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3. Préparation des extraits bruts 

3.1. Extraction 

L'obtention des extraits bruts a été effectuée à partir du matériel végétal séché et 

pulvérisé dans un montage de type Soxhiet (Figure io) par trois solvants, à savoir 

l'hexane, l'éthanol et l'eau distillé. Les extractions one été réalisées successivement 

par ordre croissant de polarité. Les extraits obtenus ont été concentré à l'aide d'un rota 

évaporateur à une concentration standard de 50 mg/ml ,  puis stockés à 4°C dans 

l'obscurité. 

Figure io. Montage de type Soxhiet. 
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3.2. Calcule des rendements 

Le poids de l'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon pleine 

et le poids du ballon vide. 

3.3. Dosage des poly phénols 

L'étude quantitative en polyphénols des extraits (éthanolique,, hexanique et aqueux) 

au moyen des dosages spectrophotométries. Une quantité de 200 1.11 des extraits de la 

plante est mélangé avec imi du réactif de Fo!in-Ciocalteu fraîchement préparé (io fois 

dilué) et o,8ml de carbonate de sodium à 7,5% Na 2CO3. L'ensemble est incubé à 

température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc à 

l'aide d'un spectrophotomètre (UV/VIS OPTIZEN) à 765nm. 

Une courbe d'étalonnage (y = ax + b) a été réalisée en parallèle par l'acide gallique à 

différentes concentrations dans les mêmes conditions que les échantillons. 

Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d'acide gallique par gramme 

du poids sec de la plante en appliquant la formule suivante: 

C=(c x V) / m 

C : La teneur en phénols totaux (mg d'ac. gallique / g de matière sèche). 

C: La concentration de l'ac. gallique établie à partir de la courbe d'étalonnage 

(mg/MI). 

V: Volume de l'extrait méthanolique ou aqueux 

m: Le poids de la matière sèche (g). 
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4. Extraction des flavonoïdes 

4.1. Procédure 

On a employé les solutions méthanoliques pour l'extraction des flavonoïdes, méthode 

décrite par IJpson et al. (1999). 

> Pour mg de plante séchée et rendu en poudre placé dans un récipient en verre 

(fiole ou bécher), couvert de 20ml de MeOH aqueux 70% 

) Le tout est chauffé à 70°C pendant 5  minutes (ce procédé tue le tissu végétal, 

empêchant l'oxydation ou l'hydrolyse enzymatique). 

L'échantillon est laissé macérer durant une nuit (24heures). 

> Après une première filtration sur papier filtre n'589,13  cm de diamètre, 

Le filtrat est évaporé sous vide à sec en utilisant un Rota vapeur à la température 

de 45-50°C. 

L'extrait est ensuit récupéré par l'eau tiède à o°C. 

La solution est soumise à une extraction de type liquide/liquide à l'aide d'une 

ampoule à décanter par deux solvant successivement, le n-butanol et l'acétate 

d'éthyle. 

r Les deux extraits sont récupérés avec le DMSO après évaporation à sec (notant 

ici que la quantité de départ de la plante sous forme de poudre mis à l'extraction 

est de 20g et que l'extrait sec résultant est solubilisé dans 5  ml de DMSO). 

L'extrait sec en solution est conservé à +°C. 
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4.2. Dosage des flavonoïdes 

La teneur en flavonoïde a été déterminée spectrophotométriquement selon la méthode 

décrite par Upson et al. ('999).  Une quantité de iml de l'extrait de chaque plante a été 

mélangée avec 0,4ml d'eau distillé et par la suite avec 0,03ml d'une solution de nitrite 

de sodium NaNO2 à 5%. 

Après 5  minutes, 0,02ml d'une solution d'Aid3 à io% a été ajouté. Après 5 minutes on 

additionne au mélange 0,2 ml de solution de Na2CO3 iM et 0,25m1 d'eau distillée. 

L'ensemble est agité à l'aide d'un vortex et l'absorbance a été mesurée à 510 nm. 

La teneur en flavonoïdes a été calculée à partir d'une courbe d'étalonnage (y=ax+b) 

réalisée par la catéchine à différentes concentrations dans les mêmes conditions que 

les échantillons. 

. Activité antiradicalaire. Méthode de piégeage de radical libre DPPH 

La méthode DPPH (2,2 diphényl-i-picrylhydrasiyl) est une méthode simple, rapide et 

facile à mettre en oeuvre. Elle est utilisée par Dong-Sun Lee et col (2001). Les composés 

antioxydant présents dans les extraits de nos espèces végétales peuvent réduire le 

radical libre (DPPH) selon la réaction suivante :DPPH• + AH PPH-H + A 

La réaction DPPH. S'accompagne par le passage de la couleur violette à la couleur 

jaune de la solution, mesurable à k=17 nm. La solution de DPPH àO.025 g/l est 

préparée à l'avance (au moins 3  ou  4  heures) car la solubilisation est difficile, et elle ne 

se conserve pas de 48h à l'obscurité. On prend 50 il de l'extrait à différentes 

concentration (g!1) on lui ajoute 1.95 mi de DPPH dessous dans le méthanol. On 

incube à la température ambiante et à l'obscurité pendant 30 minutes. On mesure la 
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densité optique à X 517 nm. Les valeurs obtenues sont la moyenne de trois répétitions. 

L'acide ascorbique est un contrôle positif. L'absorbance lue est transformée en 

pourcentage d'inhibition par rapport à l'absorbance de la solution témoin. 

I%= ((At-Ae)/At).ioo (Wang et Col, 2002). 

Où 	At : L'absorbance de DPPH sans extrait, Ae: La densité optique de DPPH avec 

extrait, 	1% pourcentage d'inhibition. 

La courbe traçant la relation entre le pourcentage d'inhibition et la teneur en 

composés phénolique n'étant pas linéaire mais logarithmique (plateau atteint vers 8o% 

d'inhibition), Les extrait sont donc dilués ou concentrés pour obtenir un pourcentage 

d'inhibition aux alentours de 50%. Afin de comparer les extraits entre eux un indice est 

calculé EC5o quantité en (fig) de composés phénoliques nécessaire pour obtenir 50 % 

d'inhibition. 
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Partie 3.  Résultats et discussion 

i. Rendement en huile essentielle 

Les huiles essentielles ont été extraites des matériaux végétaux secs, le rendement en 

huile essentielle varie beaucoup avec la plante utilisé (figure u), le matériel employé 

pour l'extraction et la période de récolte. Lavandula mu1tflda ne renferme que des 

traces d'huiles. Alors que pour les deux autres plantes, le rendement était largement 

variable où Thymus fantaisie présente le rendement le plus élevé. En revanche, Daucus 

crinitus présentent un rendement moyen de 1,5 %. 

Sériel 

thymus jonianesii (1) 

laucus crinilus (2) 

tavandula multfida (3) 

Figure 11. Teneur en huile essentielle. 
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2. Taux de polyphénols Les teneurs en polyphénols totaux sont rapportées en équivalent 

gramme de l'acide gallique (figure 12). 
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Figure iz. Courbe d'étalonnage des polyphénols. 

L'étude quantitative en polyphénols des extraits au moyen des dosages spectrophotométrieS 

est présentée par la figure 13. 

10

Sériel M-hex LM-eth LM-eau DC-hex Dcth DC-eau if-hex TFth TF-eau 

Figure 13.Teneur en polyphénols totaux des différentes plantes (g/ioog de poids sèche 

de la plante). 
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N.  = :4,66X - 0.05 

On remarque que les extraits aqueux de lavandula et de Thymus sont riches en 

polyphénoles. 

3. Taux des flavonoïdes 

Une courbe d'étalonnage a été tracée pour doser les flavonoïdes, réalisée avec un 

extrait de catéchine (figure 14). 
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Figure 14-Courbe  d'étalonnage des flavonoïdes 

Les résultats du dosage des flavonoïdes des fractions brutes, d'acétate d'éthyle et N-

butanol sont donnés par les figures 15. Les quantités des flavonoïdes correspondantes 

ont été rapportées en équivalent gramme de l'étalon utilisé et déterminés par 

l'équation de type: y =ax+b. 
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Figure 15.Teneur en flavonoïdes (glioog de matière végétale). 

Selon les figures ci-dessus, on remarque que Thymus fontanesii renferme le taux le 

plus élevés des flavonoïdes, dont la fraction acétate 1,5% et N-butanol 1,31%, alors qu'on 

a constaté des quantités infimes pour le Daucus crinitus et Lavandula mu1tfida, dont 

les résultats sont respectivement Acétate d'éthyle (0,05% ; 0,2%), (N-butanol 0,11% 

i,i%). 

4. Résultats des tests du pouvoir antiradicalaire par la méthode de DPPH 

L'activité antiradicalaire des différents extraits vis-à-vis du radical DPPH a été évaluée 

spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par 

son passage de couleur violette à la couleur jaune mesurable à 517 nm. Cette capacité 

de réduction est déterminée par une diminution de l'absorbance induite par des 

substances anti radicalaires. 

Afin de comparer cette activité à celle de l'acide ascorbique et BHT, des courbes 

d'étalonnage sont réalisées et tracée dans les figures 16 et 17. 
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Figure 16. Pourcentage d'inhibition en fonction de la différente concentration de l'acide 

ascorbique. 
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Figure 17.Pourcentage d'inhibition en fonction des différentes concentrations de BHT. 

Les résultats au DPPH en fonction des concentrations d'HE, extraits bruts (extrait hexanique, 

éthanolique et aqueux) et des fractions flavonoidiques (acétate d'éthyle; N-butanol) sont 

présentés par les figures suivantesde 18 à 34: 
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Figure 17. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'HE (Lavandula multflda). 
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Figure 18.Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'HE (Thymus fontanesii). 
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Figure 19. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'HE (Daucus crinilus). 
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Figure 20. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait aqueux (Lavandula multjfida). 
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Figure 21.Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extraits éthanolique (Lavandula mu!! ifida). 
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Figure 22.Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait d'hexane (Lavandula multifida). 
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Figure 23. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait flavonoidique, fraction N-buthanol (Lavandula multflda). 
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Figure 24. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait flavonoidique, fraction acétate d'éthyle (LAI). 
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Figure 25. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait aqueux (Thymus fontanisii TE). 
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Figure 26.Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait éthanolique (TF). 
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Figure 27. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentration 

d'extrait d'hexane (TE). 
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Figure 28. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

flavonoïdes, fraction N-buthanol (TF). 
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Figure 29. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

flavonoïdes, fraction acétate d'éthyle (TF). 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

o 
0 	0,02 	0,04 	0,06 	0,08 	0,1 	0,12 	0,14 

Figure 30. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPI-I en fonction des concentrations 

d'extrait aqueux (Daucus crinitus). 
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Figure 31. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait éthanolique (DC). 

• 70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 
0 	0,2 	0,4 	0,6 	0,8 	1 	1,2 	1,4 

Figure 32. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations 

d'extrait d'hexane (DC). 
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Figure 33. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

flavonoïdes, fraction N-buthanol (DC). 
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Figure 34. Pourcentage d'inhibition de radical libre DPPH en fonction des concentrations des 

flavonoïdes, fraction acétate d'éthyle (DC). 

L'activité antiradicalaire de nos extraits exprimée en IC50 (Tableau 6), ce paramètre a 

été apparemment introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a été ensuite 
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employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la 

concentration efficace de l'extrait qui cause la perte de 50 % de l'activité de DPPH 

(couleur) (Molyneux, 2004). 

Tableau 6.1,es valeurs des lCo des différents extraits. 

Extrait IC50  (Mg/MI) 

H.E (Lavandula multifida) 0,5 

- 	 H.E (Daucus crinitus) Pas d'activité 

H.E (Thymus fontanisie) 0,7 

- 	 E.F.LM (Fraction acétate d'ethyle) 0.9 

E.F.LM (Fraction N-butanol) 0,8 

- 	 E.F.DC (Fraction acétate d'éthyle) 0,12 

E.F.DC (Fraction N-butanol) 0.10 

- 	 E.F.TF (Fraction acétate d'éthyle) 0,01 

E.F.TF (Fraction N-butanol) 0,03 

- 	 Extrait aqueux(LM) 0,01 

Extrait éthanolique (LM) 0,19 

- 	 Extrait de I'hexane (LM) 0,64 

Extrait aqueux (DC) Pas d'activité 

Extrait éthanolique (DC) 0,9 

Extrait de l'hexane (DC) I 

Extrait aqueux (TF) 0,1 

Extrait éthanolique (TF) 0,008 

- 	 Extrait de l'hexane (TF) 0,085 

Acide ascorbique 0.0295 

- 	 BHT 0,0063 

Comme figurant dans le tableau ci-dessus, tous nos extraits sont des excellentes 

antioxydants naturels, mise à part l'huile essentielle Daucus, fraction N-butanol DC et 

la fraction acétate d'éthyle LM. 
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Les extraits bruts et les fractions flavonoidique possèdent une forte capacité de 

neutralisation du radical libre DPPH. Tous les IC50 sont très basses, comprises entre 

o,008 et 1 mg/ml. 



Conclusion 

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et 

composés naturelles bioactifs. L'étude des propriétés antioxydantes a concerné trois 

plantes de la région de Nedroma sélectionnés parmi celles poussant à l'état spontané. 

La détermination des rendements en huiles essentielles ont montré une rentabilité. 

L'étude du pouvoir antiradicalair par la méthode de DPPHa confirmé les propriétés 

puissantes qui possèdent les flavonoïdes à piéger les radicaux libres, suivant les 

résultats qu'on a obtenus expérimentalement, nous pouvons prédire que les 

flavonoïdes sont des agents antioxydants de première classe. 

En fin, l'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une première étape 

dans la recherche de substances naturelle biologiquement actives. Des essais 

complémentaire seront nécessaires afin d'éprouver in vitro et in vivo le pouvoir 

antiradicalair et antioxydant de nos extraits seuls et sous forme d'alicaments. 
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