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Introduction

Introduction

L'histoire de la médecine a base des plantes a été connue depuis 1’antiquité. Les plantes
médicinales représentent une source importante de substances chimiquescomplexes qu’on
peut classer en plusieurs grands groupes parmi eux, les composésphénoliques, les flavonoides,
les terpénes et les stéroides et les alcaloides (Krief, 2003), et qui sont, de plus en plus présents
dans plusieurs domaines, soit en agro-alimentaire, cosmétique et thérapeutiques (El Haib,
2001), en raison de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies, notamment dans
les problémes de santé les plus fréquents comme I’inflammation, qu’est une réaction de

défense de I’organisme a diverses agressions (Cheritia et al., 2016).

Actuellement, un grand intérét est port¢ a [’utilisation traditionnelle des plantes
médicinale dans le cadre de soins de santé car elle est considérée comme une source
potentielle de molécules naturelle bioactive. Toutefois, cette utilisation demeure informelle en
Algérie pour deux raisons .la premiére a traité a 1’absence d’un cadre juridico-réglementaire
encadrant utilisation des plantes médicinales traditionnelle et la phytothérapie.la seconde
raison est I’absence d’¢léments scientifique validant 1’utilisation thérapeutique des plantes

médicinales traditionnelles.

L’Algérie posséde un patrimoine végétal tres riche avec 3000 espéces appartenant a
plusieurs plantes et parmi d’eux il y a : la plante d’Inula viscosa de la famille des Asteraceae
et plante de Mentha rotundifolia de la famille Lamiaceae, et la raison du choix ces deux
especes est qu’elles sont toutes les deux endémiques et riches en composés phénoliques

notamment les flavonoides connus pour leurs activités biologiques diverses.

L’extraction des composés phénoliques a partir de la maticre végétale, est une étape trés
importante dans leurs identifications. En conséquence, les différentes méthodes d’extraction
ont une influence sur les rendements d’extraction de composés phénoliques de source
végétale. Des méthodes dites traditionnelles, comme par macération et extraction par montage
a reflux qui est basée sur la solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction
(Handa et al., 2008), étaient jusqu’ici considérées comme techniques de choix pour extraire

les composés naturels
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L’objectif de notre travail est I’étude de I’effet de la méthode d’extraction et le solvant
d’extraction (éthanol, méthanol, acétone), sur D’activité antioxydant de deux plantes

médicinale : Inula viscousa et Mentha rotundifolia.
La présente étude inclus deux parties principales :

> La premiére partie est une synthése bibliographique qui présente la description de
plante Inula viscosa et Mentha rotundifolia, les composé phénoliqueset 1’étude de 1’activité

antioxydant

> La deuxieme partie de ce travail est une étude expérimentale qui a pour but de
déterminer la meilleure méthode d’extraction (extraction par macération et extraction par

montage a reflux de deux plantes

> La troisiéme partie permet de comparer les résultats des travaux précédents sur 1’effet

du solvant et la méthode d’extraction sur I’activité antioxydant.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales

I.1. Présentation de la plante Inula viscosa
1.1.1. Généralité

Le genre Inula appartient & la famille des Asteraceae, il comprend une variété d'environ
90 especes (Pignatti, 1982). Ce genre est présent principalement en Afrique, en Asie et dans la
région Méditerranéenne de 1’Europe (Kaur et Chahal, 2014). Plusieurs Inula spp ont été
largement utilisées dans la médicine traditionnelle partout dans le monde, du fait des diverses
activités biologiques qui leur sont attribuées telles que : anticancer, antibactérienne, hépato

protectrice, cytotoxique, et anti-inflammatoire (Zhao et al., 2006).
1.1.2. Description botanique

Inula viscosa est une plante glanduleuse, herbacées, visqueuse, a odeur forte qui
appartient a la famille des Asteraceae (Quezel et Santa, 1963). Elle est vivace a tige

frutescente a la base et de 40-100 cm, a rameaux rougeatres (Fig.1).

Ses feuilles sont entiéres dentées, aigués, sinuées ; rudées, recouvertes sur les deux
faces de glandes visqueuses. Les caulinaires sont amplexicaule, plus largement lancéolées.
Bractées externes de l'involucre scarieuses de méme que les interne (Quezel et Santa, 1963 ;
Ait Youssef, 2006). Des fleurs périphériques sont liguliformes, celles du centre sont
tubulaires. Elles sont rayonnantes de couleur jaune et a forte odeur (Bensegueni-Tounsi,
2001).

La floraison commence a partir du mois de Septembre jusqu’au mois de Novembre
(selon les lieux). Les inflorescences sont de longues nombreuse, capillaire de 10-12 de long
(Quezel et Santa, 1963 ; Bonner, 1990). Les fruits sont des akenes (fruits secs) velus, un peu
ovoides, sont surmontés par une petite aigrette jaunatre de soies denticulées (Baydar et Fehmi,
1998).

Figure 1 : Inula viscosa (www.tela-botanica.org).
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1.1.3. Taxonomie
D’aprés Guignard, (2001), la position systématique de /’Inula viscosa est comme suite :

Regne : Vegétal

Embranchement : Spermaphyte
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astérides

Ordre : Astérales

Famille : Astéracea

Genre : Inula

Espéce : Inula viscosa.

1.1.4. Nom vernaculaire :

Nom en anglais : False yellon head.Woody fleabame (Brullo et De Marco, 2000), Yellon
flabane (Brullo et De Marco, 2000 ; Wamidh et al., 2012),Viscosa elecampane (Wamidh et
al., 2012), Stiky fleabame (Lev et Amar, 2000 ; Danino et al., 2009).

Nom en francais : Inule visqueuse, Aunée visqueuse (Halimi, 1997).
Nom en arabe : Terhal, Magraman or Amagramane (Kattouf et al., 2009).
Nom en turc ; Yapiskan andiz (elecampane) (Baytoup, 1999).

I.1.5. Répartition géographique

Inula viscosa est commun dans tout le bassin méditerranéen, son aire de répartition
naturelle comprend les cbtes du sud de I’Europe (France, Espagne, Gréce, ltalie, Bulgarie, et
Turquie...), le Moyen-Orient(Palestine, Jordanie et Syrie), ainsi que I’Afrique du Nord
(Maroc, Algérie, Egypte et Libye), et en Asie (China, Japon). On les trouve aussi dans, les
rocailles (Lauro et Rolih, 1990), les sols salés, les prairies humides et les bords des cours
d’eau et de routes (Lustra, 1993 ; Mamoci et al., 2012).

1.1.6. Utilisation traditionnel
L’histoire thérapeutique de |’'Inula viscosa est trés diversifiée et connue depuis
longtemps par les guérisseurs. Des anciens temps, il a été utilisé pour traiter les blessures, les

meurtris, des ecchymoses et des troubles intestinaux. Il a été rapporté qu’elle est utilisée en
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Italie comme : antipyrétiques, antiphlogistiques et antiseptiques (Lauro et Rolih, 1990). La
partie aérienne de cette plante est utilisés en décoction pour le traitement de la pression
artérielle et le diabéte, ces feuilles sont utilisées en Maroc en cataplasme pour traiter les abces,

la gale, dermatoses, les ulcere etc (Kattouf et al., 2009).

En Algérie, I’Inula est utilisée dans la médecine populaire comme antipyrétique en
tisanes ou en cataplasme contre les maux de téte et les infections pulmonaires (Pérez-Alonso
et al., 1996 ; Camacho et al., 2000). Les huiles essentielles d’Inula viscosa ont des propriétés
antifongique, antiseptique, anti-inflammatoire, anti-infectieuse, microbicide, antibactérien et
anti acétylcholinestérase des parties aériennes d’Inula viscosa (Silva et al., 2005 ; Silvia et al.,
2011 ; Blanc et al., 2006).

I.2. Présentation de la plante Mentha Rotundifolia
1.2.1. Geénéralité

Le genre Mentha appartient a la famille Lamiaceae qui est I’une des importantes dans
le monde végétal, elle comporte environ 200 genres et 6000 espéces distribuée dans les
régions tempérées dans le monde entier (Govaerts, 2012). Le genre Mentha a fait 1’objet de
nombreux travaux scientifiques mettant en évidence des activités variées. Plusieurs études ont
montré que la famille des Lamiaceae est une source naturelle d’antioxydants (Ghoudhury et
al., 2006).

1.2.2. Description botanique

La Mentha rotundifolia est un plante herbacés vivace (Kokkina et Pageorgiou, 1988 ;
lorenzo et al., 2002), renoncée mais assez agréable. Ses tiges sont dressées, trés rameuses des
la base et pubescente au somme t’atteignant environ 30 cm (Vilmorine-Andrieux, 1989), ou
60 cm de hauteur (Cazin, 1868).

Ses feuilles rondes, épaisses, opposee, et ridées avec des tiges, typiques des labiées, est
a section carrée. L'ensemble de la plante est couvert de poils denses et blanchatres qui la
rendent douce a toucher (Benbouali, 2006), rugueuses en dessus et fortement panachées de
vert et de blanc jaune clair, qui devient plus foncé avec 1’age (Vilmorine-Andrieux, 1989). Ses

racines rampantes, longues et fibreuses (Cazin, 1868).

Les fleurs sont blanches ou rose, en glomérules nombreux disposé eux-mémes en épis
terminaux allongé, gréles cylindrique compactes. La hauteur de la plante est de 25 a 80 cm,
les fleurs fait 5 mm (Benbouali, 2006 ; Mossaddak, 1995).
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La floraison est de Juillet a Septembre (Cazin, 1868). L’inflorescence est type spicate.
Le calice est hérissée en dehors, les étamines sont saillantes et les fruits lissé (Harley et
Brighton, 1977).

Figure 2 : Mentha rotundifolia (www.tela-botanica.org).

1.2.3. Taxonomie
D’apres Iserin et al. (1997), la systématique du Mentha rotundifolia est comme suite :

Regne : plantae

Embranchement : Phanérogames

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espece : Mentha rotundifolia

1.2.4. Nom vernaculaire

Nom en francais :Mentha rotundifolia (Rameau et al., 2008).
Nom en arabe : Timija ou Timarssat (Hendriks et Van, 1976 ; Lawrence, 2007), Domrane.

Nom en anglais : Apple Mint (Rameau et al., 2008 ; Hendriks et Van, 1976) Apple-scented
Mint (Hendriks et Van, 1976), pineapple mint (Lawrence, 2007).

Nom scientifique : Mentha suaveolens Ehrh (Rameau et al., 2008 ; Hendriks et VVan, 1976).
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M. rotundifolia est un hybride de Mentha longique et de Mentha suaveolens (Lorenzo,
2002), alors que d’autre références disent que Mentha rotundifolia et Mentha suaveolens
correspondent & la méme espéce (Brada et al., 2007).

1.2.5. Répartition géographique

M. rotundifolia (L) Hudson pousse dans les endroits humides d’Europe occidentale (du
Danemark) jusqu’en Europe orientale et en Afrique du Nord (Lawrence, 2007), ainsi que dans

les pays tempérés de I’hémisphére sud (Lorenzo, 2002).

1.2.6. Utilisation traditionnelle de Mentha rotundifolia

La M. rotundifolia conservent depuis I’antiquité une infinie diversit¢é d’emplois
etoccupent une large place dans la thérapeutique. Elle s’utilise contre la fiévre, la faiblesse, la
toux, les nausées, les maux de 1’estomac, la mélancolie, les maladies de poitrines, 1’hystérie,

les troubles de la vue (Garnier et al., 1961 ; Fournier, 1984).

En pharmacie, les propriétés stimulantes, toniques, antiseptiques et anesthésiques, sont
valorisées en plus de I’action aromatique. Elle s'utilise aussi En parfumerie et cosmétique
(FAO, 2010).

Cette plante est largement utilisée dans la médecine traditionnelle des pays du Maghreb
pour ces propriétés : digestive, expectorante, antispasmodique, elle est aussi utilisée pour
calmer les douleurs rhumatismales et des piqlres d’insectes. L huile essentielle de cette plante
est utilisée pour calmer les palpitations cardiaques (quelques gouttes d’huile essentielle avec
eau chaude) (Lorenzo, 2002 ; Badra et al., 2007 ; Wang et al., 2013). Une étude biologique
effectuée sur ’huile essentielle de Mentha rotundifolia poussant en Tunisie, a montré une

activité antioxydante remarquable avec le DPPH et le B-carotene (Riahi et al., 2013).
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11.1. Les métabolismes secondaires
11.1.1. Généralités

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des
plantes et leur interaction avec I’environnement, (Ramakrishna et Ravishankar, 2011). Les
métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont distribués
selon leurs réles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a I'autre (Merghem, 2009).

11.1.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les
végetaux. lls résultent bio génétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie
shikimate et acétate (Lugasi et al., 2003).

L’élément structural fondamental qui caractérise toutes ces molécules est la présence
d’au moins un noyau benzénique, auquel est directement 1ié au moins un groupe hydroxyl,

libre ou engagé dans une autre fonction : ether, ester, hétéroside (Bruneton, 1999).

Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végétaux sont la protection
contre les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations UV. Dans ce
cas ils agissent par effet d’écran et par effet antioxydant (Lebham, 2005). D’autre part leurs
actions anti bactériennes et antifongiques, participe a la pigmentation des fleurs des légumes
et de quelque fruits (raisin, agrume, etc...). Certains d’entre eux sont responsables

d’amertume et d’astringence.

Les composés phénoliques (acides phénoliques, coumarines, flavonoides, anthocyanes,
proanthocyanidines et Tanins gallique et catéchiquees) forment le groupe des composés
phytochimiques le plus important des plantes (Bahorum, 1997).

11.2. Activité biologiques de poly phénols

De nos jours les propriétés des poly phénol sont largement étudiées dans le domaine
médical ces études on mise en €vidence plusieurs activités biologiques d’ont P’activité
antioxydant (Pietta, 2002) ¢ (Osmianki et al., 2007), I’activité anticancéreuse (Ames et al
.1995,Jhonson 1999), I’activité antibactérienne (Katarzyna et al., 2007), P’activité anti-
inflammatoires (Sakurai et al., 2010) et aussi ’activité antivirale (HIV) ( Liu et al., 2005),
des données épidemiologiques suggérant que la consommation de nourriture riche en
flavonoides par exemple (xanthon,quercétine, myrcetin) aide a la prévention contre les

maladies neurodégénératives liées a 1’age telle que la maladie d’Alzheimer (Heinrich et
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Theo, 2004). Les poly phénols peuvent diminuer le taux de cholestérol dans le sang (Lin,

2012) et peuvent agir aussi comme un antidiabétique (Ong et khoo, 1997).

Martin et Andriantsitohaina montre que les poly phénols favorise la protection contre

les altérations cardiaque et vasculaire (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
11.3. Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme (Pincemail, 2004 ;
Yepez et al., 2002), lors d’un stress oxydant les ERO non «détoxiquées» par le systéeme
antioxydant attaque et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur
contact, contenues dans les cellules, notamment les protéines (Davies, 2003), les acides
nucléiques (Cooke et al., 2003), les acides gras et les carbohydrates (Prior et Cao, 1999 ;
Azab et al, 2007), ces dégats structuraux et fonctionnelle conduit a des différentes maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de parkinson (Buckman et

al, 1990 ; Dauer et przedoborski, 2003).

Notre mode de vie et nos mauvaise habitudes alimentaires, augment de fagon anormale
la production des EOA dans notre organisme ceci peut aussi contribuer a ’apparition de stress

oxydative et divers pathologies.

Antioxydants

|
- ;

Déséquilibre

Figure 3 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et radicaux libres (Shimizi, 2004).
11.3.1. Radicaux libres

Un radical libre (RL) est une entité chimique possédant, sur sa couche externe un

électron non double, cette propriété rend cet élément tres instable et réactif (demi-vie courte)
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(Ortiz et al., 2013), du fait de la tendance de cet électron a se ré-appairer, déstabilisant ainsi

d'autres molécules.

Ainsi, les molécules, a leur tour, se transforment en d'autres radicaux libres et

déclenchent ainsi une réaction en chaine (Dacosta, 2003).

11.3.1.1. Principaux radicaux libres

Tableau 1 : Les especes réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote (Sun, 2009).

Especes réactives de I’oxygéne (ROS)

Espéces réactives de I’azote (RNS)

forme radicalaires
Le radical
hydroxyle HOe
L’anion
superoxyde

02e-

Le radical
hydroperoxyle
HO2e

Le monoxyde
d’azote ou oxyde
nitrique NOe

Le radical peroxyle
RO2

forme non radicalaires
Le peroxyde
d’hydrogeéne H202.

L’acide hypochloreux
HOCI.

L’oxygéne singulet 102

Le peroxynitrite
ONOOEnN

forme radicalaires
L’oxyde
nitrique(NO")

Dioxyde d’azote
(NO)

forme non radicalaires
Acide nitreux (HNO2)

Trioxyde de diazote /
tétroxyde ( N20O3)

nitronium (nitryl)

ion (NO?"
peroxynitrite (ONOOY)

peroxynitrite d'alkyle
(ROONO)

anion nitroxyle (NOY)
cation nitrosyle (NO¥)

chlorure de nitryle
(NO2CL)

11.3.2. Origine de stress oxydative

Les radicaux libres se trouvent dans 1’organisme et ils sont produits par plusieurs

mécanismes physiologiques. Cette production peut devenir toxique donc le corps a besoin

d’utiliser le systéme antioxydant (Favier, 2003).

11.3.2.1. Radicaux libres oxygénes (ROS)

Leur source c’est par la NADPH oxydase membranaires et les enzymes du complexe e

de chaine respiratoire mitochondriale (Kannan et Jain, 2000).

10
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11.3.2.2. Radicaux libre azote (RNS)

Produit au niveau cellulaire a partir d’arginine et d’oxygenes a la présence de NADPH

(Bouguirne, 2012).
11.3.3. Les conséquences du stress oxydant

Les concentrations physiologiques d’especes réactives de 1’oxygeéne ont un effet
bénéfique sur la croissance cellulaire tandis que des taux élevés sont destructeurs (Remacle et
al., 1995).

En effet, les ERO étant capables de réagir a différents niveaux dans les cellules, les
conséquences liées a leur accumulation peuvent étre trés graves (Berlett et Stadtman, 1997 ;
Dean et al., 1997), tel que le diabete, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Montagnier et al., 1997). Les ROS seraient impliquées dans les maladies neurodégénératives,

notamment la maladie d'Alzheimer.

Le stress oxydatif peut provoquer une granulomatose septique, le cancer, la
photovieillissement cutané (Favier, 2006). Une nécrose et des stress violents désorganiseront
la membrane cellulaire, entrainant des lysesimmédiates (Favier, 2003). Les dommages
oxydatifs sur les acides nucléiques entrainent des mutations et des dégradations des bases

pouvant provoquer le clivage d’un brin d’ADN.
11.4. Les antioxydants

Les antioxydants ont été définis comme des composés qui protégent les systémes
biologiques contre les effets potentiellement déléteres des processus ou des réactions qui

peuvent provoguer une oxydation excessive (Park et al., 2001).
11.4.1. Un systéme enzymatique

Tous d’abord il y a les super oxydes dismutases (SOD), les catalase(CAT) et les
glutathions super oxydase (GSH-Px) (Favier, 1997).

Les SOD sont responsables de la production de molécules d’oxygeéne et une molécule
d’H20: a partir de deux Oz par une réaction de dismutation. Chez I’homme on distingue trois
iso formes de SOD structurellement caracterisé par la présence d’un puits hydrophobe pour
piéger le radical O>", et ils different entre eux par leur localisation cellulaires ; les SOD
manganése (Mn-SOD), les SOD a cuivre-Zn (Cu, Zn-SOD) qui sont considéré comme le
major et le plus antioxydant enzymatique abondant contre les O>™ (Favier, 2006 ; Jonshon et
Giulivi, 2005 ; Mates et Sarchez Jimenez, 1999).

11
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La catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) jouent un rdle déterminant dans la

régulation de production intracellulaire de ROS.

La catalase, c’est un enzyme compétitive de (GPx) pour I’H20o, il est responsable de la
transformation de H.O> en oxygéne plus eau (Wolinsky, 1998 ; Saver et al., 2008) ont
¢galement montré qu’elle posséde une activit¢ dans le Edéveloppement d’une réponse

adaptatrice face au stress oxydant (Esposito et al., 2002).

L’enzyme GPx, caractérisé par leur capacit¢ de la réduction des différents hydro
peroxyde organiques (ROOH et H202) par I’utilisation de gluthathion (GSH) comme donneur
d’¢lectrons (Arthur, 2000).

Finellement, 1’activit¢ des enzymes antioxydant SOD ,CAT et GPO doit étre

complémentaires pour assuré un bon protection contre les ROS.

O Arginine

oxygene

2 °
NO monoxyde

O-
.uuon superoxyde s, %
supcroxyde dismuts xsg[cu,n I_ — L Y d’azote
superoxyde dismutase I\1n| e

H>O> ONOOH
peroxyde d’hydrogéne pcromnltntc
slutathion peroxyd Lr—— — Fe r = = _

b : poroxycass - \ (;:l / sélénoprotéine PI "

((. atalase Fe ;_\._‘_:~- 1S
. HLO 2

lhuor-.do\um peroxydase -_ e X “ radical hvdroxvle
e == =

thioredoxine réductase IA I l

[ ADN oxydés I l Lipides oxydés | | Protéines oxydées I

Figure 4 : Principaux systemes enzymatiques antioxydant impliqué dans le contrdle de
ROS (Favier, 2003).
11.4.2. Un Systeme non enzymatique
Les différents composés antioxydants non enzymatiques sont apportés via
I’alimentation telle que les vitamines (C, E....etc.), et les oligo-éléments plus le statut
antioxydant plasmatique total (TAS) représenté par 1’albumine, ’acide urique (Yao et al.,
1998), ils sont généralement de bons capteurs de hydroxyle OH® et pyroxyles RO:..
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Objectif

L’objectif de notre travail est I’étude de I’effet de la méthode d’extraction et le solvant
d’extraction (éthanol, méthanol, acétone), sur D’activité antioxydant de deux plantes

médicinales : Inula viscousa et Mentha rotundifolia.
I11.1. Matériel utilisé
111.1.1. Matériel végétal

Les deux plantes I. viscosa et M. rotundifolia ont été récoltées dans la région de
N’agous, Batna en Aout 2019. L’identification des deux plantes est effectuée par le Professeur

Oudjehih a I’université de Batna.

Les deux plantes récoltées sont séchées a 1’abri de I’humidité et de la lumicre du soleil
pendant 15 jours, puis broyé pour obtenir une poudre fine pour effectue les analyses

ultérieures.

111.1.1.1. Présentation de la région

C'est une ville bordant la Numidie, construite par les Romains au lle siecle apres JC.
Elle est située entre les longitudes & 5 degrés a l'ouest de Batna, le siége de I'Etat, & 100 km de
13, et en méme temps elle s'éléve a 770 métres au-dessus du niveau de la mer. Du nord-ouest,
nous trouvons les montagnes gatiennes, dans lesquelles le plus haut sommet du "Tishrert"
s'éléve a 1834 metres. Et le bloc du mont Sultan Sons de I'est, et son plus haut sommet, Al-
Rafa'a, atteint 2176 metres au-dessus du niveau de la mer, avec une superficie de 8280
hectares, il occupe donc un emplacement stratégique qui sert de lien entre les zones
vallonnées et les oasis d'Al-Zayban, et relie un certain nombre de villes historiques

importantes. Elle délimitée :
Au nord, par Ras el aioun
Au Dest, par Ouled si slimane
Au I’ouest, par Gosbatté

Au sud, par Boumagueur.
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111.1.2. Réactifs et appareillages

Tableau 2 : Représentation des appareillages, réactifs et d’autres matériaux.

Appareillages

Réactifs

Autre matérial

e Balance éléctrique
e Microbalance

e Etuve

e Montage a reflux
¢ Rotavap

e \ortex

e Spectrophotometre

¢ Méthanol (CH30H)
e Ethanol

¢ Acétone : (C3H60)
e Eau distillée

e Acide gallique

e Folin- Ciocalteu

¢ Boites de pétri
e Papier filtre

e Micropipette
e Flacons

e Tube a essai
e Eprouvette

e Entonnoir

e Beéchers

e Spatule

e Erlenmeyer

e Anse de platine
e Spatule

e Balance éléctrique

111.2. Méthodes

111.2.1. Extraction des composés phénoliques et des flavonoides

L’extraction est une étape trés importante dans 1’isolement, 1’identification et

I’utilisation des composés phénoliques (Ignat et al., 2011).

Les extraits utilisés sont préparés selon le mode d’extraction en macération et par

montage a reflux.

111.2.1.1. Macération

La macération est un procedé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide

(Ignat et al., 2011) qui peut étre de 1’eau, des alcools ou des mélanges (Stalikas, 2007).

Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité

considérable de solvants, est relativement peu codteuse. En plus, elle se déroule a température

14
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ambiante ce qui est trés positif pour conserver l'intégralité des molécules phénoliques qui sont

sensibles aux changements de température.
111.2.1.2. Montage a reflux

C’est un procédé qui utilisé pour extraire les principes actifs tell que les flavonoides les
tanins, il consiste a porter a ébullition un melange de matiére végétale et de solvant. On utilise
ici un réfrigérant a boule, plutdt qu’un réfrigérant droit, afin d’augmenter la surface de contact
avec les vapeurs. La vapeur dégagée est condensée sur les parois froides du bas du réfrigérant
ce qui permet de former des gouttes de liquides qui tombent régulierement du réfrigérant dans

la melange, ainsi, on a récupéré le produit finale.

Figure 5 : Montage a reflux.

111.2.2. Extraction

Cette étape consiste a extraire le maximum des principes actifs contenus dans la plante.
Les extraits méthanolique, éthanoliques et acétonique, les deux plants ont été préparés par

macération et par montage a reflux.

Prise d’essai de 10g de poudre été mise a macérer dans 200 ml du solvant (Méthanol,
Ethanol absolu et acétone) sous agitation continu, pendant 24 H, puis les extraits sont ensuite

filtrés. Cette procédure repéter trois fois.
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Figure 6 : Méthode d’extraction par macération.
Refaire la description de la méthode : montage a reflux.

Figure 7 : Méthode d’extraction par montage a reflux.

Les filtras obtenus par macération ou par montage a reflux sont ensuite évaporés a sec
sous pression au rotavapeur pour éliminer le solvant sous vide. Les extraits secs obtenus sont

by

conservé a 4C° jusqu' a son utilisation.

16



Chapitre 111 Matériels et Méthodes

Figure 8 : Photographe de rotavapeur.

Matiére végétale

Séchage : a I’abri de la lumiére du soleil et a
température ambiant pendant quelque jours

|

Broyage électrique : obtention
d’une poudre

Pesée

\ 4 u N
Extraction & froid | Extraction Extraction & chaud
(macération ) . ) (Montage a reflux )
J

Dosage des Evaluation de
) I’activité
COMPOSEs antioxvdant

Figure 9 : Schéma illustrant la démarche expérimental suivie dans cette étude.

£\
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111.2.2.1. Calcul des rendements

Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport

suivant :

[ Rdt (%) = P1 — P2/ P3 x 100 ]

P1 : Poids de la boite pétri avec extrais apres évaporation.
P2 : Poids de la boite pétri vide.
P3 : Poids de la matiere végétale de départ

111.2.2. Dosage des composés phénoliques

111.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de (Singleton
et Ross, 1965) en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu décrit par le protocole de (Li et al.,
2007). A un volume de 200 pl de chaque extrait de plante, est ajouté 1 mlde Folin Ciocalteu
dilué 10 fois. Aprés 4 minutes, 800 ul de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7.5 % est
additionné. Le mélange est agité et laissé a une température ambiante et a 1’obscurité pendant
2 heures. L’absorbance est mesurée a 765 nm au spectrophotomeétre contre un blanc sans
extrait. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant 1’acide gallique comme controle positif a concentrations finales
allant de (0-150 pg/ml) pour la quantification des polyphénols et exprimée en microgramme

équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg EqAG/g d’extrait).
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Chapitre 1V

Résultats et discussion

IV.1. Détermination des rendements des extraits des deux plants

Aprés extraction et récupération des extraits sous forme de poudre, le rendement, la

couleur ainsi que 1’aspect physique de chaque extrait sont déterminées et représentées dans le

tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristique d’extraits alcoolique de plante étudiée.

La plante Les techniques | Lessolvants | Aspect | Couleur | Rendement(%)
d’extraction physique
lula viscoa | Montage a| Meéthanol Poudre Marron 40
reflux Ethanol 36
Acétone 24
Macération Méthanol Poudre Marron 38
Ethanol 28
Acétone 34

Tableau 4 : Caractéristique d’extraits alcoolique de plante étudiée.

La plante Les techniques | Les solvants | Aspect | Couleur Rendement
d’extraction physique
Mentha Montage a Méthanol Poudre Vert 69
rotundifolia | reflux Ethanol 16
Aceétone 15
Macération Méthanol Poudre Vert 44
Ethanol 28
Aceétone 28

IV.1.1. Rendement d’extraction par montage a reflux

D’apres la figure 13, I’extrait méthanolique présente le meilleur rendement ; siot une

moyenne de 40% pour 1. viscosa et 69% pour M. rotundifolia, alors que I’extrait acétonique
présente le rendement le plus faible pour les deux plante avec 24% et 15% pour . viscosa et

M. rotundifolia respectivement.
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Rendement d'inula viscosa Rendement d'Mentha
rotundifolia

®@ éthanol & 15%

| éthanol
® méthanol )

& méthanol
i acétone 3

il acétone

Figure 10 : Représentation graphique de rendement des extraits des deux plantes par montage
a reflux.

1V.1.2. Rendement d’extraction par macération

Le rendement obtenu par macération présente dans la figure 14. Les résultats montrent
que I’extrait méthanolique est le meilleur avec un pourcentage 38% pour |. viscosa et 44%
pour M. rotundifolia. En revanche, I’extrait éthanolique et 1’extrait acétonique de M.
rotundifolia viennent ensuite un pourcentage de 28%. Alors que I’extrait 1’extrait éthanolique

et I’extrait acétonique de |. viscosa présente un rendement de 28% et 34% respectivement.

Dans la présente étude, M. rotundifolia a enregistré le meilleur rendement par la

méthode d’extraction montage a ruflux.

Rendement d'inula viscosa Rendement de Mentha
rotundifolia

& éthanol

i éthanol
& méthanol ,

i méthanol
u acétone ]

u acétone

Figure 11 : Représentation graphique de rendement des extraits des deux plantes par
macération.
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1VV.2. Doasage des polyphénols et flavoniode totaux
1V.2.1. Résultats de I’étude de Dosage des polyphénols totaux

La méthode utilisée pour établir la courbe d’étalonnage de 1’acide galique est celle de
(Singleton et Ross, 1965) en utilisant le réactif de folin-coicalteu. L’acide gallique est utilisé a

des concentrations allont de 0 a 160 pg/ml.

Tableau 5 : Absorbance en fonction des différentes concentrations de I’acide gallique.

Concentration de 20 40 60 80 100 120 140 160
I’acide gallique
mg/mi

Absorbance a =765 | 0,296 | 0,534 | 0,737 | 0,912 | 0,104 | 1,281 1,502 1,673
nm

courbe d'etalonnage(éthanole)

1,8
16 y = 0,0097x +0,1315 A

’ R2=0,9987
1,4 /

e
5 A
£ A
204 (/
0,2
0 T T T ]
0 50 100 150 200

Concentration de I'acide galliqgue mg/ml

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

I1VV.3. La teneur des polyphénols et des flavoniodes d’Inula viscosa

1V.3.1. La teneur des polyphénols

La teneur des polyphénols totaux dans les extraits méthanolique préparé par macération
a chaud est estimeée a 117,58 +1,29 (mg GAE/g d’extrait) selon le travail de (Rhimi et al.,
2019). Cette concentration est inférieure a celle obtenue par I’¢tude de Salim et al. (2017) qui
enregistre deux teneurs des polyphénols totaux plus élevées de 1’extrait méthanolique préparé
par maceration a froid égal a 152,7 mg EGA/g d’extrait) suivi par 1’extrait éthanolique dont la
teneur est estimée de 129,9mg EGA/g d’extrait.

21




Chapitre 1V Résultats et discussion

Ce qui permet de conclure que la macération a froid est plus préférable par apport a la

macération a chaud, et que la teneur en polyphénol est influencée par la méthode d’extraction.

En revanche, d’apres 1’étude de Derriche et al. (2015) les trois extraits méthanoliques,
éthanoliques et acétoniques préparés par la technique de soxhlet enregistrent des
concentrations polyphénoliques différentes. En effet, 1’extrait méthanolique comporte une
concentration des composés phénoliques totaux plus élevée que les deux extraits éthanoliques
et acétonique. Ce dernier contient une faible concentration des composes phénoliques, comme

le démontre le tableau suivant :

Tableau 6 : Teneurs en polyphénols des extrait de L 'Inula viscosa.

Extrait Polyphénols totaux (mg AGE/ g MS)
Méthanol 106,34 + 1,49

Ethanol 70,79 £1,20

Acétone 51,25+£0,71

Par ailleurs, I’extrait méthanolique préparé par soxhlet est estimé a 299,1 + 34,5 mg
GAE par g d'extrait séché (Brahmi-Chendouh et al., 2019), était environ 3 fois plus élevé que
celui précédemment rapporté par Mahmoudi et al. (2016) pour un extrait par macération a
80% de méthanol d'l. viscosa. Ces résultats indiquent que I’extrait méthanolique est le
meilleur pour I’extraction des polyphénols totaux et que la méthode d’extraction par le soxhlet
est plus efficace que la macération. Ce qui permet de conclure que la méthode d'extraction

influence sur les concentrations des polyphénols.
IV.3.2. La teneur des flavonoides

Concernant la teneur de flavonoides, une autre étude Mahmoudi et al. (2015) enregistre
des valeurs nettement supérieures a celles des correspondants du méme type par Trimech et

al. (2014) pour préparer I’extrait méthanolique comme le montre le tableau ci-dessous :
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Tableaux 7 : La teneur des flavoniodes d’Inula viscosa

l. viscosa l. viscosa
(Mahmoudi et al., 2015) (Trimech et al.,2014)
Concentration totale de
flavonoides mg CE/g 8492+ 141 29.43 £55.75

d’extrait)

Selon 1’étude de Salim et al. (2017), I’extrait méthanolique a donné la meilleure teneur
de flavonoide par rapport a I’extrait éthanolique estimée a 142,5 et 129,9 mg CE/g d’extrait
respectivement. Ce qui permet de dire que ’extrait méthanol est le plus propice pour

I’extraction des flavonoides.

On deéduit que la différence des teneurs de polyphénol et de flavonoide peut revenir
aux solvants, parmi les plus couramment utilisés pour l'extraction de composés phénoliques a
partir de plantes a différentes concentrations sont I'éthanol, le méthanol, I'acétone (Antolovich
et al., 2010 ; Luthitia et al., 2005). L’extraction polyphénolique produite a partir de matieres
vegétales dépend de la solubilité des composés phénoliques dans le solvant utilisé pour
I'extraction. En d'autres termes, les types de solvants utilisés dans le processus d'extraction
sont tres importants ainsi que leur polarité (Alotham et al., 2009). Par exemple, dans
I'extraction de composés phénoliques des plantes, le méthanol a été utilisé comme solvant et il
a été prouvé que la teneur en composés polyphénoliques était plus élevée que celle de
I'éthanol (Casazza et al., 2010). Le temps d'extraction est un autre facteur qui influence la
concentration des polyphénols car les solutés sont en contact avec le solvant, donc I'efficacité
d'extraction est fortement influencée par le temps d'interaction entre les deux phases (Ossain
et al., 2012). La température est I'un des principaux facteurs impliqués.

IV.4. Le teneur de polyphénol et les flavonoides de Mentha rotundifolia

La teneur des polyphénols totaux dans les extraits methanolique préparé par
macération a froide et estimé de 350,10+0,96 (mg/GAE/g d’extrait) selon le travail de

Benabdallah et al. (2014), cette concentration est supérieure a la concentration des poly
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phénols totaux de [I’extrait méthanolique obtenus par macération a chaude

(15,10+0,60mg/GAE/g d’extrait) (Kebieche et al., 2017).

En revanche, la teneur des flavonoides dans 1’extraits méthanolique préparé par 1a technique
de macération a chaude et estimée de (79,44+0,76mg GAE/g d’extrait) selon le travail de
Kebieche et al. (2017). Cette concentration est superieur a la concentration des flavonoides
totaux de I’extrait méthanolique obtenus par macération a chaude (12,30+0,30 mg GAE/g
d’extrait) (Benabdallah et al., 2014).

Ce qui permet de conclure que la macération a froide est plus préférable par rapport a
la macération a chaude, et que la teneur en polyphénol et en flavonoides est influencée par la
méthode d’extraction car I’augmentation de la température conduit a une permeabilité plus
élevée des parois cellulaires, donc une solubilité totale du composé phénolique et dénaturation
oxydative partielle de certain composé phénolique tel que les flavonoides. Comme le cas
d’extraction par macération a chaude. Donc le rendement de polyphénol et de flavonoides est

diminué.

La teneur des polyphénols totaux dans les extraits éthanolique préparé par maceration
pendant les 48 heures et estimé de 331+6, 5179,44+0,76 mg GAE/g d’extrait selon le travail
de (Alinaghi et al., 2008). Cette concentration est supérieure a celle obtenue par 1’étude de
(Brahmi et al., 2018). Cette derniere enregistre des teneurs en polyphénols totaux de 23,8+3,3
79,44+0,76 mg GAE/g d’extrait de I’extrait méthanolique préparé par macération pendant le
24 heures est (Brahmi et al., 2018). Ces résultats indiquent que le temps d’extraction peut

influencer sur la concentration des concentrations des polyphénols totaux.

On conclut que les teneurs de polyphénols totaux ont été augmenté considérablement
quand le temps d’extraction a été augmenté de 24 heures a 48 heures. Des résultats similaires
sont enregistrés par (Chirinos et al., 2007 ; Druzynska et al., 2007 ; Silva et al., 2007).
Néanmoins, plusieurs chercheurs ont attiré 1’attention a la possibilit¢ de 1’oxydation des
composés phénolique si le temps d’extraction est long ce qui peut mener a l’inverse des

résultats.

La teneur des polyphénols totaux dans les extraits acétoniques préparé par soxhlet est
estime de 113,7+2ug GAE /mg selon le travail de (Ferdjiou et al., 2019). Cette concentration
est supeérieur a la concentration des polyphénols totaux de I’extrait acétonique obtenus par
macération (100,6+2,4 mg QE/g d’extrait) (Brahmi et al.,2019).

24



Chapitre 1V Résultats et discussion

Selon I’étude de Brahmi et al. (2019), les extraits acétonique préparé par soxhlet ont
donné les meilleures concentrations de flavonoide (16,275+0,375ug GAE /mg d’extrait) par
rapport a 1’extrait acétonique préparé par macération (3,8+0,4mg QE/g d’extrait). Ce qui
permet de conclure que la méthode de soxhlet est le plus propice pour d’extraction des

composé et phénolique totale et de flavonoides totaux.

La comparaison de deux travaille précédent du (Seladji et al., 2014 ; Kebieche et al.,
2017) indique que la méthode d’extraction soit des composés phénoliques totaux ou des
flavonoides par macération est plus efficace que I’extraction des polyphénol totaux et

flavonoides par la méthode de montage a reflux.

Des facteurs extrinseque (tels que les facteurs géographiques et climatiques), des
facteurs génétique, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage

ont une fort influence sur le contenu en polyphénols et flavonoides.

IV.5. Résultat d’activité antioxydante d’Inula viscosa

D’apres I’étude de Mohti et al. (2019) le résultat de test DPPH dans les extraits
éthanoliques préparé par la technique de soxhlet est estimé de 54,24+0,21ug/ml et dans les
extraits methanolique préparé par la technique de macération est estimée de
148,79+0,25ug/ml. Cette concentration est supérieure a celle obtenue par 1’étude de Chahmi
et al. (2015). Cette derniere enregistre une concentration d’activité antioxydante présente dans

I’extrait éthanolique préparé par macération (0,2g/1) (Chahmi et al., 2015).

Ce qui permet de conclure que le soxhlet est plus préférable par apport a la technique de
macération, car c’est une méthode convenable permettent de répéter infiniment le cycle
d’extraction avec le solvant jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matrice végétale

d’ou vient son efficacité élevée.

Concernant les résultats obtenus par macération, la concentration de [’extrait
éthanolique permet de réduire 50% du radical DPPH et peut étre affecté par le degré
d’agitation mécanique des particules dans le solvant, du fait que la vitesse d’agitation peut
influencer la mise en suspension des particule solides. Si elle est maintenue durant une longue

période,elle favorise des chocs entre les différentes particules.

Selon 1’étude de Derriche et al. (2015). Les résultats du test DPPH pour les extraits
méthanolique, éthanolique et acétonique préparé par la technique de soxhlet montrent que

I’extrait méthanolique possede I’activité antioxydante la plus élevée.
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Il est remarquant que les teneurs en polyphénols suivent la méme variation que celle des
activités antioxydantes, I’extrait méthanolique est trés riche en polyphénols, une variation
linéaire est observée pour les solvants polaires. Il a été rapporté la majorité des poly phénols

sont classé comme antioxydant hydrophile.

Le méthanol était le solvant le plus efficace pour 1’extraction des composé antioxydant
notamment des polyphénols.Cela peut étre di a la meilleure solvatation des antioxydants suite
aux interaction (liaisons-hydrogenes) entre les sites polaires des antioxydants et le méthanol.
L’¢éthanol est moins efficace que le méthanol dans I’extraction des antioxydants bien que leurs
polaritéssont voisines. Ceci peut étre di a une solvatation plus faible probablement a cause du
radical éthyle qui est plus long que le méthyl présent dans le méthanol.On déduit donc que les

polyphénols de !’inula viscosa sont trés solubles dans le méthanol.

L’extrait acétonique enregistre une activité antioxydant et une teneur de polyphénol
total relativement faible ceci indique que le pouvoir solvant de I’acétone est moins efficace,
cela peut étre expliqué par le fait que I’acétone est un récepteur de protons tandis que les
autres solvants sont aussi des donneurs.Nous déduisons a partir de ces résultats que I’activité
antioxydante correle positivement avec la teneur en polyphénols et méme les rendements.

Tableau 8 : activité antioxydant représentées par IC50 et teneurs en polyphénols des extraits
de inula viscosa préparé par soxhlet

Extrait IC50(ug/mil) Polyphénols totale
(mg/AGE /g MS)
Ethanolique 17,5740,58 70,79+1,20
5,33+0,58 106,34+1,49
Méthanolique
Acétone 51,25 +0,71
30,00 £ 5,00

IVV.6.Résultats de I’activité antioxydant de Mentha rotundifolia

D’aprés 1’étudede Norhaliza et Zukify (2017) ; Fardijio et Siham (2019), pour
I’évaluation de I’activité antioxydant de deux extrait acétonique et éthanolique de la plante
Mentha rotundifolia obtenus par la technique de la soxhlet le résultat relatifaces études sont
consigné dans tableau) :
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Tableau 9 : Le pouvior d'inhibition IC50 (ug/ml) des fifférent extraits de Mentha
rotundifolia.

Etude Extrait 1C50% pg/mi
Fardijio et Siham, 2019 Acétonigue 204,355 + 3,925
Norhaliza et Zukify, 2017 Ethanolique a2780

Ce qui permet de conclure que les valeurs de ICsp varient d’un extrait a autre, et que les
extraits acétoniques sont généralement le plus antioxydant par rapport aux extrait éthanolique
car la valeur IC50 dans les extraits acétoniques est relativement faible par rapport a celle des

extraits éthanoliques (204,355+3,925ug/ml ; 2780 pg/ml) respectivement.

De la on conclut que I’extrait acétonique riche en composé phénolique et flavonoides
qui sont responsable de I’activité antioxydant, car elle posséde une polarité permet de
dissoudre et solubilisedes différents composés phénoliques. Donc dans ce cas 1’acétone est
préférable que 1’éthanol et 1’activité antioxydant de Mentha rotundifolia est sensible de type

de solvant organique.

En revanche, 1’étude de Seladji et al. (2014) dans les extraits méthanolique préparé par
montage a reflux est estimée de 1C50=0,7+£0,03ug/ml. Cette concentration est supérieure a
celle obtenue par I’étude d’Amina et al 2019. Cette derniére enregistre la concentration dans
les extraits méthanolique préparé par macération a chaud est estimé de
IC50(31,66+2,16ug/ml).

D’apres cette comparaison on remarque que ’activité antioxydante des extraits par le
test DPPH a révélé une différence significative attribuée a la méthode d’extraction, et que
I’extrait méthanolique obtenu par le montage a reflux présente un pouvoir réducteur plus
important.

On conclut de ces comparaisons des différentes études sur I’effet du solvant et de la

méthode d’extraction sur 1’activité antioxydant des deux plantes médicinales Mentha
rotundifolia et Inula viscousa dans les points essentielles :

Mentha rotundifolia et Inula viscousa sont des plants riches en compose phénolique,

L’activité antioxydantedes deux plantes est efficace par la méthode d’extraction et la
polarité du solvant.
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Conclusion

Notre étude a porté sur la détermination de I’effet du solvant et de la méthode
d’extraction a savoir I’extraction a chaud (montage a reflux) et 1’extraction assistée par
macération sur ’activité antioxydante et 1’évaluation de la teneur en composé phénolique et

flavonoide.

Les résultats ont montrés que le rendement des extraits varie selon la méthode

d’extraction et le solvant utilisé.

Le dosage des composés phénoliques révele que ’extraction a chaud pour Inula
viscosa est la plus adéquate pour I’extraction des polyphénols, par contre 1’extraction par
macération a froid pour les flavonoides totaux est la plus adéquate. En plus, I’extraction par
macération a froid montre des teneurs les plus élevées en polyphénols et en flavonoide totaux,

pour le M. rotundifolia.

L’évaluation de [Dactivité antioxydante des extraits alcooliques présentent des

variations selon le solvant utilisé pour les deux plantes ainsi que la méthode d’extraction.

En perspective, plusieurs travaux peuvent étre envisages dans la continuité des travaux
entamés :
Elargir I’étude des activités antioxydant de Mentha rotundifolia et Inula viscosa d’autre région

d’Algérie.

Etudié de I’effet des méthode des extraction modern (sonication ,..) sur 1’activité

antioxydant.

Etudié les possibles activités biologiques de ces extraits afin mettre en évidence

d’éventuelle activité anti-inflammatoire, antimicrobienne.
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Afin de déterminer ’effet de la méthode d’extraction et le solvant d’extraction sur [’activité

antioxydante des deux plantes Inula viscosa et Mentha rotundifolia. Nous avons réalisé
I’extraction pour I’obtention des extraits méthanolique, acétonique, €thanolique par deux
méthodes différentes macération a froid et extraction a chaud (montage a reflux). Les résultats de
rendement montrent des valeurs de (15% a 69%) Les résultats des teneurs des composes
phénoliques et flavonoides ainsi que 1’activité antioxydante montrent des variations selon le

solvant et la méthode d’extraction.

Mots clés : I. viscosa, M. rotundifolia, extraction, activité antioxydante, polyphénol, flavonoide,

(olvant. /
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To determine the effect of the extraction method and the extraction solvent on the

antioxidant activity of the two plants Inula viscosa and Mentha rotundifolia. We performed the
extraction to obtain the methanolic, acetone, ethanolic extracts by two different cold maceration
and hot extraction methods (reflux mounting). The yield results show values of (15% to 69%)
The results of the levels of phenolics and flavonoids as well as the antioxidant activity show

variations depending on the solvent and the extraction method.

Key words : 1. viscosa, M. rotundifolia, extraction, antioxidant activity, polyphenol, flavonoid,

/

solvent.
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