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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales, nous nous sommes intéresses
a I’étude des activités biologiques de 1’extrait méthanolique de la plante Globularia alypum L
de la région de « Aris » Batna.

Globularia alypum L est une plante tres utilisée dans la médecine traditionnelle en
Algérie, Grace a ca richesse en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les
terpénoides, et les alcaloides, leurs métabolites sont reconnus a travers diverses activités
biologiques telles que l'activité antioxydant, anti inflammatoire, antidiabétique, et anti-
bactérienne; cette plante connues sous le nom Tasselgha. Empiriqguement, elle semble efficace
dans le traitement de diverses maladies tel que le diabeteet les maladies cardio-vasculaires,
L’analyse qualitative des extraits méthanoliques par les testes préliminaires a révélé la
présence des composés phénoliques, des terpenoides, des tanins, des flavonoides ; ce ci est
confirmé par une analyse quantitative basée sur le dosage, des polyphénols, des flavonoides et
des flavonols. L’évaluation de I’activité anti oxydante in vitro en utilisant deux méthodes :le
piégeage du radical libre (DPPH), La méthode de la réduction de fer (FPAP).

Ces travaux ont montrons que la plante GA présent de bonnes propriétés anti
oxydantes naturels ,et ont donné des résultats tres prometteurs ouvrant la voie a des

utilisations dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire.

Mots clés: plantes médicinales, Globularia alypum L, extrait méthanolique, les activités
biologiques, métabolites secondaires, Activité antioxydante, DPPH, FPAP.



Abstract

In the context of the valorisation of medicinal plants, we are interested in the study of
the biological activities of the methanolic extract of the plant Globularia alypum L from the
region of «Aris» Batna.

Globularia alypum L is a plant widely used in traditional medicine in Algeria, Thanks
to this rich in secondary metabolites such as polyphenols, terpenoids, and alkaloids, their
metabolites are recognized through various biological activities such as antioxidant, anti-
inflammatory,  antidiabetic, and anti-bacterial  activity; this plant known as
Tasselgha. Empirically, it seems effective in the treatment of various diseases such as diabetes
and cardiovascular diseases,

Qualitative analysis of methanol extracts by preliminary tests revealed the presence of
phenolic compounds, terpenenoids, tannins, flavonoids; this is confirmed by quantitative
analysis based on the assay, polyphenols, flavonoids and flavonols. The evaluation of
antioxidant activity in vitro using two methods:free radical trapping (DPPH), iron reduction
method (FPAP).

This work has shown that the GA plant has good natural antioxidant properties, and has
given very promising results opening the way to uses in the pharmaceutical and agri-food
fields.

Key words: medicinal plants, Globularia alypum L, methanol extract, biological activities,

secondary metabolites, antioxidant activity, DPPH, FPAP.
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Introduction générale

Introduction géneérale

Depuis I'Antiquité, les plantes medicinales ont été utilisées comme traitement pour
gueérir plusieurs maladies grace a leurs propriétés préventives et / ou cicatrisantes. De nos
jours, malgré le développement de la médecine moderne et l'efficacité des medicaments
synthétiques dans le traitement de différentes affections, de nombreuses personnes choisissent
d'utiliser des remédes traditionnels, en particulier pour leurs effets secondaires moindres par
rapport aux médicaments chimiques.

Les plantes médicinales sont capables de produire un grand nombre de les composes
bioactifs, en particulier les métabolites secondaires, tels que les huiles essentielles ,les
terpenes, les alcaloides ,et les composés phénolique( comme les phénol simples , les acides
phénoliques , les tanins ,les coumarines et flavonoides ). Pour cette raison, des études
approfondies en utilisant différents extraits de plantes ont été rapportés par plusieurs
scientifiques, pour étudier les déférentes activités telles que I’activité antimicrobienne, anti
inflammatoire, anti oxydant et anti diabétiques et de nombreuses autres valeurs médicinales
de ces extraits.

Globularia alypum L. (G. A) est un arbuste sauvage vivace, appartenant aux
Plantaginaceae famille qui se trouve dans toute la région méditerranéenne. L'usine, appelée
localement «Ain Larnab »ou« Tasselgha », Les feuilles de G. A. sont traditionnellement
utilisées comme agent antidiabétique, laxatif, estomacique et purgatif. En Algérie, cette plante
a également été utilisée dans le traitement des l'incontinence urinaire et les problemes de
peau, tels que les eczémas, selon une étude ethnobotanique enquéte, qui a montré que G. A.
est I'une des plantes médicinales les plus importantes utilisées dans remedes traditionnels par
le peuple algérien

La présente étude vise a étudier un dosage des métabolites secondaires de Globularia
alypum et aussi d’établir les tests phytochimiques et 1’évaluation de 1’activité antioxydante et
anti inflammatoire de 1’extrait méthanolique des feuilles de cette plante.

(Asraoui et al., 2021 ; Sertié et al., 2015)
Cette étude est structurée en deux parties :
» Une synthese bibliographique, comportant trois chapitres dont :
e Le premier chapitre mettant 1’accent sur les généralités de la plante de Globularia
alypum concernant sa description botanique, sa systématique et sa différente

utilisation dans la médecine traditionnel et sa toxicité.
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e Le deuxieme chapitre aborde quelques activités biologiques de GA « Activité anti
oxydante, anti inflammatoire, anti diabétique et anti bactérienne ».
e Le troisieme chapitre met le point sur quelques métabolites secondaires, ses grandes
classes et leur classification.
» Une partie expérimentale traitant deux chapitres :
e Dans le premier chapitre ; sera consacré aux matériel utilisé et les méthodes suivre
pour :
+«» L’extraction des feuilles du Globularia alypum
% Screening phytochimiques des différents extraits méthanolique des feuilles de
Globularia alypum.
% Le dosage des métabolites secondaires « poly phénols, flavonoides, flavonols »
de I’espéce étudie.

% Evaluation de I’activité anti oxydante in vitro, des différents extraits des
feuilles de Globularia alypum, en utilisant le test au DPPH et le test réducteur
de fer FRAP.

e Le deuxiéme chapitre ; renferme les résultats obtenus et sa discussion.
» Enfin ; le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui permettra de résumer les

résultats trouvés intéressants et de tirer quelques perspectives.




Chapitre I : Généralité sur la plante Globularia alypum

Chapitre I : Généralité sur la plante Globularia alypum

1-Description botanique de la plante Globularia alypum :

Globularia alypum, également connu sous le nom de Globulaire, est une plante
classique de la famille des Globulariaceae, qui comprend deux genres, « Globularia et
Poskea » et, avec environ trente espéces trouvées en Méditerranée, en Europe et en Afrique du
Nord.
En Algérie, il n’existe qu’une seule espese, Globularia alypum L., avec deux sous-espéces. Le
ssp.eu-alypum L.se trouve en Algérie, tandis que la sous-espéce arabica. Ne se trouve qu’au
Sahara.

Son nom Globulariée se réfere a la forme globulaire de I’inflorescence, et le terme

alypum est dérivé de I’alypon grec, ce qui signifie « douleur soulagée »
Les espéces globulaires autrement appelée Turbith sont des arbustes persistant originaire des
rocailles arides.aux branches hautes d’environ 60 cm (30 a 60 cm), aux feuilles alternes et aux
fleurs regroupées en capitules plus ou moins globuleux entourés de bractées).
A I’exception des pousses les plus jeunes, c’est un buisson mince, densément ramifié, avec
des brindilles ligneuses droites. Il a une poignée de feuilles lancéolées qui sont légerement
plus larges vers I’extrémité et atténuées dans un petit coin.
Les feuilles sont vert-gris, ovales, alternées, et ont un petit pétiole.
Les fleurs bleues odorantes sont trés petites, fleurissent de 1’automne au printemps, et
apparaissent dans les tétes en corolles .il est a une altitude élevée sur les pentes et les collines
calcaires. Un akéne est le fruit. (Ramdani et al., 2014 ; S1;S 2)




Chapitre I : Généralité sur la plante Globularia alypum

Figure -1- Photographie de Globularia alypum L.
(https://plantsbank.com/globularia-alypum/)

1-1-Présentation de la famille des Globulariacées :

La famille des Globulariacées est une famille comprend deux genres, Globularia et Poskea,
avec environ 30 espéces trouvées, en Europe et en Afrique du Nord (s1), et d’apres (Punt et
al.,1991) cette famille est une petite famille de seulement deux genres et environ 25
espéces.la majorité de ses espéces se trouve dans la Méditerranée, mais quelques espéces ont

fait leur chemin dans le nord de I’Europe.
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Chapitre I : Généralité sur la plante Globularia alypum

Globularia.
Calyx laid open, with feathery tails
at the top (mag.).

Globularia.
Flower without calyx (mag.).
Globuluaria,
Pistil (mag.).

\—/ Globularia. Globularia,

Ovary cut _Beed cut Globularia,
Globularia vulgaris, Globularia, Diagram, vertically (mag.). vertically (mag.). Embryoe (mag.),

Figure- 2-Globulariaceae
(Watson and Dallwitz., 1992)

Tableau-1-:représente quelques espéces de la famille globulariaceae et leur répartition géographique.
(Rahmouni., 2017)

globularia vulgaris L.
globularia bisnagarica L.
globularia caespitosa
Orteg.

globularia collina Salisb.
globularia linifolia Lam.
globularia pungens Vivace de 10 a 20 Europe de I'Espagne
Pourr. cm de haut, floraison | jusqu'au Caucase
globularia linnaei Rouy. | d'un bleu vif en été
globularia multicaulis
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Tenore.

globularia nudicaulis
Herb. Linn.
globularia elongata
Hegetscw.

globularia punctata
Lapeyr.

globularia willkommii
Nym.

Vivace d'environ 30
cm de haut touffe
évasée, arrondie,
floraison bleu indigo
en été.

Europe méridionale

espece protégée car Ile San Nicolau
elle est en voie de
disparition -
endémique

lles Canarie
Vivace de 30 cm de | lles Baléares

haut en situation
aride, floraison bleue
en été

globularia bellidifolia
Salisb.
globularia ilicifolia

Willk. globularia minima

Vill. globularia spinosa

Lam. globularia saxatilis

Salisb. globularia
valentina Willk

feuilles étroites a la
base des tiges
ligneuses. Les
feuilles radicales
forment des rosettes
touffe, érigé
floraison violette en
été

les Alpes du Sud-Est
Asie mineure

sous arbrisseau de30
cm de haute floraison
bleue en été

Asie mineure en
altitude

10 cm de haut
environ

Asie mineure en
Altitude

tige dressée a feuilles
progressivement
réduites

en Afrique du nord
Algérie

Sud de I'Europe en
altitude vers 1000 m
surtout en Espagne

Entre 8 et 15 cm de
haut, touffe erigé
floraison d'un bleu
lavande

Sud de I'Europe
(Pyrénées)

Asie mineure en
altitude (Turquie)

globularia glauca Balb ex

Steud

Sous arbrisseau
rampant de 5a 10 cm
de haut a floraison
bleue pale en été

rampant de 5 a 10 cm
de haut a floraison
bleue pale en été Sud
de I'Europe en altitude
(Espagne, Espagne,

alpes)
lytanthobularia indubia Iles Canaries
Svent endémique
Espagne (Pyrénées)
( |
§ J




Chapitre I :

Généralité sur la plante Globularia alypum

En altitude plus de
2000 m dans le haut-
atlas région de
oukaimeden (Maroc)

lles Baléares
(Mallorque)

sous arbrisseau

Europe de sud
(Espagne région de
Naples)

Globularia bellidifolia
Tenore globularia repens
Lam

Sous arbrisseau de
tres petite taille 5 cm
maximum, floraison
bleu lavande a bleu
lilas

Asie et Europe en
altitude des Alpes
jusqu’au Balkans

Sous arbrisseau de
20 a 30 cm de haut

Espagne Alpes —
Pyrénées- Espagne
dans les pyrénées et en
navarre

Sous arbrisseau de
environ 10 a 25 cm
de haut, floraison fin
printemps-été

Asie mineure en
altitude (Turquie-
région d’ Ankara Syrie)

Sud d I’Europe (lles
canaries-Grande
Canarie)

globularia ttrichosantha
Fish et Mey

ouest de la Turquie
dans la province de

Globularia macrantha K.
Koch ex Walp.

Bilecik- Syrie
globularia longifolia Ait. lile de Maderne et lle
Globularia salicina Lam. de Ténérife

Sous arbrisseau de

En altitude (Iraque -

touffe évasée

10 a 20 cm de haut, Kurdistan- Turquie)
- floraison bleue en été
10 & 20 cm de haut, Endémique aux lles

Canaries

Vivace de 5a 20 cm
de haut en situation
aride, floraison en été

Gréce

1-2-Présentation du genre Globularia :

Globularia est un genre de la famille des Plantaginaceae (ou Globulariaceae) comprend des

herbes, arbustes que 1’on trouve en Méditerranée, en Europe et en Afrique du Nord (Tunisie,

Maroc, Libye et Algérie) et est une précieuse communauté de plantes médicales et

aromatiques. Boulos, 1. (1983).
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1-3-I’éspece Globularia alypum :

Globularia alypum L. est I’une des espéces trouvées en Algérie. (Marguerite du globe)

‘Tasselgha', ou 'Ain Larneb’, est le nom qui donné par les habitants. (Beniston et al.,1984 ;

Hammiche et al.,2013)

Les espéce de Globularia , sont des arbustes ayant des rameux d’environ de 60 cm de hauteur

(30-60cm),a feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux

entourés de bactées (s1).

2-Systématique :

Place de Globularia alypum L.dans la systématique selon (Quezel et al., 1963) .

Régne Plantae

Sous Regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

ordre Scrophulariales
Famille Globulariaceae
Genre Globularia

Espece Globularia alypum L

3-Dénomination :

* Nom Scientifique: Globularia alypum L

*Nom Francais : Séné des Provencaux, Marguerite bleur ,Globulaire turbith, Turbith

blanc.

* Nom Englais: Alypo Globe Daisy

* Nom Commun : Tasselgha, Chebra, Chelr’a , Zerga, Zeriga, Zouitna, Alk, Haselra,

Oulbarda.

* Nom Vernaculaire :A’yen lerneb.

( Benkhnigue et al .,2014 ;S 1)
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4-L’utilisation du Globularia alypum en médecine traditionnelle :
Traditionnellement, la globulaire est utilisée comme purgative, sudorifique, dépurative,
antiseptique, antimycosique, cicatrisant, astringente et diurétique. Aussi utilisé comme agent
antidisease Alzheimer.

Il est également utilisé pour traiter les fiévres, les ulceres buccaux et le muguet dans les bains
buccaux, et les mycoses cutanées et les mycoses du cuir chevelu dans les lotions ou les
compresses.

La décoction est recommandée comme verre le matin pour les diabétiques, pour combattre les
douleurs articulaires, et pour les troubles digestifs et gastriques, ainsi que pour le traitement
des maladies rénales, cardio-vasculaires, goutte, et typhoide. (Hammiche et al., 2013 ;
Boussoualimet al ., 2016 ; S1)

5-Toxicité :
A doses élevées, La plante induira oligurie, diarrhée, coliques, étourdissements, maux de téte,

frissons, douleurs aux membres, hypothermie, et un ralentissement du pouls. (Benkhnigue et
al ., 2014)
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Chapitre 11 : Activités biologiques de Globularia alypum
Parmi les activités biologiques de GAME on a :

- | -Activité anti oxydante
1-Stress oxydant :

Le stress oxydatif est un processus ou I'équilibre physiologique entre pro-oxydants et
antioxydants est perturbé au profit du premier, entrainant des dommages potentiels pour
I'organisme.

Au niveau cellulaire ou individuel, le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre
entre les oxydants (especes réactives) et les antioxydants qui favorisent les oxydants. Ceci
conduit a une perturbation de la signalisation et du contréle redox et / ou de la dégradation
moléculaire. (Boussoualim et al .,2016)
2-Les radicaux libres :

Les radicaux libres (aussi appelés radicaux) sont des molécules ou des fragments de
molécules dont I’orbitale externe comporte un €lectron non appari€, cet électron non apparié
Parce que les radicaux sont extrémement réactifs, et qu’une production des radicaux dans les
cellules induisent des dommages oxydatifs aux composants biologiques importants. (S3)
3-Maladies liées au stress oxydatif :

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathologies telles que le
cancer, la cataracte, le syndrome de détresse respiratoire aigu, 1’cedéme pulmonaire, le
vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, les infections intestinales, le rhumatisme,
I’athérosclérose et le diabéte (Georgetti et al., 2003).

4- Activité antioxydant

4-1-Définition

L’activit¢ antioxydante est définie comme 1’inhibition des processus en chaine de
production de radicaux libres, et limitant ainsi leurs effets .Les nombreuses familles de poly
phénols présentent souvent cette caractéristique. Les réactions d’oxydation sont essentielles a
la vie, mais ils peuvent aussi étre nocifs. Les antioxydants sont utilisés et produits par les
plantes et les animaux pour se protéger. (POPOVICI, 2009).

4-2-Anti oxydante :

Un anti-oxydant se définit comme étant « toute substance qui, présente a faible

concentration comparable a celle d’un substrat oxydable, inhibe 1’oxydation de ce dernier

» L’origine des anti-oxydants est endogéne (glutathion, enzymes associees) et exogene

(vitamines hydro- et lipo-solubles, polyphénols,...) Leroy, P. (2016).
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4-2-1-Anti oxydants Endogéne

Les antioxydants endogénes, qui comprennent des antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques, sont synthétisés dans les cellules. La super oxyde dismutase (SOD), la
glutathion peroxydase (GPX) et la catalase (CAT). Sont les antioxydants enzymatiques les
plus importants, ces enzymes antioxydants préviennent le stress oxydatif en récupérant les
radicaux et les especes réactives avant qu'ils n'endommagent les composants cellulaires.
Le glutathion(GSH) est I’antioxydant non enzymatique le plus important dans toutes les
cellules. Cet important antioxydant non enzymatique peut non seulement agir comme un
piege des oxydants indépendants, ainsi que d’éliminer le peroxyde d’hydrogéne (un oxydant)
de la cellule lorsqu’il est combiné avec la glutathion peroxydase. Collectivement, les
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques fonctionnent ensemble pour protéger les

cellules contre les lésions oxydatives dues aux radicaux. (S4).

4-2-2- Anti oxydants Exogene

La plupart des phyto-nutriments ont été identifiés comme antioxydants. Les plus
importants sont les caroténoides, flavonoides, phénols, phytostérols et les glucosinolates. En
tant que piégeurs/inhibiteurs de radicaux lipidiques, anions de superoxyde, oxygene singulet,
ou régulateurs du systeme antioxydant, ils offrent des capacités antioxydantes fascinantes.
(Dufour et al., 2007 ; Gobert et al., 2009).
I1- Activité anti inflammatoire
1- Rappel sur I’Inflammation :

L’inflammation est une réaction adaptative engendrée en réponse a des stimuli nocifs
telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, elle conduit a I’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a
I’homéostasie du tissu 1ésé. (Nathan, 2002 ; Barton, 2008).

La fonction premiere de la réponse inflammatoire est :
» de détecter I’agent agresseur ;
* puis de I’¢éliminer ou de I’isoler du reste de 1’organisme ;

« et de permettre, le plus rapidement possible, la réparation des tissus lésés.
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La réaction inflammatoire permet a certaines cellules du systeme immunitaire (les
leucocytes ou globules blancs) ainsi qu’aux substances produites (anticorps , cytokines ,
complément ...) d’accéder rapidement au foyer infectieux. ( S5)

L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére est une réponse immédiate de
courte durée, qui disparait spontanément ou avec un traitement. Cependant, elle se
développer en inflammation chronique, qui peut conduire a une variété de troubles connecté.
(Roifman et al., 2011; Noack et al., 2018).

1.1. Inflammation aigue :

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur ,
elle dure de quelques jours a quelques semaines et d’installation souvent brutale et
caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués
guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la
destruction tissulaire est importante. (Charles et al., 2010).

L’inflammation aigué Peut étre décomposeé en trois grandes phases ; Une Phase vasculaire
immeédiate avec dilatation et perméabilisation des vaisseaux ; une phase cellulaire consécutive
caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui permettra
I’élimination des microorgnismes pathogenes et des tissus 1€sés, et une phase de résolution
avec régénération et cicatrisation correspondant a la synthése de collagéne fibroblastique.
(Weill et al., 2003)

Agression

Cascades de Activation
Protéines plasmatiques des cellules
neutrophiles,

macrophages
Vasodilatation, Diapédése leucocytaire Adivation des

perméabilité vasculaire Chimiotactisme \ I fibroblastes

By

Libération des
Activation des cellules présentes dansle meédiateurs
site ; mastocytes résidentes, plaquettes pro/anti-
(Libération de médiateurs chimiques) mflammatoires
histamine, sérotonine

(- - - - - - [ - (- - - ]

oo

Phase vasculaire Phase cellulaire Phase de résolution

Figure 3:les phases de I’inflammation aigue (chevalier et al., 2005).
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1-2-Inflammation chronique :

L’inflammation chronique est définie morphologiquement par la présence de
lymphocytes, de macrophages et de plasmocytes dans les tissus, Dans de nombreux cas, la
réponse inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (mois a
années). On pense qu’elle est causée par I’activation chronique des réponses immunitaires
innées et acquises, comme dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de I'allogreffe chronique,
dans la bérylliose, et dans I'inflammation granulomateuse. Il est prouvé que les macrophages
dans ces lésions produisent une cascade de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les
fibroblastes pour fixer le collagene et activer les autres macrophages et lymphocytes pour
libérer des médiateurs inflammatoires (responsables des réponses inflammatoires)
.L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiqguement entrainer I'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent
leur transmigration dans le compartiment extravasculaire. (Charles et al., 2010).

2- les médiateurs de I’inflammation :

La synthése et/ou la libération séquentielle de nombreux médiateurs pro et anti-
inflammatoires, y compris les amines (histamine et sérotonine), les médiateurs lipidiques
(prostaglandines et leukotrienes) et les cytokines de nature peptidiques, protéiques et
glycoprotéiques, provoque des altérations locales au site inflammatoire. (Botting et Botting,
2000).

3- les différentes causes de I’inflammation :

Les agressions peuvent étre traumatiques (coupure, écrasement, fractures, etc.),
chimiques ou physiques (brllure, gelure, radiations ionisantes...) ou d’origine infectieuse
(infections bacteriennes, virales, fungiques, parasitaires, etc.). L'inflammation peut également
étre déclenchée par une fausse menace, comme les réponses auto-immunes ,mais les maladies
auto-inflammatoires sont caractérisées par la défense persistante du corps contre des menaces
inexistantes ou encore allergiques (Charles et al., 2010 )
4-Pathologies inflammatoires :

L’inflammation conduit au développement de plusieurs maladies inflammatoires qui
sont associés aux processus dysimmuns, comme les maladies auto-immunes systémiques et
localisées, les maladies auto-inflammatoires, les maladies inflammatoires d’origine inconnue
et les maladies iatrogénes ou paranéoplasiques sans cause auto-immune (Charles et al.,

2010). Le tableau 2 contient quelques exemples.
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Tableau 2 : Exemples de maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans les quelles le réle pathogénique principal revient & I’inflammation

Asthme Polyarthrite
rhumatoide

Artériosclérose Arthrose

Goutte Thyroidite
d'Hashimoto

Maladie d’Alzheimer Lupus érythémateux
disséminé Eczéma Maladie de
Crohn

Maladies d’origine infectieux dans les quelle P’inflammation contribue dans la
pathologie

Hépatite C Tuberculose
Tuberculose Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans les quelles la fibrose poste inflammatoire est la cause
principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose

Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique

5- Traitement de I’inflammation:

Les anti-inflammatoires synthetiques et les antibiotique sont largement accessibles, mais ils
ont un certain nombre d’effets secondaires. Cependant, les médicaments a base de substances
naturelles sont moins toxiques et les microorganismes sont moins résistants a ces substances.
(Farahpour et Habibi.,2012) .

5-1-Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), I’une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde Ces médicaments ont un effet antalgique et antipyrétique associé
a un effet anti-inflammatoire, il y a plus de 50 différents AINS sur le marché mondial.

Les effets des AINS résultent principalement de I’inhibition compétitive, réversible ou non,

de la cyclooxygénase(COX) enzyme qui permet la production de prostaglandine 2a partir de
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I’acide arachidonique. Cette propriété commune a tous les AINS conduit a une diminution de
la production des prostaglandines(en particulier PGE2 et PGI2), qui sont des mediateurs
majeurs de I’inflammation. Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique
principalement les propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une
partie de leurs effets secondaires en raison du role ubiquitaire et des fonctions physiologiques
des prostaglandines.

(Nicolas et al., 2001).

5-2-Anti-inflammatoire stéroidiens (AIS) :

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) également appelés glucocorticoides sont des
molécules synthétiques constituent une vaste famille de médicaments dériveés des hormones
naturelles (cortisone et cortisol) ou hémi-synthétisés a partir d’extraits animaux ou végétaux
.ces meédicaments jouent le rdle d’un immunosuppressives, antalgiques et anti-
inflammatoires. (Dangoumau, 2006)

Leur mécanisme d’action est complexe. Ils sont d’abord absorbés par le corps. Leur
assimilation orale est efficace et rapide dans 80% des cas. Ensuite, en utilisant les récepteurs
membranaires de chacune de ces cellules, ils s’attachent aux cellules du corps. Par
conséquent, ils peuvent controler le comportement de ces cellules .1ls peuvent, par exemple,
stimuler la production de protéines inflammatoires tout en supprimant la production de
molécules. (S6)

- 111- Activité anti diabétique
1-Diabete

1-1-Définition :

Le diabéte sucré est un groupe de maladies chroniques, métaboliques , résultante d’un
défaut de la sécrétion de I’insuline ou de 1’action de I’insuline ou de ces deux anomalies
associees, caractérisé par la présence d’une hyperglycémie, un métabolisme altéré des
glucides, des protéines et des lipides, et un risque accru de complication vasculaire (Laxmi et
al., 2010). ce qui entrainant une hyperglycémie chronique et les complications aigués et
chroniques subséquentes (Canivell et Gomis, 2014) .

1-2-Classification
1-2-1-Diabéte de type 1 (DT1) :

Le diabete de type 1 est un trouble métabolique chronique auto-immune , le plus
fréquent chez les enfants, Caractérisé par un déficit absolu en insuline, et apparait lorsque les

cellules B du pancréas sont détruites par le systeme immunitaire et cessent de produire du
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I’insuline dans les ilots pancréatiques, ce qui entraine en outre une grave carence en insuline,
hyperglycémie et complications secondaires (Chih-Wei et al., 2017 ; Principi et al., 2017).
1-2-2-Diabete de type2(DT2) :

c’est la forme de diabéte la plus répandue, Il est caractérisé par une résistance a
I'insuline et une carence en insuline, conduisant a un état d’hyperglycémie (Wenzhen et al.,
2018), C’est une maladie métabolique compliquée causée par D’altérations chroniques
associées a I’insensibilité correspondante des tissus aux actions de 1'insuline (Brendan et al.,
2017).
1-2-3-Le Diabete gestationnel (DG) : Est un trouble de tolérance au glucose de gravité
variable qui se développe ou est diagnostiqué pour la premiere fois pendant la grossesse, que
le traitement soit nécessaire ou non, et peu importe comment il progresse apres
I’accouchement. (Bartolo et al ., 2016)
2-activité anti diabétique et Globularia :
Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de glucose dans
le sang. Ceci est d0 & la grande variété de classes chimiques des constituants hypoglycémiants
provenant des plantes. Certaines de ces substances sont extrémement dangereuses.
D’autres sont hypoglycémiques et peuvent étre thérapeutiques. (Jarald et al, 2008).
Globularia alypum (GA) est une plante trées  utilisée en  médecine
traditionnelle. Empiriqguement , elle semble efficace dans le traitement du diabéte sucré ,en
raison de leur richesse en métabolites secondaires(Sahraoui et al.,2020)
Plusieurs études expérimentales ont confirmées la capacité de la plante globularia a contréler
la glycémie des diabétiques (Skim et al., 1999).
IV - Activité anti bactérienne

Deés la naissance, les humains entrent en contact avec des micro-organismes et y

résistent en exploitant des panacées a base de plante, (Kaufmann, 1997 ;Zouhdi et al.,
1997). car les especes végétales sont capables d’attaquer les insectes et les micro-organismes,
et souvent corrélée avec leur teneur en métabolites secondaires ;ces dernier peuvent conduire
a I’inhibition des bactéries pathogénes. (Bahorun, 1997 ;Karou et al., 2004). L'organisation
mondiale de la santé « OMS » certifie que les extraits des feuilles de Globularia alypum

possede une activité anti bactérienne important (Mehenni et al., 2017 ).
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Chapitre 111 : Métabolites secondaires
1-Généralité

Les plantes ont ce qu’on appelle des métabolites « secondaires », par opposition aux
métabolites primaires tels que les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés varient
selon les especes, et bien que leurs fonctions soient encore inconnues, il est clair qu’ils jouent
un role dans la relation entre la plante et les organismes vivants qui 1’entourent. Ce sont
probablement des composantes importantes de la coévolution des plantes et des organismes
vivants, comme les ravageurs, les maladies et les prédateurs, ainsi que les pollinisateurs et les
diffuseurs. Ces diverses relations ont donné lieu a une vaste gamme de composés secondaires.
Leur classification dépend de leur structure chimique, de leur composition, de leur solubilité
dans différents solvants ou du mécanisme par lequel ils sont synthétisés. Le systeme de
classification primaire est divisé en quatre grands groupes : les huiles essentielles, les
terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques. (Krief, 2003; Kabera et al., 2014) .

2-Grandes classes des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux- Ci :

2-1- Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des composés volatils, bruts et complexes a forte odeur
qui sont produits comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, ce sont des
mélanges complexes d’hydrocarbures et de leurs dérivés oxygénés qui résultent de deux voies
isoprénoides.En plus les huiles essentielles généralement obtenus par la vapeur ou
I’hydrodistillation développée au Moyen Age par les Arabes. Connus pour leurs propriétés
antiseptiques, bactéricides, virucides et fongicides, et médicinales.

Les huiles essentielles sont utilisées dans la nature pour protéger les plantes comme
antibactériens, antiviraux, antifongique, insecticides, et aussi pour décourager les herbivores
en réduisant leur demande pour certaines plantes. lls peuvent aussi attirer certains insectes
pour faciliter la dispersion du pollen et des graines,tout en repoussant d’autres. (Bakkali et
al.,2008; Sharifi-Rad et al.,2017).

2-2- Les alcaloides:

-Définition

W.Meisner a inventé le mot alcaloide au début du XIXe siecle. Winterstein et Treves 1910
description des alcaloides est largement acceptée. Un alcaloide est un composé organique
d’origine naturelle (habituellement d’origine végétale) qui est hétérocyclique avec ’azote

comme hétéroatome, a une structure moléculaire complexe plus ou moins basique, et a des
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propriétés physiologiques prononcées méme a de faibles doses. Ils sont I'une des principales
classes de métabolites secondaires, représentant un groupe fascinant de produits naturels avec
pres de 10000 a 12000 structures distinctes.
On pense que les alcaloides aident les plantes a se défendre contre les herbivores et les
pathogenes. Bon nombre des quelque 12 000 alcaloides connus ont été utilisés comme
produits pharmaceutiques, stimulants, médicaments et poisons en raison de leur puissante
activité biologique. Les analgésiques morphine et codéine, I’agent antinéoplasique
vinblastine, la colchicine anti-goutte, les relaxants musculaires (+)-tubocurarine et papavérine,
I’ajmaline anti-arrhythmique et la scopolamine sédative sont tous des les alcaloides dérivés
qui sont actuellement utilisés en clinique. La caféine, la nicotine et la cocaine ,ainsi que
I’héroine synthétique dérivée de la morphine O-diacétylée,sont des exemples de métabolites
végétaux bien connus. (Koné, 2009; Crozier et al., 2008 ).
-Classification :
Les alcaloides sont généralement classés en :
* Les pseudo-alcaloides : ne sont pas des dérivés des acides aminés.
* |es proto-alcaloides et les alcaloides terpéniques : sont des amines simples dont I'azote
n'est pas inclus dans un systeme hétérocyclique. (Krief, 2003).
2-3- Les terpénes :
-Définition
Les terpénes sont des polymeéres a base d’isopréoides.Ces unités isopréoides sont cing
composés de carbone qui sont des éléments de base communs dans la nature. Ces
isoprénoides sont disposés en terpenes dans un modeéle régulier de la téte a la queue. Les
terpenes émettent des parfums qui leur permettent d’€tre utilisés comme insectifuges, aides a
la pollinisation, préparation de parfum, cosmétiques, et ont plusieurs valeurs médicinales si
elles sont utilisées en quantités suffisantes. La surutilisation du terpene entraine des effets
indésirables comme des convulsions, une dépression du SNC, des nausées et des

vomissements,etc. (Kandi et al .,2015)
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Figure 4 : Structure moléculaire des terpénes observée dans les polyméres
d'unités isoprénoides (5C) (Kandi et al .,2015)

Classification des terpénes :
Les terpenes sont classés en fonction de I'unité isoprénoide attaché Comme :

e Monoterpens (2 unités isoprénoides et 10 atomes de carbone),

e Sesquiterpénes (3 unités isoprénoides et 15 atomes de carbone),

e Diterpénes (4 unités isoprénoides et 20 atomes de carbone),

e Sesterterpenes (5 unités isoprénoides et 25 atomes de carbone),

e Triterpenes (6 unités isoprénoides et 30 atomes de carbone),

e Tétraterpénes (8 unités isoprénoides et 40 atomes de carbone)

e et les polyterpenes (de nombreuses unites isoprénoides).

(Kandi et al .,2015)
2-4- Les composés phénoliques :
2-4-1-Définition :
La notion de composés phénoliques prend en compte a la fois des éléments structuraux et de
I’origine biogenétique des composés. lls se caractérisent par I’existence d’un noyau de
benzene, la présence d’un groupe hydroxyle libre ou la présence d’un ester, d’un éther ou

d’une fonction hétérolatérale. (Krief, 2003)
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2-4-2-Classification :

-Parmi les classes des poly phénols on a : les phénols simples, les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines.

2-4-2-1-les phenols simples : Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, trouve

parmi les phénols simples 1’hydroquinol, le pyrocatéchol et le phloroglucinol. (Chira et al. ;

2008).

2-4-2-2-les acides phénoliques: Ce sont les dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique et de

I’acide cinnamique. Ils sont représentés dans les tableaux 3et 4(Koné, 2009).

R2

OCH3
OH
OH
OCH3

OCH3

R1

OH

Tableau 3 : Dérivés de I’acide benzoique : (Kong, 2009).

R3

OH
OH
OH
OH
OH
H
OCH3

R4
H

H

H

H
OH
H
OCH3
OH
H

Nom de composes

Acide benzoique

Acide salicylique

Acide parahydroxybenzoique

Acide vanilique

Acide gallique (acide trihydroxy di-méta parabenzoique)
Acide 3, 4-dihydroxybenzoique (acideprotocatéchique)
Acide syringique

Acide gentisique

Acide veratrique

Tableau 4 : Dérivés de I’acide cinnamique : (Koné, 2009).

R2

OH

OCH3
OCH3
OH

R3
H
H
H
OH
OH
OH
OH

R4 Nom de composés
H Acide cinnamique
H Acide ortho coumarique
H Acide meta-coumarique
H Acide para-coumarique
H Acide ferulique
OCHS3 Acide sinapique
H Acide caféique

[ 5 )
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OH COOH COOH
HO
H
OH
Phloroglucinol . Acide benzoique Acide gallique
HQ, J°OOH
COOH ;
HO" ™
OH
\
H
H
Acide caféique 3 H
Acide chlorogénique

Figure 5 : Quelques phénols et acides phénoliques (Krief, 2003)

2-4-2-3- les coumarines :

Ceux sont des hétérocycles oxygénés avec la forme essentielle de benzo-2-
pyrone. VVogel a isolé les premiers composés coumariniques de Coumarouna odorata en 1820,
et aujourd’hui pres de 1000 composés coumariniques ont €té trouveés dans plus de 800 especes
végétales et microorganismes.
IIs peuvent étre inclus dans les familles de plantes Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Rutaceae et Solanaceae .lIs sont divisés en quatre groupes en fonction de leurs
caractéristiques structurelles :coumarines de base avec substituants du cycle du
benzéne,furanocoumarines,pyranocoumarines,ceux substitués dans les positions 3 et 4,et
dimers. (Koné, 2009)
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Figure 6: Structure de base des coumarines (Karamat, 2013).
2-4-2-4- les tanins :

Tanin est un terme pour un groupe de polyphénols naturels dérivés du mot francais tanin
(substance de bronzage). Les tanins sont composés phénoliques qui font précipiter les
protéines .Elles sont composées d’un large éventail d’oligomeéres et de polyméres. Les
protéines, ’amidon, la cellulose et les minéraux seront tous utilisés pour créer un complexe.
Les tanins sont des molécules hydrosolubles composés a 1’exception de certaines structures
de poids ; ils sont synthétisés par la voie de 1’acide shikimique, également connue sous le nom
de voie phénylpropanoides.

Les tanins sont également les principes actifs des médicaments a base de plantes. Selon la
littérature, les plantes qui contiennent des tanins sont utilisées comme astringents, contre la
diarrhée, diurétique pour les tumeurs de 1’estomac et du duodénum et anti-inflammatoire.
(Kabera et al.,2014)

Classification :
IIs sont généralement subdiviseés en deux groupes:

e Les tanins hydrolysables :
Les tanins qui peuvent étre hydrolysés ont un hydrate de carbone au milieu de la molécule
(habituellement le D-glucose).
Les groupes phénoliques tels que ’acide gallique (en gallotannins) ou I’acide ellagique (en
ellagitannins) estérifient partiellement ou entierement les groupes hydroxyles des
glucides. Les acides mous ou les bases hydrolysent les tanins hydrolysables pour créer des
acides glucidiques et phénoliques (Ashok& Upadhyaya.,2012)
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e Les tanins condensés :
aussi appelés proanthocyanidines, sont des polymeéres composés de 2 a 50 unités flavonoides
(ou plus)liées par des liaisons carbone-carbone ,qui ne sont pas susceptible d'étre clivé par
hydrolyse. (Ashok& Upadhyaya.,2012)

Unité de base
O OH
//\‘
0
/|/§‘/ f%/
N
HO OH ks
OH »
n . Flavone
Acide gallique
. Hy . Con . .
Classe/polymeére |- Tanins hydrolysables Tanins condensés
Sources PL plantes Plar  plantes

Tableau 5 : Les tanins peuvent étre classés en deux grands groupes : les tanins hydrolysables,
les tanins condensés (Ashok& Upadhyaya.,2012)
2-4-2-5- les Flavonoides :

On compte pres de 6500 flavonoides classes en 12 groupes, et leur nombre ne cesse
d’accroitre. Ce sont des composés qui partagent la composition du diphényle propane C6-C3-
C6 (les trois carbones qui servent de jonction entre les deux noyaux de benzene notée A et B
forment un hétérocyclique oxygéné C).les changements dans 1’hétérocycle C détermineront la

présence de divers groupes structuraux de flavonoides. (Kong, 2009).

!
23 |

——
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Figure 7 : Squelette de base des flavonoides ( Chira et al., 2008)

Classification :

*1| existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principaux sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Fig.8). ( Chira et al.,
2008)

o B
Lo o™

Anthocyanidin J’ Flavon-3-ol J

Tlan nsssns

Flavanone

Figure 8 : Structures de base des principaux flavonoides( Chira et al., 2008)
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2-4-3-Le role des composés phénoliques :

Le réle des composés phénoliques est maintenant reconnu dans divers aspects de la vie

végétale et dans 1’utilisation humaine des plantes. Ils peuvent également intervenir :

>

dans certains aspects de la physiologie végétale (lignification, régulation de la
croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou
parasitaires, etc.);

dans les interactions végétales avec leur environnement biologique et physique
(relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, la résistance aux UV), soit
directement dans la nature ou pendant la conservation post-récolte de certaines
plantes.

dans les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles,
etc.) qui guident les choix de I’homme dans sa consommation d’organes végétaux
(fruits, 1égumes, tubercules, etc.) et de produits dérivés de ceux-ci par transformation ;
dans les variations de certaines caractéristiqgues végétales lors de traitements
technologiques (préparation de jus de fruits, boissons fermentées, etc.) pendant
lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini ;

dans la prévention de ces maladies en raison de leurs interactions potentielles avec

certaines enzymes et proprietes antioxydantes. (Macheix et al ., 2005).
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Chapitre | : Matériels et méthodes
» Objectif de travalil

Cette présente étude vise particulierement a :

T Procéder a I’extraction de 1’extrait de : Globularia Alypum

T Effectuer une étude qualitative par un screening phytochimique en vue de caractériser les
différents métabolites secondaires qui constituent la plante.

_ Reéaliser une étude quantitative par un dosage des composés phénoliques totaux , des
flavonoides, et des flavonols.

T Calculer le rendement de I’extrait.

_ Etudier I’activité antioxydants.

_ Effet scavenger du radical DPPH.

| : Matériels

I-1-matiére végétale :

Dans ce travail de recherche le matériel végétal est représente par Globularia Alypum cette
plante a été récoltée au mois de avril 2021 a la région Arise a Batna qui appartient & nom de
labo.

I-2-réactifs chimiques :

Une série de produits chimiques ont été utilises pour la réalisation de ce travail de recherche
Parmi ces produits :

Folin-Ciocalteu (FC), trichlorure d’aluminium(AICI13), DPPH, Méthanol, Eau, magnésium,
HCI, chloroforme, Ethanol, acétate de sodium, Quercétine (TBHQ), tampon phosphate
ferricyanure de potassium (CeN6Fe6K3), trichloracétique (C2HCI302), chlorure ferrique
(FeClI3) , HCL , I’acide sulfurique (H2SO4).
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I-3-matériel de laboratoire :

Matériels du laboratoire.

Eprouvette graduée

Fiole jaugée

Papier aluminium

Béchers Micropipette Porte-tube a essai
Entonnoirs Spatule Erienmeyer
Tubes a essali Papier filtre Bouteille de gouttelettes

Tableau 6 : matériel du laboratoire.

I-4-Appareillage

Les appareils utilisés dans cette recherche sont :

>

>
>
>
>
>

Balance de laboratoire.

Agitateur.
Rotavap.

Spectrophotométre UV-visible.

PH Métre .

Baine —marie

I1-Méthodes

11-1- La préparation et le fractionnement de I’extrait brut :

» Reécolte : Les feuilles Globularia Alypum L ont été récoltées Durant la période de mois

de avril 2021dans la région de Arise Batna.

» Séchage broyage et tamisage :
température ambiante dans un endroit aéré et ombragé. Apres séchage, a 1’aide d’un
broyeur électrique les feuilles ont été broyeés jusqu’a I’obtention des poudres fines.

Ces derniéres ont €taient tamisées pour récupérer des poudre trés fines, afin d’optimiser

I’extraction.

La poudre a eté conservée dans des flacons en verre fermé et stockés a I’abri de la lumiere.

Les feuilles récoltées ont été séchées a air libre et a
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Figure 9 : Conservation des poudres des plantes.

»  Macération :
additionnées dans un mélange méthanol/eau distillai (80% méthanol et 20% eau) sous

agitation douce pendant deux jours (48 heures) a température ambiante.

> Filtration : ’extrait hydro alcoolique est récupéré dans un premier temps apres

filtration.

figure 10 : méthode de filtration.

» évaporation :
le méthanol est éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans
un Rota vapeur (BUCHI), permettant ainsi d’obtenir un extrait brut (EBr).
Placer la solution cotenant le solvant a évaporer dans le ballon 1 et le mettre ensuite

sous rotation. Ouvrir le robinet d'eau froide relier au réfrigérant. Fermer ensuite la
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vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et faire le vide a
I'intérieur de I'appareillage a I'aide d'une trompe a eau. Si I'évaporation n'est pas assez
rapide, plonger le ballon 1 dans le bain Marie d'eau chaude. Procéder a I'évaporation
jusqu'a disparition complete du solvant.

Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a I'intérieur du

dispositif. Couper I'eau du réfrigérant et de la trompe a eau.

C})_ivm wum gause

sealing of rotary shaft

intet vatve -

vice condenser

vacuum switch valve =

collecting flnsk—.-j
N T

Figure 11 : évaporateur rotatif BUCHI.

» Conservation de I’extrait obtenue :
Une fois D’extrait obtenues, elle est conservée dans un flacon en verre

enveloppée de papier d’aluminium a une température specifique a la dégradation des

extrait .

Figure 12 : I’emballage de 1’extrait a labri de la lumiere.

11-2-Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
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d’huile essentielle obtenue apres I’extraction et la masse de la matiére végeétale utilisee
(AFNOR, 1986). Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule
suivante:

R=Ph Pp 100

P h:poids de I’huile essentielle en g.

P p: poids de la plante en g.

11-3-Tests phytochimiques

Les propriétés chimiques des substances naturelles sont utilisées pour leur mise en

Evidence dans différents extraits de plantes. Le développement de coloration et/ou la
formation de trouble (voire un précipité) témoigne d'une réaction spécifique entre les
groupements chimiques et les réactifs utilisés.

Dans cette partie, nous allons exposer les différents tests utilisés pour détecter qualitativement
Les principales familles de métabolites secondaires dans les feuilles de G.alypum.

11-3-1-Les Flavonoides ; test de shinoda :

2 millilitres de I'extrait aqueux (ou alcoolique) sont Additionnés de quelques tournures de
magnésium et quelques gouttes d'HCI concentré. Le développement de coloration rouge,
orange ou jaune indique la présence des flavonoides (Malec et Pomilio, 2003).

11-3-2-Les tanins :

Un volume d'extrait aqueux (ou alcoolique) est d'additionné de quelques gouttes de FeC13 a
1 %. Le développement de coloration bleu, bleu noir ou vert indique la présence des tannins
(Karumi, 2004).

11-3-3-Les terpénoides ; test de Salkowski :

5 ml d'un extrait aqueux sont délicatement mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3ml de
I’acide sulfurique (H2SO4) concentré. Le développement d'une coloration marron a l'interface
indique la présence des terpénoides (Edeoga et al., 2005).

11-3-4-Les polyphénols :

Huit gouttes d’une solution diluée de chlorure ferrique (FeCl 3 ) a 2% sont ajoutées a 1 ml de
I’extrait. Aprés quelques minutes d’incubation a température ambiante, le chlorure ferrique
développe une coloration bleu-noir ou verte plus au mois fonce fut le signe de présence des
polyphénols.

11-4-Le dosage

I1-4-1-Dosage des polyphénols

Principe :




Chapitre I : Materiels et méthodes

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la méthode
colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Ali-Rachedi et al.,2018).

Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-
Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleu constitué d’oxyde de tungsténe et de
molybdeéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques
oxydes (Hadj Mohamed et al., 2021).

Protocol :

Les cinq extraits (200 pl) ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et
a 2 ml de H20, et incubés a la température ambiante pendant 4 minutes. Aprés 1’addi-tion de
0,8 ml de bicarbonate de sodium de 7,5% au mélange, les polyphénols totaux étaient
déterminés apres 2 heures d’incubation a la température ambiante. L’absorbance de la couleur
bleue en résultant a ét¢ mesurée au A max = 765 nanometres avec un spectrophotometre de
Shi-madzu UV-VIS. La quantification a été faite en ce qui concerne la courbe standard de
I’acide gallique. (Ghedadba et al., 2015)

11-4-2-Dosage des flavonoides totaux

Principe :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al.,2006) Est utilisé
pour quantifier le contenu en flavonoides dans nos extraits
Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (-OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de former avec son groupement -CO et le chlorure d’aluminium un complexe
coloré. L'apparition de la couleur jaune indique la formation de ce complexe. Ceci se traduit
par le fait que le métal (Al) a perdu deux ¢électrons pour s’unir a deux
oxygénes de la molécule phénolique agissant comme donneurs d’électrons.

Protocol :
0.5 ml de chaque extrait ou standard (préparé dans I'éthanol) sont ajoutés a 0.5 ml de la
solution d’AICI3 (2 % préparé dans 1'éthanol). Aprés une heure d’incubation a 1’obscurité,
I’absorbance a été mesurée a A = 420 nm chaque lecture est répetée trios fois.
11-4-3-Dosage des flavonols totaux
La méthode d’acétate de sodium est utilisée pour le dosage des flavonols totaux, avec quelque
modification.

Protocol :
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On ajoutel ml d'une solution d’AICI3 (2%) et 1.5 ml d’acétate de sodium (50 g/l) pour 1 ml
de chaque extrait, I'incubation se fait pendant 2 heures et demie a I’obscurité. L apparition de
couleur jaune foncé indique la présence des flavonols L’absorbance de chaque solution a été
mesurée a A = 440 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisé en paralleéle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant la quercétine a différente concentration (0.01 a 0.1 mg/ml).
Les résultats sont exprimés milligramme équivalent de la quercetine par gramme de matiere
seche (mg EQ/Q).

I1-5-Tests, in vitro, de I’activité anti oxydant

11-5-1-Effet scavenger du radical DPPH

Pour étudier I’activité anti radicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) comme un radical libre relativement stable,
selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005). Dans ce test les antioxydants réduisent le
diphényl picryl-hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-
hydrazine,

dont [lintensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
Brievement, La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol. 25 puL des solutions d’extraits ou standards (quercétine, TBHQ)
sont ajoutés a 975 pL DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est
mesurée a 517 nm . L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

1% d’inhibition = [(Abs contréle— Abs test)/ Abs contr6le] x 100

| %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire Abs Contréle : Absorbance de la solution du
DPPH au temps 0

Abs test : Absorbance de I'extrait.

\
+ Antioxydant-OH A AN ] + Antioxydant-O°*

DPPH (violet) DPPHH (jaune)
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Figure 13 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl )(Congo,2012)

11-5-2- La capacité réductrice du fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur des différents extraits est estimé en appliquant la méthode de
(Yildirin et al. 2001).
a) Principe
L’évaluation du pouvoir réducteur est basé sur la réduction du complexe fer ferrique
(Fe+3) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe+2), en présence des antioxydants
réducteurs, dont la couleur est verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de
I’extrait(Gulgin et al., 2003).
b) Mode opératoire
Un volume de 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de
potassium (C6N6Fe6K3) (1%) est ajouté a 1 ml de chaque extrait (a différentes
concentrations). 2,5 ml d’acide trichloracétique (C2HCI1302) (10%) sont ajoutés au mélange
apres une incubation de 20 min a 50°C. Aprés centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min, 2,5
ml du surnageant sont mélangés avec 2,5 ml d’cau distillée et 0,5 ml de chlorure

ferrique (FeCl3) (0,1%).1’absorbance est mesurée a 700nm.

2 S ,{;/\_V,/N\ //‘h\ Z 1‘\ -~ - 7
| WY W C 1 77 ™
N / NN N N
~Fe(lll) T — Fe(ll)
NN AN A > RN
\ N X
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Fe'-“TPTZ + reducing antioxidant ————  Fe’-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 14 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferric Reducing antioxidant power) (Prior

et al.,2005).
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

1-L’extraction :

La méthode d’extraction suivie (Markham, 1982) est recommandée pour I’extraction
des polyphénols et des flavonoides. L’extraction est effectuée en deux grandes étapes, la
premiere est une extraction par un mélange hydroalcoolique (méthanol/eau) pour obtenir
initialement D’extrait brut contenant les biomolécules totaux. La deuxiéme étape de
fractionnement est réalisee par une série de solvants a polarité croissante (hexane,
chloroforme, acétate d’éthyle) permettant ainsi de séparer les composés de I’extrait brut selon
leur degreé de solubilité dans les solvants d’extraction. (Andersen et Markham, 2006).

2- Screening phytochimique
Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés pour Gloubularia

sont mentionnés dans le tableau ci-dessous.

Tableau -7- Screening phytochimique du mélange étudié

Les molécules Extrait méthanolique.
Les Polyphenol +
Les tanins +
Les flavonoides +
Les Terpenoides +

+ indique relativement une présence

’ s
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Figure 15 : les résultats des tests Phytochimique
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Discussion

Le screening phytochimique des extraits révele la présence ou 1’absence d’un groupe
de métabolite secondaire

L’étude phytochimique de I’extrait méthanolique de Globularia alypum a montré que
cette plante contient : des flavonoides, des tanins, des poly phénols et des terpénoides donc
elle est riche en métabolites secondaire.
L’abondance en principes actifs confére a la plante des propriétés pharmacologiques
remarquable .Ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et pour
lesquelles elle est utilisée en médecine traditionnelle.
2-1-Les tanins
Les tanins ont un effet anti diarrhéique; ils sont vasoconstricteurs et limitent la perte enfluides,
ces propriétés, ajoutées par ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules
intéressantes pour la régénération des tissus en cas de blessures superficielles, et les rendent
utilisables dans le traitement des diarrhées infectieuses (Bruneton, 1999).
Les tanins possédent une forte activité antioxydante, ce sont de trées bons piégeurs des
radicaux libres et inhibent la formation du radical superoxyde (Bediaga, 2011).
D’autres résultats de Boukri 2014 qui a trouvé des teneurs moyens en tanins condensés sont
enregistrés dans les extraits de Myristica fragrans et Pimpinella anisum. Ces composés sont
faiblement présents dans les extraits de Foeniculum vulgare et Piper nigrum, mais trés
faiblement dans 1’extrait de Coriandrum sativum. Les extraits de Curcuma longa, Zingiber
officinale,Rosa damascena, Cinnamomum cassia, Cuminum cyminum et le mélange d’épices
ne renferment pas des tanins galliques.
2-2-Les Flavonoides
Cette sous classe des polyphénols est apparue fortement dans notre étude. Une étude réalisée
par Hachani (2017) qui a approuvé la richesse du curcuma, du gingembre, et surtout le poivre
noir en flavonoides.
Les flavonoides sont reconnus par de nombreuses activités biologiques, ces activités
sont attribuées en partie, aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. Car les
flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives oxygénées
(Fuhrman et al., 1995).
2-3-Les Terpenoides
Selon les tests effectues par Boukri (2014) qui a trouve que le Curcuma longa

est le plus riche. Ainsi que la Coriandrum sativum, Zingiber officinale, Cinnamomum cassia
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avec des teneurs fortes. Les terpénoides semblent moyennement existent dans Myristica
fragrans, Piper nigrum et Pimpinella anisum. Des faibles teneurs de Foeniculum vulgare,
Rosa damascena et Cuminum cyminum en ces composés. L’épice le plus pauvre en

térpénoides est le Carum carvi.

3-Tests quantitatifs (Dosages)

3-1-Dosage des polyphénol

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin
Ciocalteu, C’est 'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols des plantes médicinales et des nourritures. L’acide gallique est le standard
employé le plus souvent dans cette méthode.

En utilisant un graduant de concentration allant de 0.03 a 0.3 (mg/ml), pour I'acide gallique,
on obtient les valeurs des absorbances correspondantes (tableau 9) a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Vis, les résultats obtenus sont représentés par une courbe d’étalonnage
(figure 16). L’équation linéaire obtenue a partir de cette courbe est : Y=9.337 X - 0.144, ou
Y représente I'absorbance et X représente la concentration. La valeur de R? = 0.993.

Tableau 8 : Absorbances de la gamme de concentration d'acide gallique
Concentration 0.3 0.24 0.21 0.18 0.15 0.12 0.09 0.06 0.03
(Mg/ml)

Absorbancea 2560 2.165 2.482 1623 0.290 0.062 0.619 0.379 0.100
(765nm)
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y=9.3374x - 0.1449
R?=0.9937
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Figure 16 : courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Les concentrations des polyphénols totaux des extraits d'éthanol sont calculées a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (Y=9.337 X -
0.144). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un
gramme de ’extrait (mg EAG/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations
sur les quantités des polyphénols totaux contenus dans les échantillons de Gloubularia .

o Les résultats de dosage des polyphénols totaux révelent que 1’extrait méthanolique de GA
riche en polyphénols. Ce qui réfere la solubilite relative des polyphénols de GA dans le
méthanol et I’eau respectivement en fait la solubilité des polyphénols est gouvernée par le
type de solvant utilisé.

Pour une plus haute récupération de polyphénols le méthanol est le solvant approprié.
3-2-Teneurs en Flavonoides totaux

La teneur en poly phénols totaux a été estimée par la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3), la rutine a été utilisé comme standard, elle est employée le plus souvent dans cette

méthode .En utilisant un graduant de concentration allant de 0.01 a 0.1 (mg/mL), pour la

rutine, on obtient les valeurs des absorbances correspondantes (tableau) a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-Vis, les résultats obtenus sont représentés par une courbe d’étalonnage

(figure). L’équation linéaire obtenue a partir de cette courbe est : Y= 35.77 X - 0.25, ou Y

représente lI'absorbance et X représente la concentration. La valeur de R2 = 0.989.
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Tableau 9 : Absorbances de la gamme de concentration de la rutine
Concentration 0.1 0.09 0.08 007 006 0.05 004 003 002 0.01
(Mg/ml)

Absorbance 291 295 273 220 194 136 131 081 039 0.16
a (420 nm)

y = 35.775x - 0.25
3 R? = 0.9899

25

Absorbance (nm)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 01
Concentration (mg/ml)

Figure 17 : courbe d'étalonnage de la rutine

Les concentrations des flavonoides totaux des extraits d'éthanol sont calculées a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la rutine (Y= 35.77 X - 0.25).
Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la rutine par un gramme de
I’extrait (mg EAG/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les
quantités des flavonoides totaux contenus dans les échantillons de Gloubularia.

e [’estimation quantitative des flavonoides totaux montre que 1’extrait méthanolique

Globularia alypum est riche en Flavonoides.

3-3- La teneur en flavonols totaux
La teneur en flavonols totaux a été estimée par la méthode d'acétate de sodium, la quercétine a
été utilise comme standard.
En utilisant un graduant de concentration allant de 0.01 a 0.1 (mg/ml), pour la quercétine, on
obtient les valeurs des absorbances correspondantes (tableau 11) a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Vis, les résultats obtenus sont représentés par une courbe d’étalonnage
(figure18). L’équation linéaire obtenue a partir de cette courbe est : Y=24.59 X - 0.008, ou Y

représente lI'absorbance et X représente la concentration. La valeur de R? = 0.994.
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Tableau 10:Absorbances de la gamme de concentration de la quercétine
Concentration 0.1  0.09 008 007 006 005 004 003 0.02 0.01
(mg /ml)

Absorbance a 2.5 2.1 199 178 144 118 097 075 053 0.2
440 (nm)

w
|

y =24.594x - 0.0087
R?=0.9949

N
n

N
1

Absorbance (nm)
=
[N wn
1 1

o
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1

o

0 0.02 004 006 0.08 0.1 0.12

Concentration (mg/ml)

Figure 18:courbe d'étalonnage de la quercétine

Les concentrations des flavonols totaux des extraits d'éthanol et des extraits de
I'hexane sont calculées a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (Y= 24.59 X - 0.008). Les resultats sont exprimes en
milligramme d’équivalent de la quercétine par un gramme de D’extrait (mg EQ/g
d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des
flavonols totaux contenus dans les échantillons de Gloubularia.

* L’estimation quantitative des flavonols totaux montre que 1’extrait méthanolique

Globularia alypum est riche en Flavonols.
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4-L’activité anti oxydant

4-1- DPPH
Le test de réduction du radical DPPH est largement utilis€¢ pour 1’évaluation des activitées
antioxydantes. Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un atome d’hydrogene
pour devenir une molécule stable non radicalaire. La capacité de réduire ce radical est
déterminée par la diminution de I’absorbance a 517 nm induite par la substance étudiée. Les
profiles d’activité antiradicalaire obtenus revelent que les extraits de Globularia alypum

possedent une activité antiradicalaire dose dépendante. L’IC50 de chacun des différents

extraits ont été déterminées

0,125 15,73
0,25 30,38
0.5 46,77
0,75 74,03
il 89,5
DPPH
100
90
_ 80 /
£ 70 o
S 60
3 50
£ 4 4 v =84.592x +6.8711 o Seriesl
= R2=0.9914
20 ——Linear (Series1)
20 Fe
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de

I’extrait méthanolique.
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e Dr’apres les résultats ci dissous on observe une augmentation de pourcentage
d’inhibition de radical libre proportionnellement avec 1’augmentation de la
concentration des extraits.

La capacité anti oxydante des différents extraits a été déterminée a partir de 1’1C50 ;
c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH.

Plus la valeur d’IC50 est basse plus 1’activité anti oxydante d’ un composé est grand.
Ces résultats indiquant clairement que les extraits de feuille de GA possédent une

bonne activité antioxydant.

4-2-Réduction du fer :FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’évaluation de I’activité anti oxydante par réduction du fer est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Li et
al., 2007).

Le pouvoir réducteur de deux extraits avec déférentes est estimé en appliquant la méthode de
Yildirin et al., 2001). (figure 20)

0.8

0,7
0,6
0,5

—4—Sériel

04 -
0,3
0,2 4

01 +

0 500 1000 1500 2000 2500

Figure 20 : Le pouvoir réducteur des extraits méthanolique des feuilles de GA selon la
méthode de FRAP

La comparaison du pouvoir réducteur a été effectuée par I’extrapolation des absorbances des
extraits sur la courbe d’étalonnage d’acide ascorbique qui a utilis€ comme Standard avec

différentes concentrations (50 — 250ug/ml)
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Figure 21 : La courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique pour le test pouvoir réducteur.

Pour une meilleure comparaison entre les deux extraits et le standard on a choisi une

Concentration commune 200ug/ml.

e D’aprés le graphe de figure nous remarquons que le pouvoir réducteur des extraits du
plant GA est dose dépendant (concentration dépendant) c'est-a-dire que la capacité de
réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits ; il est
probablement d0 a la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui
peuvent servir comme donneur d’électron par conséquent les antioxydants sont considerés
comme des réducteurs et inactivations des oxydases.

Les extraits de la plante GA présent un pouvoir réducteur proche au standard (1’acide

ascorbique).
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Ces resultats nous ont permet de conclure que I’extrait méthanolique de feuille de GA de la

région de (Arise) présent une meilleur activité antioxydant.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales sont utilisées pour guérir une variété de maladies partout dans le
monde, y compris I’inflammation, le diabéte, les maladies cardiaques, et le cancer... Les
composés ayant de forts effets thérapeutiques peuvent étre trouvés dans une large gamme de
préparations medicales végétales important. L’utilisation des plantes médicinales a suscité
beaucoup de curiosité.
Dans le domaine de la recherche biomédicale .Ce type de traitement empéche les métabolites
secondaires lors de I’utilisation de médicaments synthétisés chimiquement.
Pour permettre une utilisation généralisée des plantes médicinales dans la médecine moderne,
la recherche et le développement de nouveau traitement important est demandé. Cependant,
I'information scientifique sur les activités biologiques des plantes médicinales, y compris
Globularia alypum est encore insuffisante. De ce fait, on a inspiré cette étude, une demande
tres croissante pour revenir & la nature dans le but de chercher des soins de santé et de
nouveau traitement est une autre motivation importante.
Dans le présent travail, nous nous somme intéressé¢ a 1’étude des activités biologiques de
I’extrait méthanolique d’une plante Algérienne appartenant au genre Globularia
(Globulariaceae ).
GAME a démontré sa richesse et surtout divers produits chimiques composés qui sont a
l'origine de ces différents activités (antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactéri et effet
cicatrisant). Ces résultats justifient son utilisation traditionnelle pour traiter les infections et
les blessures. Des études supplémentaires doivent étre effectuées pour l'isolement des
composés bioactifs présents dans GAME pour I'avenir une application clinique.
L’analyse qualitative de I’extrait méthanolique obtenus des feuilles du Globularia alypum, a
mis en évidence la présence des composés phénoliques, des tanins, des Térpenoides,
flavonoides, alors que I’analyse quantitative des extraits du Globularia alypum est
représentees par le dosage spectrale des poly phénols, des flavonoides et flavonols.
Les différents extraits testés ont manifesté une activité anti oxydante mesurée in vitro par les
tests DPPH, Pouvoir réducteur du fer ferreux.
A partir de ces résultats, on peut conclure que cette plante représente une source naturelle et

prometteuse de molécules chimiques qui possede des activités biologiques trés importantes.
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