Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

© 00 N o o~ WwDN

Figure 10
Figure 11
Figure 12
Figure 13
Figure 14
Figure 15
Figure 16
Figure 17

Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :

Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :

Figure 28
Figure 29
Figure 30

: Schéma de l'extraction par Soxhlet.

: phase d’initiation.

: Phase de propagation.

: Phase de terminaison.

: Structure de la vitamine C.

: Structure de la vitamine E.

: Structure du 3-caroténe.

: Structure générale du noyau des flaices.
: Structure de la gallate d’épigalocettiirge.

: Noyau de base des coumarines.

: Structure du resvératrol.

: Structure de la manguiférine.

: Antioxydants de synthese les plussdtdi

: Daphne gnidium de Beni Ammart.

: O. elongatum de Beni Ammart.

Cistus salviifolius.

Schéma de I'extracteur Soxhlet.
Evaporateur (BUCHI).

Photo sonde immergée dans I'échantillon

I'appareil de sonication.

inactive.

structure de l'acide gallique.

structure quercetine

Photo du rat Wistar anesthésie et @ac#ecubitus.

Ouverture de la cavité abdominale gug®sn du LVM.

bleu de méthylene.

: Ensemble du montage utilisé lors deeldusion du lit mésentérique.

: Rendement de I'extraction par soxhle.

: Rendement de I'extraction par Sonicatio

Schéma de transformation du DPPH dereze active a celle

Lit mésentérique mis en évidence parperfusion colorée par du

P.34
P.34
P.35
P.35
P.36

P.37
.38P
P.39

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES

& 212 (0) 535602953 Fax: 212 (0)5 356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Figure 31

Figure 32
Figure 33
Figure 34
Figure 35

Figure 36

Figure 37

Figure 38
Figure 39

Figure 40
Figure 41
Figure 42

Figure 43 :
Figure 44 :
Figure 45 :
Figure 46 :

: Rendements de I'extraction de la Ddigimn par les deux méthodes
d’extraction.
: Rendements de I'extraction par Sorocapiour les trois plantes.
: Courbe d’étalonnage d’AG.
: Courbe d’étalonnage du Quercitine.
: Teneurs en polyphénols des extraif3.dgidium par sonication
et par soxlhet.
: Teneurs en flavonoides des extraits.dgdium par sonication
et par soxlhet.
: Teneurs en polyphénols des extraitegiaits d'O.elongatum
et C. salviifolius.
: Teneurs en flavonoides des extraitsafi@gatum et C. salviifolius.
1: Pouvoir antioxydant des extraits dgidium et du BHT en
fonction de la concentration, selon le test au DPPH
: CI50 des extraits de D. gnidium parncation et par soxlhet.
2: Pouvoir antioxydant des extraits gémntes 2 et 3et du BHT.
: GJpdes plantes 2 et 3
Effet vasodilatateur de I'extrait d'&até d’éthyle de D gniduim
Effet vasodilatateur de I'extrait métbbque d’O elongatum.

Effet vasodilatateur de I'extrait d'taté d’éthyle d’O elongatum.

Effet vasodilatateur de I'extrait deldorométhane de C.salviifolius.

P.40
P.41
P.41
P.42

P.42

P.43

P.43
P.45

P 45

P 47

P.47

P.48
P.49
P.49
P.50

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Tableau 1
Tableau 2
Tableau 3
Tableau 4
Tableau 5
Tableau 6
Tableau 7

Tableau 8

Tableau 9

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques ,
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Liste Des Tableaux

. Liste des principaux oxydants. P.12

: Principales sources de productiorratdisaux libres. P.13
: Matériel végétal étudié. pP.27

: Rendements des différents extraits. 38 P
: Rendements des extraits. P.38

: tableau récapitulatif regroupantéeslements des différents extraits. P.40

: Quantité des polyphénols et des flaides dans les extraits. P.42
de Daphne gnidium pour les deux méthodes d’extmacti

: Quantités des polyphénols et desfilaides dans les extraits de P.43
la plante 2 et la plante 3.

: Pouvoir d'inhibition du DPPH parde$raits de D. gnidium et par P.44

le BHT.

Tableau 10 : Pouvoir d'inhibition du DPPH par cheagutrait et par le BHT P.46

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

e

Liste des abréviations

Ach :Acéthylcholine.

AG :acide gallique.

AIClI 3 : chlorure d’aluminium.

BHA : 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole.

BHT : 3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluene.

CacCl, : Chlorure de calcium.

CLHP : Chromatographie liquide a haute performance

CG/SM :Chromatographie en phase gazeuse-Spectrométnaske

DPPH :2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl.

ERO :Espéces réactives oxygénées.
C150 :Concentration inhibitrice & 50%
KCI : Chlorure de potassium.

KH PO, :Dihydrogénophosphate de potassium.
LVM . Lit vasculaire mésentérique.

MgSO, : Sulfate de magnésium.

NaCl :Chlorure de sodium.

Na,COz : Carbonate de sodium.

NaNO; : nitrite de sodium.

NaOH : Hydroxyde de sodium.

PAM : Plante médicinale et aromatique.
PHE . :Phényléphrine.
PG :Gallate de propyle.
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L’'oxygene est un élément crucial pour la vie deganrsmes aérobiques, toutefois il peut
former des especes partiellement réduites et femertoxiques appelées les radicaux libres ou
encore les especes réactives oxygénées (ERO). [1]

Les especes réactives oxygénées (ERO) sont impbauigns des processus physiologiques a
de faibles quantités. Cependant, I'excés de laymtimh des ERO peut devenir toxique pour les
composants majeurs de la cellule, les lipidespteines et les acides nucléiques, et donne lieu a
stress oxydatif qui sera impliqué dans diverselsglagiies a savoir les maladies neurodégénératives
(Alzheimer, Parkinson), le diabete, les cancessmaladies inflammatoires et le vieillissemé2it

L'oxydation des lipides représente, par ailleurs, probleme important pour certaines
industries, puisqu’elle est responsable de la baiss qualité et de la diminution de la durée de
conservation des produits cosmeétiques et alimastalLe phénomeéne conduit a I'odeur rance des
nourritures en putréfaction. [3]

Face a ce danger les cellules utilisent de nombsesisatégies antioxydantes pour éliminer ou
minimiser le dommage oxydatif. Selon leur type, dasioxydants peuvent agir en réduisant ou en
dismutant les ERO, en les piégeant pour formeramposé stableSous certaines conditions, ces
systemes antioxydants endogenes ne peuvent patoforer efficacement. Cette dysfonction
antioxydante peut étre corrigée par des antioxydarbgenes alimentaires, soit naturels ou de
synthese. [2]

Toute fois, il y a une préoccupation concernant défets indésirables des antioxydants
destinés actuellement a la lutte contre le stregdamt.

De ce fait, I'exploitation de nouvelles moléculemdrtives ayant des effets secondaires
limités ou inexistants et leur adoption comme uber@ative aux molécules existantes est devenue
un objectif prioritaire pour les recherches scientiBg et dans les domaineimentaires et
pharmaceutiques. [2]

Dans cet ordre d’idée, les plantes médicinales titoast une source inépuisable de
substances ayant des activités biologiques et @wnlogiques trés variées. Elles représentent,
donc, une voie prometteuse pour le développemennae/eaux médicaments. Récemment,

beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantdgimaes pour leur richesse en antioxydants
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naturels a savoir les polyphénols, les flavonoidedes tannins, qui possedent des activités

antioxydantes et antimicrobiennes. [2]
Ce travail vise a étudier l'activité antioxydantevasodilatatrice de trois plantes:

» Daphne gnidium ;
» Origanum elongatum;
» Cistus salviifolius.

Notre travail sera réparti en deux parties :

- une premiere partie relative a I'étude bibliodrigpie des trois plantes et des activités recheschée
- et une deuxieme partie réservée aux travaux empRtaux subdivisée en deux chapitres : le
premier présente les méthodes et les techniques utilisées |p réalisation de ce travail et le

deuxiemeconsacré a la présentation et a la discussionédeftats obtenus.
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Partie 1 Etude bibliographique

|. Plantes aromatiques et médicinales(PAM)

1. Généralités

L’histoire des plantes aromatiques et médicinalesAdM.» est associée a I'évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du mondastoire des peuples montre que ces plantes ont
toujours occupé une place importante en médecies th composition des parfums et dans les

préparations culinaires. [4]
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De nos jours, entre 20.000 et 25.000 plantes gdisees dans la pharmacopée humaine, 75%

des médicaments ont une origine végétale et 25%ird’@ux contiennent au moins une molécule
active d’origine végétale [5].

Les grands types de plantes aromatiques et méldisintiles a 'homme peuvent étre définis
par leur principal usage [5]. On peut citer :
- plantes pour tisanes, boissons hygiéniques gtéhaent,
- plantes a usages cosmétiques,
- plantes a usages aromatiques et condimentaires,
- plantes a usages alimentaires,
- plantes a usages industriels,
- plantes médicinales.

2. Définitions des plantes médicinales et aromatiques

» Plantes médicinales
Les plantes médicinales sont des drogues végé&taigsau moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses [7]. Elles saritlisées en phytothérapie et en médecine popufste guérir
certaines pathologiehez 'Homme et cheles animaux [6].
Les plantes médicinales continuent de répondre lgesnin important malgré l'influence croissante

du systéme sanitaire moderne [8].
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» Plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont des plantes a parfum pénétrant et agréable di a des huiles
essentielles appelées communément essences, qui sont des mélanges de constituants plus ou moins nombreux. [9
3. Domaines d’application des plantes medicinales
Les substances naturelles issues des végeétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
industrie (alimentaire, cosmétique et en dermopharmacie). Parmi ces composés on retrouve dans
une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique. La
Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et les recherches
scientifiques mettent en évidence chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matiere:

premiéres pour la semi-synthese. [10]

4. Plantes aromatiques et médicinales au Maroc

Par ses contrastes géographiques, le Maroc offre une gamme variée de bioclimats permettant
l'installation d’une flore riche (plus de 4200 espéces) et une diversité de ressources phylogénétiques
en PAM (600 especes) [5].

Le Maroc est un producteur traditionnel de PAM, et un fournisseur exclusif de plusieurs
huiles essentielles comme I'armoise, la camomille sauvage et la tanaisie annuelle, il est I'un des
principaux fournisseurs a I'échelle mondiale (de romarin, de verveine, de rose, de coriandre, de
menthe pouliot, etc.) [5].Cette activité met en exploitation aussi bien des plantes spontanées que
des plantes séchées pour les besoins d’herboristerie et les aromates alimentaires. Plus d'une
vingtaine d’especes sont utilisées pour la production d’huiles essentielles ou d’autres extraits
aromatiques destinés essentiellement a I'industrie de parfumerie et cosmétique ainsi que pour la
préparation des produits d’hygiéne et de la formation des ardmes. [11]

La production des PAM au Maroc se révele ainsi riche et diversifiee, ce qui constitue un
important atout pour I'établissement et le développement du secteur. Plusieurs produits sont connus
sur le marché international comme étant des produits typiquement marocains. Cela signifie que la
profession d’exploitation des PAM au Maroc, malgré ses faiblesses, a réussi a introduire sur le

marché international plusieurs produits nouveaux. [11]
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ll. Différents procédés d’extraction des principes adis des plantes
3. Définitions

1.1 Extraction

Une extraction consisteratirer (extraire) une ou desspéces chimiqued’un milieu solide

ou liquide. [12]

1.2 Principes actifs

En plus des métabolites primaires, tels que lesids, les acides aminés, les acides gras, les
cytochromes, les chlorophylles, et les interméd&imétaboliques des voies anaboliques et
cataboliques, qui se produisent dans toute espégétale, les plantes contiennent également une

grande variété de substances, appelées les méals#condaires deas principes actifs Certains

métabolites secondaires sont limités a quelquescespde plantes, ou ils accomplissent des
fonctions écologiques spécifiques, telles querbation des insectes pour transférer le pollen, ou
aux animaux pour consommer des fruits et de cattenf pour propagéa graine, et pour agir en
tant que pesticides naturels [13].

L'intérét des métabolites secondaires a considénadht augmenté ces derniéres années en
raison de la diversité de leurs effets thérapeatat/ou prophylactique [13].
Les principes actifs des plantes peuvent étre gown familles chimiques parmi lesquelles on

trouve [14].

. Alcaloides morphine, nicotine, pavot...

. Glucosides verveine, tilleul, hamamélis...
. Saponines réglisse, bouillon blanc...

. Tanins: écorce de chéne...
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4. Techniques d’extraction des principes actifs des ahtes

Le procédé d’extraction est basé sur la difféerasheeolubilités des composés d’'un mélange
dans un solvant. Le mélange peut étre solide audiég Dans notre travail, nous nous intéressons
aux procédeés d’extraction a partir d’'un systéemalspla plante.

Il existe plusieurs techniques d’extractions. Cexhhiques peuvent étre traditionnelles,

conventionnelles (utilisées depuis longtemps) etveles (développées plus récemment).

2.1 Techniques traditionnelles[15]

Avec les techniques traditionnelles, les plantasvpet étre utilisées enfusion, décoction

ou macération.

> Infusion

Cette technique est nécessaire si I'on utiliseplaties fragiles et nobles de la plante (telles
gue les fleurs, sommités fleuries). Le procédé istasci, en premier, a faire bouillir une certaine
guantité d’eau. Dés le début de I'ébullition, otireele récipient de la source de chaleur. On y
ajoute la quantité nécessaire de plante et orelaifgser (en général de 10 a 20 minutes). Orefiltr

ensuite, pour consommer le filtrat apres avoirskiign peu refroidir éventuellement.
» Décoction

Elle est utile lorsque l'on utilise les parties ésir ligneuses de la plante (racines, rhizomes,
écorces). On met en présence les quantités reqigsptante et d’eau sur une source de chaleur,
puis on chauffe jusqu’a ébullition. La décoctionmpet une extraction plus compléte des principes
actifs que l'infusion, mais ne s’applique pas atdoles plantes, la température modifiant ou
dégradant certains principes.

Exemple: On a eu recours a la décoction pour egttes principes actifs de I'’écorce de saule, le «

salicoside », qui est le précurseur de I'aspirine.
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Figure 1: Structure du salicoside

> Macération

On peut soit faire au préalable une décoction stiiem laisser macérer toute la nuit, apres
avoir arrété de chauffer, soit laisser macéreoid fles le départ.

La préparation de la macération est la méme qle @ell'infusion, a la différence qu’il suffit
de laisser en contact plusieurs heures, voire glusijours les plantes et le liquide extracteur.
Exemple: c’est du quinquina que la chimie a extlaitquinine, seul médicament autrefois

disponible pour lutter contre les fievres du paduut.

2.2 Techniques conventionnellefl 6]
Parmi les techniques conventionnelles, on trouve :

» L'entrainement a la vapeur (hydrodistillation):

C’est une technique largement utilisée pour I'eotican des huiles essentielles. L’avantage de
cette technique réside endaminutionde la température de distillation. Lesmposés volatils sont
donc entrainés a des températures beaucoup plseshase leur température d’ébullition, ce qui
evite leur décomposition.

» L’extraction par Soxhlet:

C’est une méthode classique pour I'extraction seliguide. Les avantages du Soxhlet sont
les suivants : I'’échantillon entre rapidement entact avec une portion de solvant pur, ce qui aide

déplacer I'équilibre de transfert vers le solvda.plus, Cette méthode ne nécessite pas de filtrati
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aprés  extraction et peut étre utilisée quelque sd&a matrice veégétale.
Ses inconvénients les plus significatifs sont leedumportante d’extraction et la grande quanté d
solvant consommeée (devant étre ultérieurement @éggpme qui limite sa rentabilité économique et
la rend peu écologique. Il n'y pas de possibilgémvailler a froid, ce qui peut étre génant ales
substances sensibles a la chaleur. Cette techegjuenitée d’'un point de vue de la sélectivité du

solvant et n’est pas facilement automatisable.

Figure 2: Schéma de I'extraction par Soxhlet.

> L'extraction en mode batch par agitation

L’avantage majeur de l'extraction en mode batch pgitation devant le Soxhlet est
la possibilité de travailler facilement avec dedanges de solvants et de contréler la température
d’extraction pour éviter le risque de destructias @domposés thermolabiles. C’est une méthode
simple et efficace mais qui exige des procédurestépeures de filtration et de concentration
relativement longues.

» L'extraction assistée par sonication

C’est une méthode simple, efficace et peu couteébsg.avantages les plus significatifs sont

liés a 'augmentation du rendement d’extractionred accélération de la cinétique par rapport a une
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extraction classique. Elle permet de travaillerea températures relativement basses et d’éviter la
thermodestruction des composés.

Cette technique est facile a mettre en ceuvre. CotarS@xhlet, I'extraction par sonication
permet d'utiliser une large gamme de solvant afiobtnir différents composés naturels.
Cependant, I'effet de I'extraction par ultrasonslsurendement et la cinétique d’extraction estlié
la nature de la matrice végétale. Cette méthodgenmet pas de renouveler le solvant pendant le

processus. L’étape limitante est la filtrationeetihgcage apres I'extraction.

2.3 Techniques nouvelles

Afin de pallier aux problemes environnementauxcem@miques dus a la grande quantité de
solvant demandée par les méthodes classiques,epissiméthodes utilisant des parametres
physiques sont apparues. [17]

Parmi les « techniques nouvelles » on peut cites]:

> L’extraction assistée par micro-ondefHydroDistillation par Micro-ondes
sous Vide pulsé (VMHD)):

Elle utilise de plus petites quantités de solvargst pas colteuse et est considérablement

rapide. Cependant, la température opératoire de tmthnique est relativement haute (100 — 150
°C), ce qui pose des problemes quand il s’agit 'é&trhction d’antioxydants. Les autres
inconvénients de cette technique sont d’'une paremelement faible lorsque les solutés ou les
solvants sont apolaires et d'autre part le besanl'dtape postérieure de filtration ou de
centrifugation pour éliminer le résidu solide dextrait.

» L'extraction accélérée par solvants (Accelerated Seent Extraction ASE®)) :

Technique brevetée de la société DIONEX qui utiliss solvants conventionnels a
des températures (50 — 200 °C) et des pressiofls{1b0 bar) élevées. La pression exercée est
assez élevée pour maintenir le solvant a I'étatidigf & température élevée. Pendant 'ASE®, le
solvant reste toujours en dessous de ses conditioiigues. Les avantages de cette technique
devant les techniques conventionnelles sont lesasts : on évite les échauffements locaux et on
consomme de plus petites quantités de solvant epa@ison a I'extraction par Soxhlet et par

batch avec agitation. Ses inconvénients sont ligsnaco(t élevé et surtout a sa non sélectivité, ce
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qui impose des procédures supplémentaires de agtayes extraits. Les températures opératoires

élevées peuvent aussi mener a une dégradatiomwldésssthermolabiles.
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> L'extraction avec des fluides supercritigues

Cette technologie considérée "verte" est tresdive et performante. Les avantages de cette
meéthode devant les méthodes conventionnelles smdtels sur une durée d’extraction plus courte,
une seélectivité élevée et la facilité déliminer kolvant apres I'extraction par simple
décompression. Son grand inconvénient esideéleveé de I'appareillage.

Exemples d’applications : Extraction de moléculetvas : décaféination du café, délipidation
d’aliments, extraction/traitement d’arébmes, épiceslorants, agents de texture, extraction de

principes actifs a partir de plantes meédicinalagjfipation de principes actifs, élimination de

solvants résiduels.
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[ll. Oxydants et antioxydants

3. Oxydants

Ce sont des molécules toxiques, appeddssiradicaux libres. Les radicaux libres sont des
atomes ou des molécules portant un électron noar@ppCette propriété rend ces éléments trés
réactifs du fait de la tendance de cet électrom @-sapparier, déstabilisant ainsi d’autres mokxcul
Les molécules ainsi transformées deviennent atéeurd’autres radicaux libres et initient ainsi une
réaction en chaine [18]. Ces espéces radicalagssristables et tres réactives sont produitesed’'un
maniére continue au sein de notre organisme, @acadre de nombreux phénomenes biologiques.
Par exemple, lors de la respiration cellulairexygéne moléculaire se transforme en diverses
substances oxygénées, communément appelées radiltmasxde I'oxygéne ou especes réactives
oxygénées (E RO) [19].
Les principales ERO sont listés dans le tableau 1.

Tableau 1: Liste des principaux oxydanf20]

Radical Formule
Anion superoxyde 05”
Peroxyde d’hydrogéne H;0;
Hydroxyle OH
Peroxyle ROOr
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO
Oxygéne singulet 1/20,
Oxyde nitrique NO

1.3 Origine des radicaux libres (RL)[21]
La production de ces espéces oxydantes est uneéqumrsce inévitable du métabolisme
aérobique. En effet, 'organisme a besoin dj@ur produire de I'énergie au cours des réactions
dites de respirations oxydatives. Cependant, uidefpartie de I'oxygene échappe a sa réduction
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en eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peusatre a I'origine de la production de radicaux

libres oxygéneés.

Les autres sources de production de radicaux lkwas représentées dans le tableau 2. Elles sont
classées en deux catégories :

-sources endogenes : les radicaux libres sontrdésiips des réactions de I'organisme,

-sources exogenes : les étres vivants sont exgps#gliennement a des polluants susceptibles
d’étre a l'origine de la production de radicauxdib.

Tableau 2. Principales sources de production dedicaux libres.[21]

-Production de radicaux libres lors des respiration
oxydatives (mitochondries).

-Cellules phagocytaires.

-Métabolisme de I'acide arachidonique.
-Systeme xanthine/xanthine oxydase.
-Rayonnement électromagnétique.
Sources exogenes -Métaux de transition.

-Pesticides.

-Médicaments...

Sources endogenes

Dans certaines situations, cette production augefentement, entrainant un stress oxydatif.

1.4 Stress oxydant

Lorsque l'un des systemes protecteurs de I'orgamisontre la toxicité des radicaux libres
(RL) montreune défaillance, I'action des radicaux libres dewviecontrélable. Ceci entraine des
dommages au niveau des molécules, des cellulesprdemes et potentiellement la mort de
'organisme [22].

La conséquence des effets nocifs des RL et dedolidés réactifs est dite « stress oxydant ».
Ce terme est défini initialement comme étant « Bgédjuilibre profond de la balance entre les pro-
oxydants et les antioxydants en faveur des premi§28].

Selon les points de vue actuels, le stress oxygent étre défini comme étant un
déséquilibre entre la production et I'éliminationed métabolites réactifs de I'oxygene et du
nitrogene en faveur de leur production conduisantdes dommages potentiels et a des dégats

cellulaires irréversibleg24, 25]».
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1.4 Mécanisme d’oxydation

Les mécanismes d’oxydation des composés insatimkxjigues (acides gras, caroténoides,
polyphénols...) sont souvent des réactions radieda@tvec 'oxygéne moléculaire et présentent
trois phases principales [26].

» Une phase d’initiation qui peut étre due a l'inemtion d’'un radical hydroxyle HO
qui arrache un atome d’hydrogefieégure 3).
RH + HO® — R® + H,0

Figure3 : phase d'initiation
L’arrachement du proton est facilité tant par lalehr (agitation moléculaire) que par les

rayonnements ou les catalyseurs (métaux tels quee&;«Co, Mn, Ni...).
» Une phase de propagation : en présence d’oxygese,forme un radical peroxyde
(ROOQOe) qui déstabilise une deuxieme molécule degigras polyinsaturés (AGPI) et
conduit a un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et anaaiveau radical, assurant ainsi la

propagation du process(lsgure 4)

R® + O, — ROO"®
ROO® + RH — ROOH + R*®

Figure 4 : Phase de propagation

» Une phase de terminaison, ou se recombinent elifférradicaux formés pour

aboutir a des composés stalflegure 5)

R*® + R®* — RR
ROO® + R*® — ROOR
ROO® + ROO® — ROOR + O

Figure 5 : Phase de terminaison
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4. Antioxydants
L’organisme a développé des systemes de déferseffreaces contre la production des RL.
Les molécules contrélant cette production sontgiésas par le terme «antioxydant».
2.1 Définition
Du point de vue biologique, les antioxydants sanité substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat dsgdaretarde ou inhibe significativement
I'oxydation de ce substrat [27], et dont les prd¢sidie réaction avec I'oxydant ne sont pas toxiques
[28].
2.2 Caractéristiques des antioxydants
Un composé est considéré antioxydinvivo, lorsqu’il requiére les propriétés suivantes [24
et 27] :
1- il doit réagir avec les métabolites réactifd’deygene qui sont biologiquement toxiques.
2- le produit de la réaction de l'antioxydant avexydant ne doit pas étre plus toxique pour
I'organisme que le métabolite éliminé.
3- l'antioxydant potentiel doit étre présent ddnsganisme en concentration suffisante.
4- la demi-vie de I'antioxydant doit étre suffisammhlongue pour réagir avec 'oxydant.
2.3 Mode d’action des antioxydants
Indépendamment de leur localisation, les antioxiglgreuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygémé®n épurant les radicaux libres oxygénés. En
complément de cette double ligne de défense, liosgae est, en outre, capable de réparer ou
d’éliminer les molécules endommagées par I'attagquacalaire [28] Les antioxydants préventifs
ont une action stabilisatrice en décomposant pamele les peroxydes en des produits stables de
terminaison ce qui empéche directement la formatemradicaux libres. lls peuvent aussi chélater
les catalyseurs des réactions d’oxydation tels bpseions métalliques ou bien réagir avec
'oxygene.
Les piégeurs des ERO rentrent en compétition ageaatlicaux déja existants et contribuent
a bloquer la phase de propagation. On différeneix dypes de piégeage [26] :
- le premier par libération d'un atome d’hydrogersguvent par une structure

aromatique (cas des dérivés du phénol : tocophéolgphénols, flavonoides...) :
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- et le deuxieme par libération d’un électron.

La combinaison de ces antioxydants préventifs efgeurs peut générer des effets

synergiques.

2.45ources d’antioxydants

En plus des substances propres a I'organismemkaiiation, la synthese et les plantes
peuvent étre également des sources d’antioxydants
2.4.1 Source alimentaire
Certaines substances sont utilisées par l'organisomme antioxydants. Ce sont
principalement : la vitamine C, la vitamine E, &é&nium et le 3 carotene.
» La vitamine C ou acide ascorbique
C’est un puissant réducteur. Il joue un roéle imaoridans la régénération de la vitamine E. |l

est présent dans les légumes, le choux, le poilgsragrumes. [29].

HO OH
= o GIH—CHQDH
CH

Arcide azcorbique

Figure 6: Structure de la vitamine C

» La vitamine E ou tocophérol :
Prévient la peroxydation des lipides membranairesgvo en capturant les radicaux peroxyles.
Elle est présente dans les huiles végétales, igslre amandes, les graines, le lait, les ceulsset
légumes a feuilles vertes [30].

H4C o CH4

CHy CHg CHg CHg

HC

n-tocophérol

Figure 7: Structure de la vitamine E
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> Le sélénium
C’est l'oligo-élément le plus «a la mode» pour pespriétés antioxydantes certaines. |l
neutralise les métaux toxiques (plomb, mercurd)) airait aussi une action préventive sur certains

cancers [30]

> Le 3-carotene
Outre I'activité pro vitaminique A, il posséde lapacité de capter I'oxygene singulet. Il est
retrouvé dans les légumes verts, les épinardsjdae, les carottes, I'abricot, le melon, la papstye
d’autres fruits jaunes. [30]

- L
LY 4 =, - e A s ~ T % e

[_ 7

et - ",
Sy -

Figure 8: Structure du R-caroténe

2.4.2 Molécules naturelles antioxydantes

Les antioxydants d’origines naturelles sont présafdns toutes les parties des plantes
supérieures et sont en générale des composes uasolElles peuvent étre groupées selon leur
structure chimique. On en cite:

> Les flavonoides

Présentes dans la plupart des plantes, les fladeso{(figure 6) sont des pigments
polyphénoliques responsables de la coloration leessf et des fruits. lls possedent de nhombreuses
vertus. lls sont particulierement actifs dans lentien d’'une bonne circulation. Certains ont aussi
des propriétés anti-inflammatoires et anti viratBautres ont des effets hépato-protectd@ds]
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OH

HO

OH O

Figure 9: Structure générale du noyau des flavodes
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> Les tanins

Toutes les plantes en contiennent a des degrégratifs. Ce sont des composés
polyphénoliques qui permettent de stopper les heagms et de lutter contre les infections.

Les plantes riches en tanins sont utilisées pdendee les tissus souples, comme dans le cas
des veines variqueuses, pour drainer les sécre@rosssives, comme dans la diarrhée et pour
réparer les tissus endommagés par un eczéma daroee [32].

Ces tanins sont des donneurs de protons aux raditaes lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus staldas aors formés, ce qui a pour conséquence de
stopper la réaction en chaine de I'auto oxydateslgbides [32].

Un exemple de tanins est la gallate d’épigalocéddiméc(Figure 10)

~OH

Figure 10: Structure de la gallate d’épigalocathidioe.

» Les coumarines
Les coumarines (figure 11) se trouvent dans de neunses espéces végétales et possedent
des propriétés trés diverses.
lls sont capables de prévenir la peroxydation gedds membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditi@tructurales requises pour lactivité

antiperoxydante des coumarines sont similairesl@socges flavonoides [30].

x

Figure 11: Noyau de base des coumarines
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> Lesphénols

Il existe une tres grande variété de phénols, de composés simples comme |’ acide salicylique,
précurseur de I'aspirine, a des substances plus complexes comme les composés phénoliques
auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques. On
suppose que les plantes, en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les
insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme |’acide rosmarinique, sont fortement
antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales. [30].

Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol (Figure 12) est le composé le plus éudié. En

effet, cette molécule, isolée du raisin possede de fortes propriétés antioxydantes [30].

Figure 12: Structure du resvératrol.

» Lesxanthones
Les propriétés pharmacol ogiques reconnues des xanthones sont essentiellement : leur activité
antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout I'inhibition de la monoamine-oxydase [33]. La
manguiférine (Figure 13) est une xanthone qui posséde la propriété d inhibition de la peroxydation

des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les anions super oxydes

[33].
o
HOC O—Gile

Figure 13 : Structure dela manguiférine.

443 Antioxydants synthétiques
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Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants &gtiques, tels que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propyléBG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ),
sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaeesmoins chers que les antioxydants naturels

(Figure 14). Cependant, leur sécurité est tresuthsc Il a été montré qu’ils pourraient étre toeisju
[34]. En effet, le BHA convertirait certains prothiingérés en substances toxiques ou carcinogenes
en augmentant la sécrétion des enzymes microsof3&les

Ainsi, le besoin de réduire I'utilisation des antioxydasyathétiques (maintenant limitée dans
plusieurs pays en raison de leurs possibles effetésirables sur la santé humaine) impose

d’orienter le marché vers des antioxydants d’oggmaturelle et stimule la recherche dans ce

domaine [3].
OH aH
Ofle
BHT BHA
oH oH
HO ; OH
OH o DN
TBH PG

Figure 14: Antioxydants de synthese les plus utiks

2.5R0le des antioxydants dans la prévention dexcidents vasculaires

cérébrales e’ hypertension artérielle
Si les antioxydants ont le pouvoir d’excéder laawdig des radicaux libres a endommager les tissus
de l'organisme et prévenir, particulierement, lesladies cardiovasculaires, il parait évident de
corréler ce pouvoir a une activité vasodilatatrice.
En effet, Burn et al, ont démontré une étroiteti@taentre 'activité antioxydante et la capacité
vasodilatatrice d’'un groupe de composés phénolifg@gls De méme d’autres études ont abouti a
conclure gue les antioxydants agissent comme Jasaidiurs et par la suite aident a baisser la
pression artérielle et prévenir les attaques vascéitébrales (AVC). ([37], [38], [39].).

A cet effet, nous avons étudié I'effet de nos mardur le lit vasculaire mésentérique (LVM).
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Partie 2 Travaux expérimentaux

Chapitre I: Matériel et méthodes

|. Matériel végétal
3. ldentification botanique des espéeces végétales éides:

1.1. Daphne gnidium

Daphne gnidiumappartient aux Thymelaeaceae. C’est une petitelléanie dicotylédones

composée de quelque 1200 especes réparties emi&s ¢¢0]

> Place dans la systématiqugi]
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Systématique de la plante

Embranchement :Phanérogames Ordre : Myrtales
Sous-embranchement Angiospermes Famille : Thymelaeaceae
Classe: Magnoliopsida Genre: Daphne
Sous-classe Eudicots Espéce :Gnidium

» Description botanique

Le daphné garou ou garoDdphne gnidiunest un arbrisseau, de 60 cm a 2 m de haut ou
plus, a rameaux minces tres feuillés. Des feuilles persistantes ou caduques, lancéolées-linéaires,
larges de 5-7mm au plus, cupsidées, trés denses. Inflorescences terminales en panicule rameust
longue de 5-10cm, entierement blanche — tomenteuse, fleurs blanches caduques. Le fruit est une

drupe ovoide, rouge orangé. La floraison va d’octobre a mars. [42]
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Figure 15: Daphne gnidium de Beni

Ammart

> Composition chimique[42]

Le Daphne gnidiuntontient:

» des coumarines (Daphnétine, daphnine, acétylinidelhe, daphnorétine)

e« des flavonoides (lutéolin53-di-O-glucosidelutéoline, orientine, isoorientine,
guercétine, apigénine-7-O-glucoside, genkwani@bD-primeverosyl genkwanine,
2,5,7,4-tétrahydroxyisoflavanol).

* Les graines et les écorces des différentes esgedmphnerenferment des diterpenes
toxiques, ladaphnétoxine (écorce) et la mézérgranes).

> Utilisation [42]
Anciennement, I'écorce des plantes du gddaphneet plus particulierement dDaphne
gnidium était utilisée sous forme de pommade aopnpétés epispastiques.

* En phytothérapie, la plante est indiquée dansaieetnent des leucémies, des tumeurs
solides et la sclérose en plaque.

 Dans la pharmacopée traditionnelle, il était wdilfgour ses propriétés antiseptique,
insecticide, dépurative, cicatrisante, sudorifiqgteabortive. Le Garou possede des

effets cytotoxique, antioxydant et antimicrobien.
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1.2 Origanum elongatum
Origanum elongatunest une plante de la famille demmiaceaeCette famille comprend 187
genres et 3 000 especes [43]
» Place dans la systématique

Classification d’aprés Deysson 1967 [43]

Systématique de la plante

Embranchement: Spermaphytes Ordre : Lamiales
Sous-embranchement Angiospermes Famille : Lamiaceae
Classe: Dicotylédones Sous-famille: Népétoidées
Sous-classe Gamopétales Genre: Origanum

Série: Superovariées tétracycliques Espece Elongatum

» Description botanique

Plante endémique du Rif et du nord du Moyen Atidle, croit dans les sols schisteux entre
400 et 1500 metres d’altitude. Elle fleurit de jailoctobre. [45]

Ce sont des plantes herbacées ou des sous arbrisseaces et aromatiques de la famille des
lamiacées. Ces especes sont appelées localemergatke 2>. Ce sont des plantes vivaces
chaméphytes, ligneuses a tiges dressées et plunoms ramifiées, les feuilles sont toujours
simples, opposées, pétiolées ou sessiles a subsesss fleurs sont plus ou moins pourprées a
inflorescence composées d’épis réunis de fleursileesou subsessiles. Les fleurs blanches ou
rosées, androcées sont a quatre étamines et issdomt constitués de quatre nucules ovoides et

lisses. [44]
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Figurel6: O. elongatum de Beni Ammart
» Utilisation

L’origan peut avoir plusieurs utilisations, sesilles vertes ou séchées sont tres utilisées dans
les préparations culinaires.

Leurs propriétés biologiques ne cessent de serowarfi(activité bactéricide par exemple),
ainsi contre des pathogenes foliaires, les origansont avérés tres efficaces. De méme, l'origan
permettrait d’accroitre la durée de stockage desrpes de terre en réduisant le risque d’attaques
microbiennes. Dans la pharmacopée traditionnels, drigans sont employés sous formes

d’infusions comme calmant, somnifére et stimul&df [
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1.4 Cistus salviifolius
Cistus salviifolius appartient a la famille des Cistacées. C'est ummille de plantes

dicotylédones qui comprend moins de 200 espeamsvamum dix (10) genres. [46]

> Place dans la systématiqupt7]

Systématique de la plante

Embranchemeni : Spermatophyta Ordre : Malvales
Classe: Tricolpées évoluées Famille : Cistaceae
Sous-classe Rosidae Genre: Cistus

Super ordre : Eurosidées |l Espece :salviifolius

» Description botanique

C’est un arbrisseau trés ramifi€, compact, érigéfops prostré. Cette plante peut atteindre 20
a 60 cm de haut, parfois 100 cm. La racine n’adeapoils absorbants en général. Les feuilles sont
simples, persistantes, opposées et pourvues d'wmt qmetiole pouvant atteindre plusieurs

centimetres. [48]

Figurel7: Cistus salviifolius
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» Composition chimique

La majorité des études phytochimiques effectuéesisutnombre important d’espéces de la
famille des Cistacées montre la richesse ainsi lqudiversité structurale de ces derniéres en
métabolites secondaires incluant en particuliertéggénes, les composés phénoliques constituant
principalement les flavonoides (comme aglyconeglgtosides), les pro-anthocyanidines, les
terpenoides et les tannins. [46]

» Utilisation

Toutes les especes de la famille Cistaceae sogueérdment employées dans la médecine
traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobienmntitumorale, antivirale anti-inflammatoire,
antifongique, anti oxydante, et activités spasniqiy ethypotensive [49].

Au Maroc, les feuilles de Cistus sont utiliséeslénoction contre les douleurs gastriques et comme
hypoglycémiant, et en infusion dans le thé commgedtif [51].
4. Collecte et conservation

Les plantes on été récoltées au mois de févried 2hs la région de Beni Ammart, un
village dans la province d'Al-Hoceima dans les ragnes du rif.

Les plantes ont été identifiées par monsieur A. BBNLI, professeur de botanique a
linstitut national des plantes médicinales et aatiques.

Les plantes récoltées et triées sont séchéesuad’'é@ une température de 40 °C pendant 24 heures,
les feuilles ont été ensuite isolées du reste éehéintillon puis broyées avec un broyeur pour
obtenir une poudre végétale fine. Ces poudresesmitite conserveées dans des flacons en verre.

Les données du matériel végétal étudié sont citées le tableau 3

Tableau 3: Matériel végétal étudié

Nom botanique Famille Zone de Date de récoltel Organe utilisé
botanique collecte

Daphne gnidium Thymelaceae| Irboura 8 février 2014  feuilles

Origanum elongatum| Lamiaceae Izouknaoune| 9 février 2014 feuilles

Cistus salviifolius Cistaceae Irboura 8 février 2014  feuilles
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lI. Méthodes d’extraction

Dans ce travail on a utilisé deux méthodes d’ekiacsoxhlet et sonication. L’extraction
faite par quatre solvants a polarité croissanteare, acétate d’éthyle, dichlorométhane, méthanol.

L’extraction des principes actifs d#gaphné gnidiunma été faite par soxhlet et sonication afin
de faire une étude comparative entre les deux rdéthoLes deux autres plante@rilanum

elongatumCistus salviifoliu} ont été extraites par sonication uniquement.

1. Extraction par Soxhlet

L’extraction est effectuée par épuisement succedsiimatériel végétal, en utilisant trois
solvants a polarité croissante : I'hexane, l'acétd®thyle (AE), et le méthanol (MeOH). La
guantité de solvant doit étre appropriée a la diéadé matiere végétale dont nous disposons (dans
notre cas nous avons utilisé 160 g de poudre pauwlesolvant organique).

Le Soxhlet (figure 18) est composé d'un corps ereyeans lequel est placée une cartouche
en papier-filtre épais (matiére pénétrable poursdévant), d'un tube siphon et d'un tube de
distillation. Dans le montage I'extracteur est @laar un ballon contenant le solvant d'extractien.
solvant est chauffé a ébullition. Les vapeurs aprsduite passent par la cartouche contenant le
matériel végétal a extraire. Le réfrigérant placedassus du dispositif servira a condenser les

vapeurs du solvant.

corps de
1"extracbeur

cartouche —
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Figure 18: Schéma de I'extracteur Soxhlet
Ensuite, le condensat retombe dans le corps diEaldeur sur la cartouche, faisant ainsi

macérer le solide dans le solvant.

Le solvant condensé s'accumule dans I'extractequjau niveau du sommet du tube-siphon,
suivi par le retour dans le ballon du liquide dextracteur accompagné de substances extraites.
Ainsi le solvant dans le ballon s'enrichit progressient en composants solubles. L’extraction
continue jusqu’a I'épuisement de la matiére solithargée dans la cartouche. L’extraction est
compléte lorsque le solvant d’extraction devienmgide (presque une semaine d’extraction pour
chaque solvant). Le contenu du ballEst ensuite concentré par évaporation sous pressioite a
40°C dans un évaporateur (BUCHI) (Figure 19), jisselimination du solvant, dans un ballon pré-
pesé. Une pesée a ce stade permet le calcul dememd en extraits.

Le résidu, ainsi obtenu, a été repris dans 2 |lafae d’éthyle jusqu'a ce que le solvant
d’extraction devienne clair. Enfin, I'extraction rp@ | de méthanol est faite dans les mémes
conditions que précédemment.

Aprés chaque extraction, le solvant est éliminé eallon est pesé pour calculer le rendement.

Figure19: Evaporateur (BUCHI)

La série d’extraction permet d’obtenir trois exsadrganiques : un extrait hexanique, un
extrait d’acétate d'éthyle, et un extrait méthamadi (MeOH). Les extraits secs sont conservés a
4°C a I'abri de la lumiére jusqu’a utilisation.
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2. Extraction par sonication

Cette technique est basée sur I'utilisation dessdins pour I'extraction des principes actifs.

» Extraction par sonication pour Daphne gnidium

Afin de faire une étude comparative entre les deéxhodes d’extraction nous avons, aussi,
utilisé I'extraction par sonication poubaphne gnidiumen utilisant trois solvants (I’hexane,
I'acétate d'éthyle, et le méthanol

25g de matériel végétal sont mis en contact aveék rAbdu solvant dans un ballon de
sonicateur, la sonde est immergée d'environ 4cns dlénhantillon pour générer les ultrasons
pendant 45 min en alternance de 3 seconde en netiletal seconde en mode inactif (60 min de
temps total). Le commutateur est allumé et lesmpanaes de contrdle de sonicateur sont réglés

comme suit;

TEMPS 00H45min00s AMPL 40 %
IMPULSION on 3s off 1s

Figure:20 Photo sonde immergée dans I'échantillon Figure 21:I'appareil de sonicatio

Aprés filtration sur papier filtre, le résidu dextraction précédente a été repris d258 ml
d’acétate d'éthyle, la sonde est introduite darsukspension afin de pulvériser la matiere végétale.
Enfin, le résidu est a nouveau extrait par 250 minttthanol dans les mémes conditions. Les
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extraits ont par la suite été évaporés dans uorbalié-pesé a I'évaporateur sous pression réduite,

I'extrait sec pesé et conserve a 4°C.

» Extraction par sonication pour les trois plantes

L’extraction par sonication des trois plante®té effectuée dans quatre solvants (I'hexane,
'acétate d’éthyle, le dichlorométhane et le métipr_e matériel végétal est renouvelé a chaque
extraction.
25g de matériel végétal sont mis en contact avea@=du solvant dans un ballon de sonicateur, la
sonde est immergée d'environ 4cm dans I'échanfiéar générer les ultrasons pendant 45 min en
alternance de 3 secondes en mode actif et 1 seeontede inactif (60 min de temps total).

Apres filtration sur papier filtre, I'extrait obtanest évaporée a sec a I'aide d’'un évaporateur
sous pression réduite (Bucchi).

On procede a nouveau, a une nouvelle extractionulpason de chacune des plantes, avec
changement de la matiere végétale.

Les extraits ont été conservés a une températugeigisqu’a utilisation.

3. Calcul du rendement
Le rendement de I'extraction est calculé selomfanfile suivante :
R(%) =M /Mox 10
R (%) : Rendement exprimé en %.
M: Masse en gramme de I'extrait sec obtenu

My : Masse en gramme du matériel végétal a traiter
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lll. Tests biologiques
3. Test d’activité antioxydante
3.1 Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH’
Principe :
Le 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl (DPPH) est unicatl stable présentant en solution une
absorption caractéristique a 517 nm qui lui contare coloration violette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capmteuadicaux libres en 2.2 diphenyl 1 picryl

hydrazine de couleur jaunEigure22) [52].

- - .
To—re a 2 MO + AO—H — - BAD=
/ %

Absarption

| Absorpiiemmeynmg bel 517 om

00 aan e 420 480 SO0 S40 580 L1 ] SED

Longueur d’onde

Figure 22: Schéma de transformation du DPPH de sarhe active
a celle inactive [53].

Mode opératoire

Le protocole est celui décrit par Mighri et[&B]. On introduit 2.5 ml de chaque extrait (0,2
mg/ml) dans des tubes et 2.5ml de la solution nméligue du DPPH (0,04 mg/ml). Aprés agitation
au vortex, les tubes sont placés a I'obscuritéripéature ambiante pendant 30 minutes. La lecture
est effectuée par la mesure de l'absorbance a 5h7 par un spectrophotometre 6800
UV /JENWAY.

Différentes concentrations ont été testées allan0@ mg/ml a 0,00625 mg/ml) afin de
déterminer la concentration qui réduit 50% du DREHg). Les essais ont été effectués trois fois

pour chacune des concentrations.
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Les résultats obtenus pour chaque extrait testeceomparés a ceux obtenus pour le BHT pris

comme antioxydant standard.

L’activité antiradicalaire de nos échantillons @saluée selon I'équation suivante :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs 517contréle—Abs échantillon5 1) / Abs 517contré)le] x 100

Abs__controle :absorbance contréle (DPPH)

Abs échantillon5172 absorbance de I'échantillon
Calcule des CI50:

CI50 est la concentration de I'échantillon testéassaire pour réduire 50 % de radical DPPH.
Les CI50 sont calculées graphiquement par les ségmes linéaires des graphes traces;
pourcentages d’inhibition en fonction de différenteoncentrations des extraits testés et du
standard.

1.2 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoidetatax

» Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols pdes différents extraits de plantes a été réalisdgpméthode
de Folin-Ciocalteu [54].
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d'unlange d'acide phosphotungstiqueRMV;.0,40) et
d'acide phosphomolybdique {PM01204g). Il est réduit, lors de l'oxydation des phénas, un
mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybd@neoloration produite, dont I'absorption
maximum est a 750 nm, étant proportionnelle a Entjté de polyphénols présents dans les extraits
végétaux.
0,2 ml de I'extrait est introduit dans un tube gantient initialement 1,8 ml d’eau distillée, 02
de réactif Folin-Ciocalteu est ajouté. Le mélangeh®mmogénéisé a I'aide d’'un vortex. Aprés 5
min, 2 ml d’'une solution de carbonate de sodiurpQa (7%) sont ajoutés.

Le mélange réactionnel est finalement laissé abecudurant 90 min a l'obscurité.
L’absorbance est lue a 750 nm contre le térfabih
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Une droite d’étalonnage est préalablement réabs®e de I'acide gallique dans les mémes

conditions que les échantillons a analyser. La tjigamles composés phénoliques totaux est

exprimée en pug EAG /100mg d’extrait.

COoOOoH

Figure 23 : structure de I'acide gallique

» Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux dans les exttaita plante a été réalisé par la méthode
colorimétrique de chlorure d’aluminium AlgLe protocole utilisé est basé sur celui décrit par
Arvouet-Grand56].

Pour cela, 0,5 ml de I'extrait est introduit damstube contenant 2 ml d’eau distillée. A t=0,
0,15 ml de nitrite de sodium NaN@ 5% est ajouté. On agite pendant 6 minutes puijoute
0,15 ml d’AICk a 10%. Aprés 5 minutes on rajoute 1 ml de NaOH)(faiMs on ajuste le volume a
5 ml avec de I'eau distillée.

Une droite d’étalonnage est réalisée avequarcetine (flavonoide de référenatdns les
mémes conditions que les échantillons a analyseguantité des flavonoides totaux est exprimée

en pgquercetindmg d’extrait.

OH

HD o)

o]

OH

OH

[}

Figure 24: structure quercetine.
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La guantité de flavonoides totaux de I'extrait éesst calculée a I'aide de I'équation de la

droite d’étalonnage.
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2.Activité vasodilatatrice
2.1 Préparation du lit vasculaire mésentérique:

Les rats ont été anesthésiés a l'uréthane (50 mgl&gavité abdominale est ensuite ouverte,
I'artere mésentérique supérieure est repérée, éméshction est effectuée a son origine avec l'aorte

abdominale par laquelle on introduit une aiguif@ddermique.

Figure25: Photo du rat Wistar Figur26: Ouverturee la cavité
anesthésie et placé en décubitus [57] abdominale et perfusida LVM [57]

La perfusion est tout de suite démarrée afin déiainoxie du lit mésentérique grace a une
pompe péristaltique (Pharmacia Bio Tech) a déhitstamt (2ml/min)[58], [59]. La solution de
perfusion, le Krebs Heinseleit, est composée (Brdg!/ NaCl 6,9; KCI 0,35; CagP; MgS(,0,29;
NaHCG; 2,1; KH,PO, 0,14; Glucose 0,27 et est ajustée a un pH de 7id.d& maintenir ce pH et
oxygéner la solution de perfusion, cette dernigtebarbotée par du carbogéne (95%.,E0 5% de
C0,.) Latempérature est maintenue a 37 °C.

Une fois la perfusion démarrée, le LVM est isoléhatieusement avec des ciseaux fins aux
bords des intestins et déposé sur une boite die pét fois le LVM isolé, les rats sont sacrifiéa p

dislocation cervicale.
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Figure 27: Lit mésentérique mis en évidence par ymerfusion colorée par du bleu de méthyléne.
L’artere mésentérique supérieur se ramifie en wndyrnombre de branches, qui se divisent
egalement en plusieurs vaisseaux sanguins afisuasl’irrigation des mésentenés].

Les réponses vasculaires ont été détectées pelndegements de la pression de perfusion, qui

a été mesurée en continu avec un capteur de preg€apto 844) et enregistrée sur un
oscillographe (Harvard apparatus limited). Les ataons de perfusion en mmHg sont mesurées a

I'aide d’'un transducteur de pression (model TCB, Millar, Houston, TX).

Capteur de
pression

Pompe

péristaltique oscillographe

—

Krebs
HEINSLEIT

mésentérique

—. Pousse seringue

f A Carbogéne H Bain marie l _
=’

Figure28: Ensemble du montage utilisé lore th perfusion du lit mésentérique.

Apres 30 min de stabilisation, le LVM recoit degeations toutes les 5 minutes de la
phényléphrine (50 nmole), un agoniste des récepteurjusqu'a ce que les réponses soient
reproductibles, puis on précontracte en continue lpapousse seringue en mettant de la
phénylélphrine (la pression atteint 80mmHg a 100Hgin nous faisons une pré contraction
maximale en continue pour déterminer la réponseditatrice, ce qui nous permet de voir la
chute de pression, puis on injecte lI'acétylcholing est le vasodilatateur de référence. Apres
l'injection de I'acétylcholine on a une réponse oditatatrice traduite par une chute de pression.
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Des concentrations croissantes des extraits des trois plantes ont été ajoutées cumulativement au

milieu de survie

Rapport- gratuit.com @

LE NUMERD | MONDIAL DU MEMOIRES
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Chapitre II: Résultats et discussion

V. Rendements des extractions

1. Soxhlet:
L’extraction par soxhlet a été faite seulement pbaphne gnidium dans trois solvants

('hexane, l'acétate d’éthyle et le méthanol) adim faire une comparaison entre les deux méthodes
d’extraction soxhlet et sonication.

Tableau 4: Rendements des différents extraits

Matériel végétale Extrait Rendement %

Daphne gnidium -Hexane 5,0375

-Acetate d'éthyle  6,9375

-Methanol 29,7562
30 1
e H Methanol
20 A
B Acétate d'éthyle
10 i B Hexane
0

Figure29 : Rendement de I'extraction par soxhlet

Les résultats obtenus montrent que parmi tousxigaies obtenus c’est I'extrait méthanolique
qui a le rendement le plus élevé (29,7562 %), ivl’extrait dans I'acétate d’éthyle (6,9375 %)
puis de I'extrait hexanique (5 ,0375%).

Donc, le rendement augmente avec la polarité diasbb’extraction par soxhlet.

2. Sonication
L’extraction par sonication deaphne gnidiuma été effectuée dans trois solvants ('hexane,

I'acétate d'éthyle et le méthanol) en gardant lenménatériel végétal.

Tableau 5: Rendements des extraits
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Matériel végétale Extrait

Rendement %

Daphne gniduim -Hexane 4,32
-Acetate d'éthyle 15,2
-Methanol 10,52
20 -
15 1V B Méthanol
10 17 B Acétate d'éthyle

B Hexane

Figure30 : Rendement de I'extraction par Sonication

D’apres nos résultats, le rendement le plus éleité abtenu avec I'acétate d’éthyle, soit 15,2
% tandis que le plus faible est celui de I'hexaudt, 4 ,32 %.

3. Comparaison entre le rendement des deux méthodesedtraction
pour Daphne gnidium

30 A

25 A

20 A

15 - M Hexane

10 - B Acétate d'éthyle

5 1 B Méthanol

0 1 1 1 1

N
;00
?
-
s

Figure31 : Rendements de I'extraction de la D. ghith par les deux méthodes d’extraction
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Le meilleur rendement pour I'extraction par le dexliétait avec le méthan(®29.75%), et

pour I'extraction par sonication était avec I'atétd éthyle(15,2%).

Comme cité préecédemment, le rendement augmentdapetarité du solvant dans le cas de
I'extraction par soxhlet.

Quant a I'extraction par sonication, c’est I'extnaar acétate d’éthyle qui a donné le meilleur
rendement. Ceci pourrait étre expliqué par ledai les ultrasons font éclater la cellule végétale
les principes actifs sont, ainsi, libérés. Lorstpuematériel végétal subit des extractions successiv

dans plusieurs solvants, le rendement diminue lBveembre d’extractions.
4. Rendement d’extraction des trois plantes par soni¢en

L’extraction par sonication des trois planteaphne gnidium Origanum elongatumet Cistus
salviifolius a été effectuée dans quatre solvants (I'hexaneétbse d’éthyle, le dichlorométhane et

le méthanol) en renouvelant a chaque extractiond&griel végétal.

Tableau 6: tableau récapitulatif regroupant les rdaments des différents extraits

Matériel végétale Extrait Rendement %
-Hexane 4,08
Daphne gnidium -Acetate d'éthyle 21,32
-Dichlorométhane 1,8
-Methanol 21,64
-Hexane 3,2
Origanum elongatum
-Acetate d'éthyle 10
-Dichlorométhane 6,4
-Methanol 10,8
-Hexane 1,6
Cistus salviifolius
-Acetate d'éthyle 5,2
-Dichlorométhane 2
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-Methanol 18

25 -
20 A

M Hexane
15 -

| Acétate d'éthyle
10 1 Dichlorométhane
5 - H Méthanol
0 T T T 1

Plantel Plante2 plante3

Figure 32 : Rendements de I'extraction par Soniaati pour les trois plantes

Résultats:

Plante 1 Le rendement le plus élevé a été obtenu aveétbse d'éthyle (21,32 %) et le méthanol
(21,64 %), tandis que le plus faible est celui ainldrométhane (1,8 %).

Plante 2 Le rendement le plus élevé a été obtenu avecélbdanol (10,8 %) et I'acétate d'éthyle
(10 %) tandis que le plus faible est celui de ldmex (3,2 %).

Plante 3 le rendement le plus élevé est obtenu avec &éxttu méthanol (18 %), suivi par le
'acétate d’éthyle (5,2 %), dichlorométhane(2%)isdinexane (1,6%),

VI. Analyse quantitative des polyphénols dtavonoides

La détermination de la teneur en polyphénols tottescdifférents extraits a été réalisée selon

la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocaltea.courbe montre une linéarité de I'absorbance en

pY

fonction des concentrations (Fig. 33). Les quasitilés polyphénols correspondantes a chaque
extrait ont été exprimées en équivalent microgranthaeide gallique(AG) et déterminées par
I'équation : y = 0,0148 x - 0,0198 aveé R0,9901. Ou x:Teneur en polyphénols, y: Absorkagtc

R?: coefficient de corrélation.
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Le dosage des flavonoides a été réalisé selondmagmle colorimétrique au trichlorure

d’aluminium (AICI3) et I'étalon était la quercétirfEig. 34). La teneur en flavonoides est exprimée
en microgramme d'équivalent de quercétine pargrainme de I'extraityg EQ/mg d’extrait). Les
taux des flavonoides des extraits ont été obtenpmrir de la courbe d’étalonnage qui suit
I'équation : y = 0,0345 x + 0,0108 avec R2 = 0,9988 x:Teneur en flavonoides, y:Absorbance et
R?: coefficient de corrélation.

Absorbance y=0,014x+0,019 1 g Absorbance y=0,034x+0,010
1,6 R2=0,990 ! R?=0,998

14 7S 14 /0 1,361
1,2
1,2 / o078
1 * 1
0,8
08 / 0,705
0,6 0,6
0,4 s 0.4 / 0,355
0,2 0,2
0 e/ . . [C] /100ml 0 0/0 . . . [C}mg/1

50 100 150 0] 10 20 30 40 50

o

Figure 33 : Courbe d’'étalonnage d’AG Figure 34 : Courbe d’'étalonnage du Quercitine
Les résultats obtenus sont présentés dans leatxié et 8):

» Plantel: Daphne gnidium

Tableau7: Quantité des polyphénols et des flavomsidans les extraits de Daphne gnidium pour
les deux méthodes d’extraction.

100

Methode Extrait Phénols totaux Flavonoides totaux

d’extraction pg (EAG)/100mg  ug (EQ)/mg

Teneur en polyphénols
=)}
Q

-Acétate d'éthyle 87,11 + 0,001 4,72 + 0,002 40
68,53 + 0,04 4,14+ 0,006 0
0
-Méthanol
Sonication -Acétate d'éthyle 70,12 + 0,02 4,69+ 0,008
67,57 £ 0,01 3,63 +0,0009
A cétate
-Méthanol
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Teneur en Flavonoides

H Acétate M DMethanol

Figure 35: Teneurs en polyphénols des extraits Figure36: Teneurs en flavonoides des extraits@egnidium
par sonication et par soxlhet de D. gnidiymar sonication et par soxlhet.

Les teneurs en polyphénols totaux (Fig 35) desaextméthanoliques dB.gnidium pour
I'extraction par soxhlet (68,53 ug EAC/100mg) et panication (67,57 pug EAC/100mg) sont
relativement faibles en comparaison avec les dstidiacétate d’éthyle par soxhlet (87,11 pg
EAC/100mg) et par sonication (70,12 pg EAC/100nig)arait clairement que I'extrait dans
'acétate d'éthylecontient plus de polyphénols totaux que I'extraiéti@nolique pour les deux
méthodes d’extraction.

On remarque, aussi, d’apres les résultats ci-dgfguse 36) que la quantité de flavonoides
dans les extrais méthanoliquesignidiumpar soxhlet (4,14 pg EQ/mg) et par sonication33¢
EQ/mg) sont relativement faibles comparés aux esti@acétate d'éthyle par soxhle (4,72 ug
EQ/mg) et par sonication (4,69 pg EQ/mg). Le taexXldvonoides le plus élevé a été obtenu dans
I'extrait d’acétate d’éthyle pour les deux méthodextraction.

» Pour la Plante 2:0riganum elongatum et Plante 3 sZus salviifolius.

Tableau8: Quantités des polyphénols et des flavdesidans les extraits de la plante 2 et la plante 3
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Matériel végétale Extrait Phénols totaux Flavonoides totaux

Hg (EAG)/100mg  ug (EQ)/mg

- Plante 2 :Origanum -Acétate d'éthyle 130+ 0,02 5+0,0008

elongatum 153,22 + 0,04 8,16+0,0001
-Méthanol

- Plante3 : Cistus -Acétate d’éthyle 80 +0,01 4,83+ 0,001

salviifolius 5,39+0,002
-Méthanol 98,84 + 0,02

% £
[=]
S 200 =
R-F) . =
-i ]
2 150 =
[=]
2 z
=
T 100 b
- -
T 50
& =

0

Plante 2
Plante 3
Plante 2 Plante3
M Acétate B MEthanol = hcétate mMthanol
cetate enanc,

Figure37 : Teneurs en polyphénols des extraits  Figure38 : Teneurs en flavonoides des extraltss extraits
d’O.elongatum et C. salviifolius d’Oarigatum et C. salviifolius
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Pour la plante 2:
A la lumiére des résultats des teneurs en polydhéten flavonoides pour les extrait®©d’

elongatum(figures 37et38), on constate que la quantitépaddghénols (153,22 pg EAC/100mg )
et des flavonoides (8,16 ug EQ/mg) dans les extra#thanoliques est plus importante que la
guantité des polyphénols(130 ug EAC/100mg) et teoihoides (5 ug EQ/mg) dans les extraits
d’acétate d’éthyle.

Pour la plante 3:

De méme, (figures 37 et 38) les extraits méthanekgde (polyphénols: 98,84 ug
EAC/100mg et flavonoides 5,39ug EQ/mg) sont plakes en polyphénols et en flavonoides que
les extraits d€.salviifoliusdans I'acétate d'éthyle (polyphénols: 80 ug EAOHQ et flavonoides:
4,83ug EQ/mgQ)

Parmi les quatre solvants utilisés, le méthanastsaéré, donc, le meilleur solvant pour

I'extraction des flavonoides et des polyphénolsidhatériel végétal.
VII. Activité antioxydante

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radi@BPH par les extraits des trois plantes
ainsi que le BHT a différentes concentrations septésentés dans les tableaux 9 et 10.
Le BHT est utilisé comme antioxydant de référermeschotre étude.

> Activité antioxydante des extraitsde la Plante 1: Daphne gnidium

Nous avons évalué le pouvoir antioxydant des extciD. gnidiumainsi que celui du BHT a

des concentrations allant de 6,25 pg/ml & 200 pg/ml
Tableau 9: Pouvoir d'inhibition du DPPH par les epdits de D. gnidium et par le BHT.

Extraction par soxhlet Extraction par sonication
Concentration
pug/ml
200 98% 95% 95% 61%
96%
100 94% 83% 87% 53,18%
85%
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50 80% 70% 72% 75% 49,87%

25 69% 59% 68% 67% 29,77%

12,5 56,50% 56% 63% 24,17%
62%

6,25 54,30% 53% 60% 15,01%
61%

Les résultats montrent que les quatre extraitsisédtila concentration de ce radical libre, et
gue le pourcentage d’inhibition augmente avec Iraegtation de la concentration. On remarque
aussi que le pouvoir réducteur de tous les extdaif3. gnidium aussi bien par sonication que par

soxhlet, est bien supérieur a celui de la référ¢igere 39).

AA%
120,00%
100,00% _
I\A/I X # Soni MeOH
0,
80,00% . & B Soni AE
60,00% {%;‘»v - B A SOXAE
B
40,00% % Sox MeOH
[ ]
20,00% —.. B BHT
0,00% : . . . 1 [c] pg/ml
0 50 100 150 200 250

Figure 39: Pouvoir antioxydant des extraits de Dnidium et du BHT en fonction de la
concentration, selon le test au DPPH.

Les résultats des tests précédents nous ont pdamiterminer la concentration de chaque
échantillon qui réduit de moitié la concentratiom BPPH: Cido. Cette concentration estlculée
graphiquement par les régressions linéaires degstrgpourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations des échantillons testées

La Cko étant inversement liée a la capacité antioxyddhte composeé, plus la valeur de la
Clsp est basse, plus l'activité antioxydante d'un casépmst grande.

Sur le graphe de la figure 40 on représente lggdet différents extraits testés ainsi que celle du
BHT.
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Figure 40: Clso des extraits de D. gnidium par sonication et pax#et.
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Les résultats obtenus (figure 40) ont permis dssgr les extraits par rapport au standard
(BHT) selon leur pouvoir antioxydant par ordre aéssant:
Ex AE (soxhlet) > Ex MeOH(sonication) BHT > Ex AE(sonication) > Ex MeOH(soxhlet)
Deux extraits ont montré une meilleure activité tpeéférence. On remarque aussi que les
résultats changent en changeant la technique didn:
- par sonication, I'extrait méthanolique ¢gE 0,54 + 0,004 mg/ml) est plus actif que celui
dans I'acétate d’éthyle (6l= 1,09 + 0,002 mg/ml).
- Par soxhlet, c’est I'extrait dans I'acétate d'éenfCko = 0,42 +0,001 mg/ml) qui a montré la

meilleure activité en comparaison avec le méthgneli(Ck, = 1,6 +0,007mg/ml).

On peut conclure donc que:
La composition chimique des extraits changerait da¢echnique d’extraction.
» Activité antioxydante des extraits de la plante 2@riganum elongatun) et de la plante
3 (Cistus salviifoliug.

L'activité antioxydante des extraits des deux pen2 et 3 a été évaluée en mesurant leur
pourvoir réducteur du radical DPPH. Les extraits @@ testés a des concentrations allant de 6,25
pg/ml a 200 pg/ml. Nous avons utilisé le BHT conméférence.

Les pourcentages d’'inhibition sont donnés dansdieau 11.
Tableau 10: Pouvoir d'inhibition du DPPH par chaquextrait et par le BHT.

Plante 2 :Origanum elongatum Plante 3 :Cistus
salviifolius

AE MeOH

200 99% 98% 96% 98% 61%

100 96% 96% 90% 94% 53,18%

50 88% 84% 86% 49,87%
81,60%

25 74% 61% 79% 80% 29,77%
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Les résultats montrent que les quatre extraitsldag plantes réduisent la concentration du

DPPH, et que le pourcentage d’inhibition augmewnecd’augmentation de la concentration. On

remarque aussi que tous les extraits ont une scBupérieure a celle du BHT (figure 41).
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0,00%
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Figure 41: Pouvoir antioxydant des extraits desaptes 2 et 3et du BHT
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Figure 42: Clso des plantes 2 et 3

Comme le montre la figure 42:
- Les Cko des extraits des plantes (de 0,267 + 0,06 mg/rl52+ 0,001 mg/ml) sont

inférieures a celle de la référence (0,67 + 0,102mh.

- Comme pouD. gnidium les extraits, par sonication, méthanoliqueOdelongatunet de

C. salviifoliusse sont montrés plus actifs que ceux dans 'acétate

Les résultats obtenus ont permis de classer leaitsxet le standard (BHT) selon leur pouvoir

antioxydant par ordre décroissant :

Ex MeOH (O. elongatum) > Ex AE (O. elongatum) > B#eOH(C. salviifolius) > Ex AE(C. salviifolius) SBHT
Clso mg/ml= (0,267 £ 0,06 < 0,32 £ 0,095 < 0,49 + 0,04 <2&,8,001 < 0,67 +0,109)
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Et enfin, en comparant l'activité antioxydante desraits, des trois plantes par sonication, on peut
conclure que, quelgue soit le solvant d’extrac{imethanol ou acétated’éthyl):

O. elongatunest plus active qu€. salviifoliusqui est plus active que. gnidium.

Ce résultat est en parfaite cohérence avec cellétlele phytochimique. En effef. elongatum
est plus riche en plyophénols et en flavonoides@usalvifoliius.D. gnidiumayant la plus faible

teneur en polyphénols et en flavonoides.

VIII. Activité vasodilatatrice

L’activité vasodilatatrice de chaque échantillogté déterminée en mesurant la pression de
perfusion (PP) du lit mésentérique du rat. Elle d&terminée en calculant la différence entre la
pression artérielle avant injection et la pressidi@rielle apres injection du produit a tester.t€et
différence est proportionnelle a l'activité vasathltrice (plus PP est grande plus le produit est
actif). Les résultats des trois plantes étudiéas pa@sentés dans les courbes suivantes:

» Daphne gnidium

L’injection des extraits deb.gnidium aux différentes doses étudiées (de 30 a 300 pg/ml)

n’entraine aucun effet vasodilatateur comme le nediatfigure 43.

Ach 10°* 30ug 100 pg 300 pg

Pré-contraction l l
PHe 10°

Figure 43: Effet vasodilatateur de I'extrait d’acéte d’'éthyle de D gnidium.

DoncD. gnidiumne posséde pas de pouvoir hypotenseur.
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» Origanum elongatum

On remargue que I'extrait méthanoliqdi®. elongatuma une activité vasodilatatrice (PP =

50 mmHg) voisine de celle de I'acétylcholine (PBG=mmHg) et qu’il induit aussi un

prolongement de la réponse vasodilatatrice (figdne

Ach10™* 100 pg

Pré-contraction l ¢

s P l 1
: : : ."w.\ . el —

Figure 44 : Effet vasodilatateur de I'extrait métmmlique d’O elongatum.

L’extrait dans I'acétate d’éthyld’O. elongatum(PP=20 mmHg) s’est révélé moins actif que

la référence (PP=40 mmHg).On remarque ¢également prolongement de

vasodilatatrice aprés injection de cet extraituffeg45s).

Ach 10°* i

Pré-contraction l l

la réponse

PHe 10°°

Figure 45 : Effet vasodilatateur de I'extrait d’at¢éte d’éthyle d’O elongatum.

-pour O.elongatumles extraits méthanoliques(PP = 50 mmHg) se swdlés plus actifs que ceux

dans l'acétate d’étyhle (PP=20 mmHQ).
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» Cistus salviifolius

L’injection del’extrait dans le dichlorométhane @esalviifoliusaux doses étudiées (30 a 300
pag/ml) a induit une activité vasodilatatrice (figut6) proportionnelle a la dose injectée.

L’effet hypotenseur a été observé a partir de 1§@@nliqui baisse la pression de 25 mmHg. A
300 pug/ml une réponse égale a I'activité de I'agétioline (PP=40 mmHg) a été obtenue.

Ach 10° 30ug 100 pg 300 pg

e — Pré-contraction l l l l

[ :

Figure 46: Effet vasodilatateur de I'extrait de ditorométhane de C.salviifolius

En comparant l'activité vasodilatatrice des trd@npes, on retrouve le méme résultat de I'activité
antioxydante :

O.elongatunest plus active qu€. salviifoliusqui est plus active que. gnidium(n’entraine aucun
effet vasodilatateur).

On peut, donc, conclure que I'activité vasodilatatice retrouvée chez les trois plantes étudiées
serait due a leur pouvoir antioxydant.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de notre travail était I'étude phytochimique, I'’évaluation du pouvoir antioxydant et
I'effet vasodilatateur de différents extraits de trois plantes de la région de beni-AniDagtine
gniduim, Origanum elongatum, Cistus salviifolius

La comparaison de deux technigues d’extraction, soxhlet et sonication, dans un méme solvant,
nous a permis de conclure que la composition chimique des extraits végétaux dépend de la
technique utilisée.

Presque tous les extraits des plantes étudiées ont montré de bonnes activités antioxydante et
vasodilatatrice.

Nous avons mis en évidence une corrélation entre la teneur en polyphénols et en flavonoides
dans nos extraits et leurs activités antioxydante et vasodilatatrice. Ainsi, nous avons pu classer les
trois plantes selon leurs activités biologiques dans 'ordre suivant :

O. elongatunplus active qu€. salviifoliusplus active qu®. gnidium

Les résultats prometteurs obtenus avec les trois plantes, incitent a faires des études plus

approfondies. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» Caractériser la quantité des composés polyphénoliques par différentes

méthodes de séparation (CLHP,CG/SM...).
» Etudier chaque extrait séparément puis isoler et identifier les différents composés qui
existent.
> Isoler les polyphénols et déterminer leurs activités anioxydante, et vasodilatatrice
séparément et combinés pour faire ressortir I'éventuel effet synergique entre ces
molécules.

> Etudier la toxicité des extraits pour voir la possibilité de leur utilisation
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