puis des acides phénols (8 composés). Par ailleurs, les
ilidoi‘des de types glycosides sont majoritairement présents dans ce genre dont 41 composés ont

été€ recenseés.

30



K

A

C

Chapitre 2
Etude de la composition
chimique de Pespece
Globularia alypum




C.zapmc 2 Etude de la Cﬁﬁlﬁﬂ.ﬁfiﬁﬁ c,zimi.'; de ’es;;é'ﬂe Globularia alypum

L. Extraction de métabolites secondaires de I’espece Globularia alypum
L.1. Matériel végétal
La plante a été récoltée au mois d’avril de ’année 2017 dans la région de Blida (Oued-djer).

Apres séchage dans un endroit sec & I’abri des rayons solaires, afin de préserver au maximum

Pintégrité des molécules, les parties aériennes ont été coupées en petits morceaux, et broyées

Loy BLIMDALLALLE O Q2 ILRRREL. L9011 L4

Figure 14 : Globularia alypum séche.

I.2. Mode d’extraction
Dans cette partie nous avons procédé a I’extraction des métabolites secondaires de la plante

Globularia alypum en uiilisant deux protocoles différents :

a. Protocole d’extraction 1

étal broyé (60 g) est soumis 2 une extraction par macération dang 550 ml de
méthanol pendant 72 heures. Cette opération est répétée 3 fois. Apres filtration, le filtrat est
évapor€ a sec dans un évaporateur rotatif 2 40°C, ce dernier est repris par 20 ml de ’eau distillée
bouillante puis conservé dans le réfrigérateur pendant une nuit.

L’extraction liguide-liquide est réalisée selon la méthode de Markham [96], en utilisant une
série de solvants a polarité croissante. Le mélange est ainsi épuisé par ['hexane, le
chioroforme puis [’acétate éthylique. Chaque fraction a été évaporée a une température de

40°C a sec et pression réduite pour donner I’extrait hexanique (EHx), 1’extrait

a
chloroformique (EC) et Iextrait acét:
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60g de matidre vegetaie eeche

Macération (72 h) dang le méthanol
- Filtration

;

J_Reprise avec de Peau bouillante

Extraction lig-lig avec Phexane (3 fois

§ Extrait hex:mm!_e (EHx)

g

Extraction avec I’acétate d’éthyle (3 fois)

|
.

Phage agueuse

Figure 15 : Protocole d’extraction 1.
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b. Protocole d’extraction 2 :

D’aatre part, 60 g de la plantec ont &€ mucérés dans Vhexane pendant 72 heurcs. Aprds
filtration et évaporation & sec du filtrat, on a obtenu 1’extrait hexanique (EHxb) qui a pesé 1.02 g.
Le résidu (marc) a subi une extraction & chaud & ’aide d’un soxhlet pendant 3 heures, avec
Pacétone comme solvant. Ainsi, la plante a &té placée dans une cartonche qui sera ensuite insérée
au centre du soxhlet. Lorsque le solvant atteint le degré d’ébullition, la vapeur monte 2 travers un
circuit d’évaporation, se condense au niveau du condensateur et aprés son contact direct avec le
réfrigérant, il retombe sur I’extracteur faisant macérer la plante dans le solvant. Ce dernier
s’enrichit progressivement de composés solubles. Enfin, 1’évaporation 4 sec du mélange obtenu 2

I"aide d'un €vaporateur rotatif, nous a permis d’obtenir 0.89 g de I’extrait acétonique.

E ) 6ilg de matiére végétaie séche E*E E
| -

Macération (72 h) dansg "hexane
Filiration

E 7 Marc Lt

Evaporation & sec Extraction par soxhlet (3h) dans I’acétone
Evaporation a sec

| Extrait hexaque (Hx) o

Extrait acétonique (EAn)

Figure 16 : Protocole d’extraction 2.

1.3. Détermination du rendement :

- -

Les extraits récupérés aprés évaporations a sec ont été pesés pour déterminer le poids sec

N

résultant. Le rendement a &t€ déterminé par rapport & 60 g de matériel sec par la formule
suivante :

Masse de résidu d'extrait

R% = — . ———y
Masse de ia poudre végétaie

La couleur, 'aspect, la masse et le rendement de chaque extrait sont présentés dans le tableau

suivant :
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Tableau N° 9: Couleur, aspect, masse et rendement des différents extraits de la plante

Globulavia alypum.

Extrait Couleur Aspect Masse (g) | Rendement (%)
Méthanolique (EM¢) Vert foncée Pateux 14.44 24.07
Hexanique (EHx) Marron foncée | Visqueux 1.22 2.03
Chloreformique (EC) Marron jaunatre | Visqueux 0.13 0.22

Acétate d’éthyle (EAc) | Taune miel Solide jaune 214 337

Hexanique (EHxb) Jaune Visqueux 1.02 1.7

Acétonique (EAn) Vert clair Visqueux 0.89 1.48

L.4. Criblage phytochimique
Nous avons effectué un criblage phytochimique. Afin de déterminer les différentes catégories
de molécules secondaires présentent dans la plante. Deux extraits (méthanolique et acétonique)

ont été soumises aux différenis (ests.

L.4.a. Les composés phénoliques (Test de chlorure ferrique)
Une petite quantité de chague exirait 4 éié dissous dans 5 ml d'eau distiliée el quelques
gouttes de chlorure ferrique de 1% (poids/volume) ont été ajoutées [97]. L'apparition d'une

couleur verte-foncée indique la présence des composés phénoliques.

1.4.b. Les flavonoides (Test de réactif alcalin) [97]

Quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (NaOH) ont été ajoutées aux extraits dissous dans
de I’eau distillée, 'apparition d'une couleur jaune intense indique la présence des flavonoides.
La disparition de la couleur aprés 'addition de I'acide chlorhydrique dilué confirme la présence

des flavonoides.

I.4.c. Les tanins
A 1 mL de chaque extrait aqueux ou alcoolique a été additionné de quelques gouttes de

chiorure feirique (1%) (poids/volume), le développement de coloration bleu, bleu noir ou vert

indique la présence des tanins [98].

[958}
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L.4.d. Les terpénoides

5 ml d’un cxtrait agucux vnt 8¢ délicatement mélangds avee 2 ml de chloroforme et 3m!

d’acide sulfurique concentré. Le développement d’une coloration marron a ’interface indique la

présence des terpénoides [99].

I.4.e. Les coumarines

~

3 ml d’une solution de NaOH 4 10% (poids/volume) ont été ajoutés & une solution aqueuse,

préparée a partir de la dissolution d’une quantité de chaque extrait dans de I’eau distillée.

L'apparition de la couleur jaune indique la présence des coumarines [100].

L4 Les saponines
Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection a été réalisée en
ajoutant un peu d’eau a 2 ml de Pextrait aqueux, aprés agitation, le mélange a été laissé reposer

pendant 20 minutes puis la teneur en saponosides est évaluée [98].

* Résuliats et discussion

L’évaluation préliminaire de la composition chimique de la partie aérienne de I'espéce
Globularia alypum, a permis de mettre en évidence la présence de quelques constituants
A

iitats du screening phytochimique des deux extrait: 1anclique et

acétonique) de la plante sont récapitulés dans le tableau 10.

Tableau N° 10 : Résultats des tests phytochimiques des extraits (EMé et EAn) de Globularia

alypum.
Composés Extrait méthanolique (EM¢) Extrait acétonique (EAn)
composés phénoliques o+ 4+
Flavonoides +++ el
Tanins ++ 5
Terpénoides +++ ++
Coumarines i 5
Saponines ++ T

+++ : Fortement présent ; ++ : Moyennement présent ; + : Faiblement présent ;

[oX]
u




Les résultats obtenus montrent que les deux extraits (EMé et EAn) étudiés sont riches en

composcs phénoliquc, on flavonoides, cn tanins, on terpénoides, on coumarines ot on saponings.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature par les travaunx de
Taghzouti et coilaborateurs en 2016 {101}, qui montrent unc forte présence des composés
phénoliques, des flavonoides, des tannins, des terpénoides, des coumarines et des glycosides
cardiaques au niveau des feuilles, des tiges et des racines de I'espéce Globularia alypum. Tandis
que les saponines sont détectées senlement dans ’extrait méthanolique.

Par ailtcurs, Une autre €tude phytochimique réatisée par Harzallah et collaborateurs en 2010,
[102] montre que les extraits éther de pétrole et acétate d’éthyle obtenus 2 partir des feuilles de

Globularia alypum ne contiennent pas des coumarines et des tanins.

L.5. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode de

Folin-Ciocalteu [103].

L.5.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H;PW,040) et phosphomolibdique (H;PMo,040), il est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungstene (Ws0,3) et de molybdéne (MogO,3). Cette coloration blene dont
intensité€ est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne

un maximum d’absorption a2 765 nm [104].

1.5.2. Protocole expérimentale

I.5.a. Courbe d’étalonnage

Pa

Un standard de calibration a été préparé, en utilisant I’acide gallique de différentes

concentration altant de §,0156 jusqu’ 0,125 mg/ml.

On prend 1 ml de la solution diluée, on lui ajoute 5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu. On laisse le mélange 5 minutes puis on le neutralise avec 4 ml de carbonate de
sodium. Aprés agitation, la solution est maintenue dans I’gbscurité et 2 la température ambiante

pendant 1 heure. L’absorbance de chaque solution a été déterminée &4 765 nm. La courbe

d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure 17 [1031.
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

1.5.b. Dosage des polyphéneols totaux

Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans trois extraits : acétate
d’éthyle (EAc), méthanolique (EME€) et acétonique (EAn) de I’espece Globularia alypum, nous
avons utilisé la méthode de Folin-Ciocaiteu.

Nous avons préparé€, dans un premier temps, une solution mere d’extrait de plante, 2 mg de
chaque extrait (EAc, EMéE et EAn) ont é&té mélangés avec imi de méthanol et 6,5 ml d’eau
distillée.

1 mi de la solution meére a été prélevé et introduit dans un tube sec. On a ajouté a cette

solution 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 5§ ml d’eaun distillée, Pour finir, on ajoute au
mélange 4 ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium a 7,5 g/ml. Aprés incubation
pendant 1 heure a ’obscurité et & température ambiante, on a lu I'absorbance a 765 nm a "aide
d’un spectrophotométre UV-Visible. Le total des composés phénoliques a €té déterminé selon

I’équation suivante [103]:

T=CV/M

T : Le total des composés phénoliques (mg EAG/g d’extrait sec de la plante).

C: Concentration d’extrait équivalent a P'acide gallique, obtenue 2 partir de la courbe
d’étalonnage (mg/ml).

¥V : Volume d’extrait {ml).

M : Poids sec d’extrait de la plante (g).
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* Résultats et discussion

La tencur cn compusés phénoliques de chague cxtrait a &6 calcalée 3 partir de la coun
. - ; - - o
d’étalonnage d’acide gallique, et exprimée en milligrammes par gramme de la matidre séche

équivalent en acide gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.

Tableau N° 11: Taux des polyphénols existant dans les extraits EAc, EMé et EAn de

Globularia alypum.
Echantillon dosé Taux de polyphénols totaux (mg/g)
EMé 42
EAc 50
EAn 14

Ces résultats sont représentés sous forme d’histogramme (Figure 18).
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Figure 18 : Histogramme représente le taux des phénols totaux des extraits méthanolique (EM8),

acétate d’éthyle (EAc) et acétonique (EAn).

L D7aprés les résultats représentés dans Ie tableau et la figure ci-dessus, on remarque que la
quantité des composés phénoliques varie entre 14 et 50 mg/g de la matiere séche. Le taux des
composés phénoliques le plus €levé a été détecté dans I’extrait de 'acétate d’éthyle (50 mg/g),
suivi par Vextrait méthanolique avec une teneur de 42 mg/g, tandis que, Uextrait acétonique est
le plus pauvre avec une teneur de 14 mg/g.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Boussoualim (2016) [105] qui a mentré que
l'extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols avec une teneur de 157 mg/g, suivi de
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extrait méthanolique et Pextrait aqueux avec une valeur de 140 et 100 mg/g respectivement,

tandis que, I’extrait chloroformique est le plus pauvre avec une valeur de 80 mg/g.

I.6. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM).
I.6.a. Définition et principe de la CCM

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs
constituants ; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de deux phases,
’une stationnaire ou fixe, 1’autre mobile. La chromatographie sur couche mince, est effectuée
surtotit en vue d’une analyse d'un mélange. La pluase stationmaire solide est fixée sur une plague,
ct la phasc mobilc liquide, nommce Cluant, est un solvant ou un mélange de solvants.

On dépose sur la phase fixe une petite quantité du mélange & séparer et on met cetie phase au
contact de la phase mobile. La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la
phase fixe en entrainant les constituants du mélange 2 analyser. Chaque constituant migre d’une
certaine hauteur, caractéristique de la substance, que ’on appelle rapport frontal ou rétention
frontale (Rf) [106]:

hauteur de la tache

I.6.b. Chromatographie sur couche mince des composées phénolique de nos extraits de
plante

Pour avoir une idée sur la nature des constituants que 1’on peut rencontrer, nous avons
procédé & une analyse préliminaire des extraits acétate d’éthyle (EAc), méthanolique (EME) et
acétonique (EAn) par CCM.

Pour cela, une partie de chaque extrait a été solubilisée dans le méthanol et déposée sur
plaques CCM et €luée dans un systéme de soivant Hexane/Acétate d’éthyle (60/40). Ensuite, les
chromatogrammes sont révélés avec les vapeurs de I’ammoniaque. Cette étape nous a permiis de

mettre en évidence la présence de flavonoides détectés grice a la couleur de spots sous lumiére

e

UV a 365 nm et aprés révélation. Les résultats de la chromatographie sur couche mince des

différents extraits sont représentés dans le tableau 12.
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Tableau N° 12 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits de 1’espéce

- ;
Globularia alypum.

Couleur de spots
Extraits étudiées | Ry Sous UV Apreés révélation
EM¢é 0.17 | Rose blen Jaune
0.28 | Rose Jaune
042 | Rose Taune
0.45 | Rose bleu Jaune
0.48 { Rose Jaune
0.57 | Rose ' Vert
0.60 | Rose Vert
0.63 | Orange Bleu
0.78 | Rose violet Jaune
EAc¢ 0.1 |Bleu Jaune
0.2Z | Violet | Marron
0.48 |Rose Jaune
0.72 |Bleu Jaune
0.80 | Violet Jaune
0.94 |Violet Vert
FAn 0.03 | Violet Vert
0.09 |Rose Jaune
0.21 |Rose Jaune
0.35 Rose Jaune
0.41 |Violet Jaune
048 |Violet Jaune
0.64 |Bleu Vert
0.74 |Bleu Vert
0.91 |Blen Taune
0.97 |Violet Bleu
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Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince CCM des extraits (EMg, EAc,
EAwn) montrent guc ccs dernicrs sont tids riches en métabolites sccondaires, on particulicr cn
flavonoides cela confirme les résultats obtenus par le criblage phytochimique.

Par comparaison avec la littérature [107], la présence des spots de coloration jaune et violet

tudide, des

./.‘.
Dy

dans les chromatogrammes de nos extraits, indique la présence dans Despéce

flavonols, des flavonones, des isoflavonones et des flavones.

II. Extraction et analyse de ’huile essentielle
I1.1. Extraction de ’huile essentielle

Le matériel végétal séche est soumis & une hydrodistillatior

=

e au moven d’un dispositif
d’extraction type Clevenger pendent trois heures. Cette technique se base sur le pouvoir que
posseéde la vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L opération consiste & introduire
150 g de masse végétale séche dans un grand balion en verre, on y ajoute une quantité suffisante
d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le

~

mélange est port€ a €bullition & I'aide d’un chauffe bailon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de relroidissement ot aura lieu
la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant
d’eau distillée. L’huile essentielle de faible densité par rapport & I’eau, surnage 2 la surface de
cette derniére. L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de
sodium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans ’huile et enfin conservée

dans un flacon opaque bien scellé a température basse (4-5°C) jusqu’a son analyse GC/MS.

Figure 19 : Extraction de 1'huile essentielle par hydrodistillation.
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Tableau N° 13: Couleur, aspect, masse et rendement de I’huile essentielle de Globularia

alypum.
Matiere végétale Couleur Aspect Masse (g) | Rendement (%)
Seéche Jaune Piteux 0.1 0.07

Nous avons réalisé I’extraction de [’huile essentielle de Globularia alypum par
hydrodistillation, le rendement en huile essentielle obtenus A partir de la partie aérienne de la
plante séche est de 1’ordre de 0.07%.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature par Ramdani et Lograda
[96], qui montrent des rendements de 0.08% et 0,06% respectivement aux populations de Sétif et

de Khenchela.

I1.2. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée & un spectromeétre de masse
L’analyse GC/MS a été effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse HEWLETT-
PACKARD-HP-6890 couplé & un spectrométe de masse HP 5972, dans les conditions
suivantes :
¢ Une colonne capillaire de type HP-5MS (polydimethylesiloxane 100%), de longueur 30
m d’un diamétre interne de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 pm.

e un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0.8 ml/min

C"L
=
e
ol
o
Dy
T
s
B
e
e
~J
=
«

s Un potentiel d’ionisation du spectrométre d

e Programmation de température : 50°C pendant 5 min ; 5°C/ min jusqu’i 280°C pendant

20 min.

* Résultats et discussion
L’analyse par GC/MS de I'huile essentielle de Globuluria alypum dans les conditions citées
auparavant (I.2) montre la présence de 35 composés dont nous avons pu identifier 20 composés.
Les composés obtenus, listés selon leur ordre d’élutions dans la colonne, sont résumés dans le

o Pk
tablean 1
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Tableau N° 14 : Composition de I’huile essentielle de Globularia alypum.

Ordre Nom du composé Formule Tr (min) Air (%)
d’élution moléculaire

1 o-Terpinoiéne CioHis 10.728 0.444
2 Linalyl propionate Ci3H5,0, 14.756 1.678
3 2-tétradécanol CiHzO 19.530 1.808
4 Cis-3-hexanyl tiglate C11Hi:0, 20.353 1.020
5 EllgéIlOl CmHqu 22.065 1.132
6 R-Damascénone C;3Hy 50 22.949 0.831
7 Decyl méihyi cétone Clatin 23.387 i.221
8 B-Damascone CisHyO 24.186 0.593
9 Géranyl acétone C3H,,0 25.798 1.006
i6 Ni - 26.197 (0.934
11 o~-Curcuméne C] 5H22 27.110 1.266
12 B-Tonone Ci3H;00 27.187 1.163
13 NI - 27.586 1317
14 NI - 28.860 0.629
15 NI - 29.174 1.539
16 NI - 29.683 1.230
17 Dectylol CisH»O 30.240 0.864
18 Cis-nerolidal Ci5H5,0 30411 1.117
19 Cis-3-hexanyl benzoate Ci3H 60, 30.668 1.972
20 NI - 30.839 0.563
21 (+) Snathulénal Ci:H,.0 31.096 7.031
22 NI - 32.303 1.268
23 Acide tetradécanoique C14H550, 38.272 0.293
24 NI - 40.516 0.843
2 NI - 42541 0.682
26 Acide hexadécanoique Ci6H320; 45.001 1.450
27 NI - 47.064 2.518
28 NI - 48.648 1.052
29 Phytol CrHyO 49.256 11.104
30 NI - 50.032 0.525
31 Acide 9,12-octadécadienoique Ci1sH1, 05 50.422 3.792
31 Tricosane CosHyg 54911 1.685
33 NT - 56.846 2.243
34 NI - 56.994 4.227
35 NI - 59.153 1.320
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Ces résultats montrent que cette huile est majoritairement composée de (+) spathulénol
{7.031%; et de phytol (11.104%).

Par comparaison avec la composition de I’huile essentielle décrite dans la littérature [96],
pour I’espece récoltée en Algérie, nous avons constatés que notre huile renferme globalement, la
méme composition, mais avec des pourcentages différents. Ainsi, les produits majoritaires
d’huile essentielle de 1’espéce Globularia alypum récolté a Blida sont : ’acide hexadécanoique,
le (Z.Z)-6,9-cis-3,4-époxy-nonadécadi (8.27-5.45%), 1’acide bis 1,2-Benzénedicarboxylique
(4.68-6.09%), le linalool (3.49-3.83%) et le heptadécane (2.29-3.28%), le (+) spathulénol
(7.031%) et le phytol (11.104%).
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Chapitre 3 : Etude de Pactivité biologique de espéce Globularia alypum
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L Etude de ’activité antioxydante de Vespece Globularia alypum

Nos cellules et tissus peuvent €tre soumis a une grande variété d’agression physique
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation dun facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress
oxydant, di a ’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement trés contrdlé, la

production de radicaux dérivés de 1’oxygeéne [108].

1.1. Définition

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les
antioxydants sont des molécules qui, lorsqu’elles sont présentes a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, retardent ou stoppent le processus d’oxydation, et ainsi régulent
I'équilibre redox cellulaire. Les antioxydants les plus connus sont le § -caroténe (provitamine A),
’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturels & piéger les radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles (OH") et superoxydes (O") [109].

I.2. Principe du test de DPPH
Le DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable de coloration violette
foncée et absorbe 2 517 nm, lorsqu’il est réduit. en présence des composés antiradicalaires, il

change de couleur en virant au jaune selon la réaction suivant :

00 oy

| + AH - | + A
N NH
ozm\(j/ NO, OzN\©/ NO,
DPPIT DPPILI

LS. A &Y
1

L4

Figure 21 : Réaction de test de DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl).
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Les absorbances mesurées 2 517 nm servent & calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antioxydant de I’échantillon. L’activité antiradicalaire

des extraits a ét€ exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH" suivant 1’équation
[110]:

%DPPH = [(Abs b — Abs e)/Abs b]X100

%DPPH : Taux de DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
Abs b : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).

Abs e : Absorbance du composé d'essai.

1.3. Protocole expérimentai {111}

= La solution de DPPH a éié préparée par la solubilisation de 4mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol, cette solution ne se conserve pas plus de 4-5 jours & -5 C° et & ’obscurité.

= Les extraits (EAc, EMé, EAn) ont ét€ préparés par dissolution dans le méthanol absolu.
Pour chaque extrait, on prépare une solution a raison de 5 mg/ml, a partir de laquelle on
fait ensuite des dilutions pour en avoir une gamme de concentration allant de 1 4 4
mg/ml

= Le test s’effectue en mélangeant 3ml de la solution précédente de DPPH avec 30 pl de
Pextrait a tester a différentes concentrations. Aprés agitation, les tubes sont placés a
I’obscurité et & température ambiante pendant 30 min. Pour chaque concentration, le test
est répété 3 fois.

= L’antioxydant de référence ou le contrdle positive (I’acide ascorbique) et le contrdle
négative (le blanc) ont été épatement préparés selon la méme méthode décrite
précédemment.

= Apres une période d’incubation de 30 min a la température ambiante, 1’absorbance est lue
a 517nm. L'inhibition du radical libre DPPH par la vitamine C a été également mesurée

avec les mémes concentrations (de 1 a 4 mg/ml).
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Etude de Pactivité biologique de espéce Globularia alypum

L’activité antiradicalaire de trois extraits (EMé, EAc et EAn) de 'espece Globularia alypum

a été évaluée par la méthode de DPPH. L’absorbance a ét€ mesurée a 517 nm a ’aide d’un UV-

Visible. L’évaluation du pouvoir antiradicalaire de nos extraits (EAc, EMé et EAn) a été réalisée

par comparaison avec celle de ’antioxydant (la vitamine C), en faisant varier la concentration

des extraits et en calculant pour chaque concentration le pourcentage d’inhibition correspondant.

Les tableaux 15 et 16 ainsi que, les figures 22 et 23 illustrent ’efficacité de nos extraits i

piéger le radical libre DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes

concentrations.

Tableau N° 15: Absorbance et pourcentage de P’activité antiradicalaire des différentes

concentrations des extraits (EAc, EMé et EAn) et du standard vis-a-vis du radical libre DPPH.

C (mg/ml) 0.1 | 0.125 | 0.25 0.5 1 2 4 5

EMé Absorbance | 0.691 | 0.670 | 0.585 | 0441 | 0.183 | 0.050 | 0.043 | 0.039
% d’inhibition { 18.42 | 20.90 | 30.93 | 4793 | 78.39 | 94.10 | 94.92 | 95.40

EAc Absorbance | 0.800 | 0.781 | 0.741 | 0.493 | 0.361 | 0.086 | 0.052 | 0.049

% d’inhibition | 5.55 | 7.79 | 12.51 | 41.79 | 62.69 | 89.85 | 93.86 | 94.21

EAn Absorbance | 0.627 | 0.622 | 0.543 | 0.417 | 0.363 | 0.265 | 0.165 | 0.108

% d’inhibition | 25.97 | 26.56 | 35.89 | 50.77 | 57.14 | 68.71 | 80.52 | 87.25

Vit. C | Absorbance | 0.692 | 0.669 | 0.584 | 0.113 | 0.052 | 0.051 | 0.043 | 0.027
% d’inhibition | 38.92 | 40.95 | 4845 | 90.02 | 9541 | 9549 | 96.20 | 97.61
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Figure 22 : Le pourcentage d’inhibition des extraits testés et de la vitamine C.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en Clsy, ce parameétre a été employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la concentration efficace
du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité du radical DPPH" [112]. Ces Cls, sont
déterminées 2 partir de la figure 22, dont I’abscisse représente la concentration de I’extrait et

I’ordonné I’activité antioxydante en pourcentage.

A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement les valeurs
de Clsp de nos extraits, ils sont représentés dans le tableau 16. La valeur de 1’Clsg est inversement
proportionnelle & la capacité antioxydante (taux d’inhibition I1%) d'un composé, car elle refléte la
quantit€ d'antioxydant requise pour neutraliser 50% de 1a concentration initiale du radical libre
dans le milieu. Plus la valeur d’Clsg est faible, plus l'activité antiradicalaire d'un composé est

appréciable.

Tableau N° 16 : Valeurs de Clso des extraits EMé, EAc et EAn de Globularia alypum et de la
Vit. C.

Composés CI5 (mg/ml)
EMé 0.52
EAc 0.60
EAn 0.49
Vit. C 0.28
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Ces résultats sont représentés aussi sous forme d’histogramme (Figure 23).

B E-Méthanolique & E- Acétate d'éthyl M E- Acétonique ' Acide ascorbique

0,8 |

06 1
04 4|

0,2 4

Figure 23 : Histogramme de Clsg des différents extraits de Globularia alypum et de la vitamine

Cen mg/ml.

D’aprés 'histogramme illustré dans la figure 23, nous remarquons que les valeurs des Clsg
des extraits s’échelonnent entre 0.6 mg/ml pour ’extrait acétate d’éthyle, 0.52 mg/ml obtenus
avec Dextrait méthanolique et 0,49 mg/ml pour Dextrait acétonigue. Un fort pouvoir
antiradicalaire est noté€ pour P’extrait acétonique, se traduisant par un Clsg assez bas, comparable
a celui du composé standard, 1’acide ascorbique (0.28 mg/ml).

Les extraits de I’espéce végétale Globularia alypum peuvent étre classés par ordre décroissant
du pouvoir antiradicalaire, comme suit :

Extrait acétonique> extrait méthanolique> extrait d’acétate d’éthyle.

Par comparaison avec la littérature [113], I’étude de P’activité antioxydante des I'extraits
obtenus a partir de I’espéce récoltée en Tunisie a montré que 1’extrait méthanolique présente un
fort pouvoir antiradicalaire avec une valeur ICsp de 15.58 mg/l. Tandis que, les extraits préparés
avec de 1'éther de péirole ou le dichlorométhane ont présenté une activité antioxydante faible
avec une valeur de 285.22 mg/l et 512.05 mg/l, respectivement. La Clsp de la vitamine C
(contrdle positif) était 3.89 mg/l.

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté que l'activité antiradicalaire des extraits des plantes
dépend de la quantité de composés polyphénoliques.

Des études menées par Es-Safi et ses collaborateurs, en 2005 [114], sur la méme espece
poussant au Maroc, ont permis d’isoler un composé phénolique, le 6 hydroxy-lutéoline-7-O-
laminaribioside, dont sont activité antioxydante est tres importante Clsg = 1.76 mg/t. Le controle

positif employé €tait le BHT (hydroxytoluéne butylé) avec Clsp = 8.81 mg/l.
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II. Etude de Pactivité antimicrohienne de VPespece Globularia alypum

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’out I’importance d’orienter les recherches vers
la  découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base de plantes, tel que les huiles essentielles, produites comme métabolites
secondaires par les plantes aromatiques. De nombreux travaux récents ont mis en évidence, in

vitro, activité antimicrobienne de certaines huiles essentielles [115].

I1.1. Principe

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie appelée antibiogramme
ou méthode des disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. Cette méthode permet
d’évaluer Iactivité antimicrobienne d’une huile essentielle.

Bien qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape
préliminaire 2 des études plus approfondies, car elle permet d’accéder i des résultats
essentiellement qualitatifs. La technique consiste 2 utiliser des disques de papier imprégnés des
différentes substances & tester, puis déposés i ta surface d’une géiose uniformément ensemencée
avec une suspension de la souche a étudier. Aprés incubation, les colonies se développent,
laissant des zones vierges autour des disques appelées zones d’inhibition. Plus le diamétre de la
zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible 2 la substance testée, plus il est petit, plus
la souche est résistante.

Dans cette partie nous allons étudier activité antimicrobienne de trois extraits (I’extrait

méthanolique, ’extrait hexanique et I’extrait acétonique).

I1.2. Protocole expérimental [116].
L’évaluation de activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu

gélos€ ou les disques sont imbibés de 10 pl de chaque extrait.

II.2.a. Souches microbiennes testés
Les souches microbiennes testées ont €t€ choisies pour leurs fréquences élevées : quatre
souches bactériennes et deux souches fongiques ont été testées. Le tableau suivant représente le

code des différentes souches microbiennes utilisées dans cette étude.
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Tableaun N° 17 : Codes des différentes souches microbiennes éiudiées.

Nature de souches Seuches utilisées Code de la souche

Souches bactériennes Bacillus ceureus ATCC 10876
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922

Souches fongigue Candida albicans ATCC 24433
Aspergillus basiliennes ATCC 16404

I1.2.b. Préparation des milieux de culture

Les milieux standards utilisés sont la gélose de Muller-Hilton stérile (MH) pour les bactéries
et Sabouraud stérile (SAB) pour les levures et les champignons.
Les deux milieux ont €t coulée dans des beites de pétrie stériles de 90 mm de diametre.
L’épaisseur de la gélose est de 3 a 4 mm répartiec uniformément dans les boites. Ces derniéres

doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire avant leur emploi.

I1.2.c. Préparation des disques

Les disques de 9 mm de diametre, stériles (stérilisation a 120°C pendant 20 min par

autoclavage), sont chargés de I’extrait naturel a tester.
g

11.2.d. Préparation des dilutions d’extraits de Globularia alypum
Les extraits étudiés (EMé, EHx et EAn) ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO)

pour obtenir une concentration de 50 mg/ml.

I1.2.e. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle 2 I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I"anse dans 10 ml d’eau distifiée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son
opacité doit étre équivalente 2 0.5 Mc Farland. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la

culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort.
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I1.2.f. Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.
L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. L’ensemencement
est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée. L’écouvillon est
rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri avec la méme souche. Les
disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée a
Paide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin
positif) appropriés préts a ’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des
extraits testés et les disques wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).

Finalement, les boites de pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C pour les bactéries et

48h a 26°C pour les levures.

I1.2.g. Lecture des antibiogrammes
Le diameétre de Ta zone d’inhibition autour de disque de papier imprégné a été déterminé a

I’aide d’un pied a coulisse, pour les différents extraits.

* Résultats et discussion

Nous avons étudié in vifro le pouvoir antimicrobien de trois extraits obtenus 2 partir de
Pespéce Globularia alypum (extrait méthanolique, Uextrait hexanique et P’extrait acétonique)
par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les
bactéries et Sabouraud pour les champignons.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits 2 tester vis-2-vis quatre souches
bactériennes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus
ceureus) et deux souches fongiques (Candida albicans, Aspergillus basiliennes). Les résultats

obtenus sont représentés dans les tableaux 18 et 19.
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Tablean N° 18 : Diametre des zones d’inhibitions (mm) des extraits. (EMé, EHx et EAn) et

d’ATB relatives aux différentes souches bactériennes.

Gram Souches bactériennes Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Cp EM¢é EHx EAn
Gram + | Bacillus ceureus ATCC 10876 36 12 12 0
Staphylococcus aureus ATCC 6538 k.5 0 12 13
Gram - | Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 42 14 11 11
Escherichia coli ATCC 25922 34 0 0 0

Cp = Ciprofloxacine

Tableau N° 19 : Diameétre des zones d’inhibitions (mm) des I’extraits (EMé, EHx et EAn) et

des ATFs relatives aux différentes souches fongiques.

Soeuches bactériennes Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Mr ApB | EM¢ | EHx EAn

Candida albicans ATCC 24433 16 0 10 10

Aspergillus basiliennes ATCC 16404 17 13 0 0 0

Mr = Métronidazol, ApB = Amphotéricine

Les extraits sont classés selon leur activité antimicrobienne en fonction des diamétres
d’tnhibition, dans Taquelle Tes diamétres des zones d"inhnbition de Ta croissance microbienne sont
hiérarchises en quatre classes [117]:

e Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition (d) égale 28 mm.
e Modérément inhibitrice lorsque 28 mm > d > 16 mm.
e Légerement inhibitrice lorsque 16 mm > d > 10 mm.
e Non inhibitrice torsque d < 10 mm.
Les résultats mentionnés dans les tableaux 18 et 19, sont représentés sous forme

d’histogrammes dans les figures 24 et 25.
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Figure 24 : Histogramme des diametres des zones d’inhibitions des extraits (EMé, EHx et EAn)

relatives aux différentes souches microbiennes.
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Figure 25 : Histogramme des diametres des zones d’inhibitions des extraits (EMé, EHx, EAn),
de I’ATB et de I’ATF1 et ANTF2 relatives aux différentes souches microbiennes.
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Les résultats obtenus dans la figure 24, et en se réfere a 1’échelle de mesure, montrent une
activité antimicrobienne variable pour les trois extraits sur les souches testés. D’apres
’histogramme (Figure 24), pour I’extrait méthanolique la plus grande surface d’inhibition est
observée dans le cas de Pseudomonas aeroginosa avec un diamétre d’inhibition de 14 mm, suivi
par Bacillus ceureus avec un diamétre d’inhibition de [2 mm. Alors que, Staphylococcus aureus
et Escherichia coli ont montré une résistance vis-a-vis cet extrait.

Tandis que, les résultats obtenus pour les souches antifongiques testées vis-a-vis cet extrait ont
montré que la souche Aspergillus Brasiliensens est trés résistante et que la souche Candida

albicuns est 1égerement résistante (10 mm).

Pour Pextrait acétonique, la plus grande surface d’inhibition est observée dans le cas de
Staphylococcus aureus avec un diametre d’inhibition de 13 mm, suivi par Pseudomonas
aeroginosa avec un diamétre d’inhibition de 11 mm. Alors que, Escherichia coli et Bacillus
ceureus ont montré une résistance vis-a-vis cet extrait.

D’antre part, les souches antifongiques Candida albicans et Aspergillus Brasiliensens ont révélés

une résistante vis-a-vis cet extrait.

L’extrail hexanique est Tégérement inhibiteur vis-2-vis Tes souches bactériennes & gram +, Te
plus grand diameétre étant de 12 mm contre Bacillus ceureus et Staphylococcus aureus. Pour les
autres souches testées de gram - ont données des zones d’inhibitions moins importantes que les
grams +, c’est le cas de Pseudomonas aeroginosa avec un diamétre d’inhibition de 11 mm. Alors
que, Escherichia coli, a montré une résistance vis-2-vis cet extrait.

Par ailleurs, les résultats de VPactivité antifongique de cet extrait ont montré que la souche
Aspergillus Brasiliensens est trés résistante et que la souche Candida albicans est 1égérement

résistante (10 mm).

D’aprés ’histogramme représenté dans la figure 25, la ciprofloxacine a une action inhibitrice
sur la croissance de toutes les souches bactériennes testées et on constate que la souche
Escherichia coli est moins sensible a I’antibiotique par rapport aux autres souches.

Par conmtre, toutes les souches antifongiques sont résistantes vis-a-vis le Métronidazol et

légerement résistantes vis-a-vis I’ Amphotéricine B.
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En conclusion, les trois extraits testés présentent une activité vis-a-vis la souche
Pseudomonas aeroginosa et ils ne sont pas actifs vis-a-vis la souche Fscherichia coli. Tandis que
Pextrait acétonique ne présente aucune activité vis-a-vis les souches fongiques (Candida

albicans et Aspergillus Brasiliensens).

Les résultats obtenus sont en accord avec la littérature [118], car une étude de ’activité
antimicrobienne effectuée sur des extraits obtenus a partir des parties aériennes de 1’espéce
Globularia alypum a révélé que ces extraits (I’extrait méthanolique et 'extrait d’acétate
d’éthyle) possédent un pouvoir antimicrobien important vis-a-vis Pseudomonas aeroginosa et
Staphylococcus aureus. Tandis quc tous lcs cxtraits Etudiés n'Ctaicnt pas actifs vis-a-vis Ics

deux souches Escherichia coli et Aspergillus Brasiliensens.
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Conclusion générale

La découverte de ressources naturelles du réegne végétal reste capitale pour la mise au point
de nouveaux remédes thérapeutique.

Ce travail a porté sur I’étude de T’espéce Globularia alypum récoltée dans région de Blida.
Cette espéce appartient a la famille Globulariaceae, une des familles les plus importantes
dans la flore algérienne et les plus utilisées en médecine traditionnelle. Cette étude a permis
de metire en évidence a travers un criblage phytochimique ia présence des fiavonoides, des
tanins, des terpénes, des coumarines et des sapomnines.

L’analyse par chromatographie sur couche mince des extraits obtenus ainsi que le
screening phytochimique, ont montré la présence de certaines classes de métabolites
secondaires, tels que les flavonols et les flavones.

Le dosage des phénols totaux, a été réalisé par la méthode de Folin et Ciocalteu. La teneur
la plus élevée des polyphénols est constatée dans ’extrait d’acétate d’éthyle (50 mg/g), suivi
par I’extrait méthanolique (42 mg/g), puis par I’extrait acétonique (14 mg/g).

L’analyse de I’huile essentielle de 1’espece Globularia alypum obtenue par
hydrodistillation a montré que cette huile est majoritairement composée de phytol
(11.104%) et de (+) spathulénol (7.031%)

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les
résultats montrent que ces extraits possédent une bonne activité.

L’évaluation du pouvoir antimicrobien a été réalisée par la méthode de diffusion de
disque. Les résultats obtenus montrent que tous les extraits testés sont actifs vis-a-vis de la
souche Pseudomonas aeroginosa et inactifs vis-a-vis des souches Escherichia coli et
Aspergillus basiliennes.

En fin et d’aprés cette étude I’espece Globularia alypum est riche en métabolites
secondaires, une exploitation de leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne implique

une recherche plus poussée de ses principes actifs.
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Annexe 1
- e Macération
| Macération dans le méthanol Macération dans I’hexane
L
' Annexe 2
‘ e Extraction liquide-liquide
i
i
Extraction liquide-liquide avec I’hexane Extraction liquide-liquide avec chloroforme

Extraction liquide-liquide avec 1’acétate d’éthyle
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Annexe

e Extraction par soxhlet

Annexe 4

e Différents extraits de la plante Globularia alypum

| Annexe 5

e Criblage phytochimique




Annexe
e

Annexe 6

e Dosage des polyphénols totaux

Annexe 7

e Chromatographie sur couche mince (CCM).

EAc EAn

Annexe 8

e Extraction et analyse de I’huile essentielle
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Annexe
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Annexe 9

° Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence

des extraits a tester (du violet & jaune)

L Annexe 10

° Les résultats de Dactivité antibactérienne et antifongique de Dextrait

méthanolique, hexanique et acétonique de Globularia alypum.
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Candida albicans
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