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Introduction

Introduction

Un grand nombre de plante: aromatique, médicinales, épices et autres possédent des
propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application dans divers domaines a

savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture.

En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation,...), permettre l'isolation du principe actif pour I’utiliser en pharmacie. Ces
remédes naturels sont bien souvent tres efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus

que beaucoup de médicaments de synthese (Bougandoura, 2011).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres et substances
actives a l'intérieur de leurs organes bénéfiques pour la santé humaine. En effet, elles sont
utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs

parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur (Dutertre, 2011).

L’utilisation des molécules antioxydants de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des composés naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment grace
a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires; ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

La réglisse (Glycyrrhiza glabra L.) est une plante vivace de la famille Fabacées, les,
sous famille des Faoidees, aux racines aromatiques. Elle est originaire du sud de I'Europe et
De I'Asie. La réglisse désigne aussi la racine de cette plante utilisée en pharmacie et en
confiserie. (Caél ,2009).

Les facteurs climatique et édaphique jouent un réle important sur I’accumulation des
substances biochimique et leur activité biologique de la plante, le but de ce travail est 1’étude

de I’effet de certains facteurs climatique (précipitation, température) sur I’activité antioxydant
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et anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux et méthanoliques des racines et des feuilles de

Glycyrrhiza glabra L. dans quatre régions différentes (Djamaa, M’lili, Djelfa, Relizane).

Notre travail est réparti en deux parties : - Une partie relative a une synthése
bibliographique contient deux chapitres, Le premier chapitre consiste en Généralité sur la
plante de Glycyrrhiza glabra L. dans le deuxiéme chapitre, nous avons étudié les activités
biologiques.

- Une seconde partie sur 1’étude expérimentale comprenant les méthodes et les
techniques utilisées dans le chapitre trois puis la présentation des résultats obtenus et
discussion dans le chapitre quatre.

Enfin, une conclusion.
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Chapitre 1 Geénéralité sur la plante Gycyrrhiza glabra L.

1.1. La plante médicinale étudiée Glycyrrhiza glabra L.

La réglisse (Bois doux, Bois sucré, racine douce) est une plante herbacée glabre, de 30
cm a 2 m de hauteur, vivace par un rhizome stoloniféere, sauvage ou cultivée, (Loic, 2006).

Figure 1. Représentation de la plante Glycyrrhiza glabra L. (Daprés Pr.Thomé Otto
Wilhelm(1885)).

1.2. Historique de Glycyrrhiza glabra L.

En Orient, les premiéres informations pharmacologiques sur 1’utilisation de la réglisse
remontent a plusieurs siécles avant Jésus-Christ, en Assyrie, mais se retrouvent aussi dans de
nombreuses cultures de I’ Antiquité qui utilisérent la réglisse a leur maniére. En Egypte, elle
servit a des fins rituelles, alors qu’en Chine et en Inde, on profitait de ses vertus fortifiantes.

On I'utilise et on la cite dans toutes les grandes cultures asiatiques et européennes.

Glycyrrhiza glabra L. est une médication classique chez les Tibétains. Dans le monde
grec et latin, on employait aussi la racine de réglisse dans ’asthme, les ulceéres et contre la
sensation de soif. Dans le code d’Hammourabi (2100 avant J.-C.) et dans le papyrus Ebers
(vers 1552 avant J.-C.), des auteurs décrivent la racine de réglisse. Théophraste la cite dans le
de Historia Plantarum et le de Causis Plantarum (371-286 avant J.-C.) : « La racine des
Scythes est aussi douce et certains I’appellent la racine douce». La culture de la réglisse fut
développée en Italie prés de Bologne au XIlleme siecle et en Allemagne ainsi qu’au Nord de

I’ Angleterre a la fin du XVIeme siécle. (Armaniniet al, .2002).
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1.3. Etymologie de la Glycyrrhiza glabra L.

L’étymologie de nom botanique de la réglisse basé sur ses propriétés En grec, «
Glycyrrhiza » se de compose en « glycyr » et « rhidza » qui signifient respectivement « doux,
sucre » et « racine » Le nom du genre « glabra », dérive du latin glabre qui signifie « glabre ».
La lettre L. est un hommage a Linné, nom du botaniste suédois ayant décrit cette espece. Elle
a été nommeée ainsi en raison de la saveur de son bois. Le mot réglisse est apparu a la suite
d’évolution linguistique. A 1’origine du mot réglisse on trouve les noms latins Radixdulcis et
liquiritia qui est lui-méme une adaptation populaire du nom grec « liquor ». Le mot réglisse
dérive du grec Glycyrrhiza, littéralement « racine douce », repris tel quel par Linné comme
nom de genre Glycyrrhiza (Caél, 2009).

1.4. Caractéristique de la plante de la Glycyrrhiza glabra L.

1.4.1. Classification botanique
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Glycyrrhiza

Espeéce : Glycyrrhiza glabra L. (Ghedira et al. ,2010).

1.4.2. Description botanique de Glycyrrhiza glabra L.

a) Les fleurs
Sont papilionacées ou zygomorphes petites, violettes ou bleu pale en grappe plus ou

moins allongées. Les cing sépales sont soudés entre eux. (Caél, 2009)

b) Les feuilles
Sont relativement grandes (2 a 5 cm de long sur 1 a 2,5cm de large), ovales, obtuses et
alternes, composées d’un nombre impair de folioles (4- 7 paires), sont verte foncé et plut6t

visqueuses sur leur face interne. (Bruneton, 2009).
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c) Les racines

Vivaces rampantes, atteignant 1 & 2 m .brunes a I’extérieur, jaunes a I’intérieur, a saveur
sucrée et agréable, duquel partent plusieurs racines de la grosseur d’un doigt (5 a 20 mm de
diametre). (Caél, 2009).

d) Les fruits (Graines)
Gousse tres aplatie, glabre, bosselés, couleur brune, mesurant 20 a 30 mm de longueur,

sur 4 a2 6 mm de largeur. (Chouitah, .2012).
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Figure 2. Représentation du caractere de la plante Glycyrrhiza glabra L. (D'aprés Alain
Gilfort, 2008).

e) Les tiges
Floriféres, annuelles presque ligneuses, pouvant atteindre 1 m. Bien dressées, striée

longitudinalement, rigides et creuses. (Caél, 2009).
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1.5. Principaux constituants de Glycyrrhiza glabra L. (Caél, 2009).

1.5.1. Des flavonoides (0,6- 2 %)
Chalcones (isoliquiritoside) Flavanones (liquiritoside) Flavanolols (3-hydroxyglabrol),
Flavanonesisoprenylees (prenyllicoflavone A) Isoflavones (glabrone) Isoflavanes (glabridine

[= pyrano-isoflavane], hispaglabridines A et B).

1.5.2. Saponosides triterpeniques (3- 15 %)

Glycyrrhizine (= acide glycyrrhizique) a saveur sucrée, 24-hydroxyglycyrrhizine,
Sojasaponines | et 11, acides 18-A Glycyrhetinique, acides 18-A- Hydroxyglycyrhetinique (=
acide glabrinique), 28-hydroxyglycyrhetinique.

1.5.3. Coumarines
Coumarine, herniarine, umbelliferone, glycocoumarine, licopyranocoumarine.

1.5.4. Composes volatils aromatiques
Anéthol, estragole, géraniol, acides aliphatiques, aldehydes, cétones, alcools et

hydrocarbures.

1.5.5. Phytosterols
Glizestrone, stigmastérol, beta-sitostérol.

1.5.6. Glucides Polysaccharides
Glycyrrhizane 14,8 % de sucre, 5 % de saccharose.

1.5.7. Autres
Acides aminés (2-4% asparagine), gomme, cire, lignine, amidon.
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1.6. Utilisation de Glycyrrhiza glabra L. en médecine

A longtemps la réglisse a été utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoires,
antiulcéreuses, expectorantes, antibactériennes. Depuis quelques années, on lui découvre de
nouvelles activités, notamment antivirales et anticancéreuses. Certaines de ces propriétés
restent encore a prouver chez I’homme. La médecine chinoise lui reconnait les mémes
propriétés que la médecine traditionnelle et lui accorde en plus, la capacité d’augmenter
I’énergie vitale, de purifier le corps des toxines et du ‘feu’ (la mauvaise énergie) et de calmer
les instabilités émotionnelles. Glycyrrhiza glabra L. était déja connue des médecins chinois et
tibétains en 2800 avant Jésus Christ et était considérée comme une drogue de référence. On
lui accordait la capacité de rajeunir ceux qui en consommaient de grandes quantités et pendant
une longue période. Elle était utilisée pour apaiser la soif, diminuer la fiévre et la douleur, la

toux et les détresses respiratoires (Chopra, 1958).

1.7. Conditions nécessaires a la culture

La réglisse est répandue dans les régions tempérées et les cultures sont nombreuses dans
les pays de steppe et autour des rivages de la mer Caspienne, ou les vents sont importants. Sa
culture est intensive dans le sud de I’Italie (Fintelmann, 2004).

La culture de réglisse nécessite des températures variant de 6 a 25°C, avec des
précipitations annuelles de 30 cm a 1,10 m et un pH au sol de 5,5 a 8,2. Le sol doit étre
profond, silico-argileux et humide. De plus, celui-ci doit étre fertile, avec beaucoup de fumier
et peu de pierres et régulierement labouré. La culture nécessite un ensoleillement suffisant
(Hornok, 1992).

La culture des plantes médicinales peut affecter 1’équilibre écologique et, en particulier,
la diversité génétique de la flore et de la faune des habitats environnants. La qualité et le
développement des plantes médicinales peuvent, a leur tour, étre affectés par les autre plantes,
les autres étres vivants et les activités humaines. L’introduction d’espéces non indigenes de
plante médicinales, sous forme de culture, peut avoir un impact défavorable sur 1’équilibre
biologique et écologique de la région. La ou cela est réalisable, I’impact €cologique des

activites de culture devra étre surveillé dans le temps (Endrias ,2006).
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2.1. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre la
production d’EOA et les systémes de défense antioxydants (Pincemail et Defraigne, 2012 ;
Ratnam et al. ,2006). La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec
I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la multiplication

mitochondriale de radicaux (Bidie et al, 2011).
2.2. Radicaux libres

2.2.1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la
couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron nait suite a un apport d’énergie
susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Dacosta,
2003).

2.2.2. Production des radicaux libres

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de 1’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de I’oxygene échappe a sa
réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a 1’origine de la production
de radicaux libres oxygénés (RLO).

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories ; les
sources endogeénes ou les RL sont des produits des réactions de 1’organisme, et les sources
exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif chimiques, les

solvants industriels et la pollution (Favier, 2003).

2.2.3. Roles des radicaux libres

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la
destruction par apposé des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, A la
production énergétique, au reglemente la croissance des cellules et a la signalisation

intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
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2.3. Activité antioxydants

2.3.1. Définition des antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir
ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants
(Valko et al. ,2006).

2.3.2. Principaux antioxydants (Diallo, 2005).

2.3.2.1. Les antioxydants endogenes

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systémes de défense composés
d’enzymes (héme oxygenase, peroxyrédoxine..), de molécules antioxydants de petite taille
(glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone,..) et de protéines (transferrine, ferritine...)
Enfin, un systéme secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN
endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche 1’accumulation dans la cellule
de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’élimination de leurs fragments

toxiques (Pincemail, 2002).
2.3.2.2. Antioxydants exogenes
Toutes ces defenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en:

a)Médicaments

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
Thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués
pour leurs propriétés anti-oxydantes.

b) Antioxydants naturels

-Les flavonoides

Les relations structurent-activités anti-oxydantes des flavonoides et des composés
phénoliques ont montré que ’activité anti-oxydante était déterminée par la position et le degré
d’hydroxylation.

-Les tanins

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours

de la peroxydation.
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-Les phénols
Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et

anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés Antivirales.

2.4. Activité anti-inflammatoires

L’activité anti-inflammatoire peut étre également mise a profit dans le traitement des
angines, des laryngites, des pharyngites et des inflammations des muqueuses digestives, aussi
dans le traitement des hémorroides, des appendicites, des arthrites et arthroses et des kystes

dentaires (Bezanger-Beauquesne, 1990).

2.4.1. Anti-inflammatoires stéroidiennes (AlS) ou glucocorticoides

Les glucocorticoides sont de puissants agents anti-inflammatoires, aux points d'impact
multiples sur les différentes étapes et meécanismes, Il est tentant de les utiliser en
thérapeutique et sont synthétisés sous le controle de 1’axe hypothalamo-hypophysosurrénalien
adrénergique. Le principal mécanisme d’action des glucocorticoides repose sur leur liaison
avec leur récepteur (GR), ils sont exercent surtout des effets inhibiteurs qui limitent I'action
des principaux médiateurs de la réponse inflammatoire, I’inhibition surtout de la synthese de
I'IlL-1, de I'IL-6, et un moindre degré du TNF-a, réduction de production des prostaglandines
et des leucotriénes, I’inhibition des facteurs chimiotactiques et baisse 1'expression des

molécules d'adhérence (Nicolaides et al, .2010).

2.4.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens regroupent un ensemble de molécules
présentant des propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Leur efficacité
comme leurs principaux effets secondaires sont liés a leur mécanisme d’action principal qui
est I’inhibition des cyclo-oxygénases, enzymes responsables de la synthese des
prostaglandines et du thromboxane. Les anti-inflammatoires non stéroidiens classiques, c’est-
a-dire non sélectifs, inhibent les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2),
contrairement aux anti-inflammatoires non stéroidiens sélectifs de la COX-2 (coxib). Ces

derniers sont supposés avoir moins d’effets secondaires (Bacchi et al, .2012).

2.4.4. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composes phytochimiques, trouvait dans le regne végétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composes phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire (Fiebich et Chrubasik, 2004). Beaucoup sont présumés agir en

bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygenase ainsi que par d'autres mécanismes.
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Dans ce travail de recherche on a étudié¢ D’effet de certain facteurs climatique
(température, précipitation, ’humidité, vent) sur L’activité antioxydant pour deux extrait
aqueux et méthanolique des racines et des feuilles de Glycyrrhiza glabra L. a des quatre

régions (Djamaa, M’lili, Djelfa et Relizane).

3.1. Présentation de la zone d’étude
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Figure 3. Carte géographique des régions d'études (A: Djelfa; B: Mlili; C:Djamaa; D;
Rélizane). (Site web 1)

3.1.1. La région d’El-Oued (Djamaa)

La daira de djamaa se site a 120 km d’oued souf. Chef-lieu de la wilaya, la daira s’étale
sur 3785 km2, elle est limitée :

Au nord par la daira d’Elmghair ;

Au sud par la daira de Touggourt ;

A I’ouest par daira d’Oled djalal ;

A T’est par la commune d’Oued. (Bouzegag ,2008).
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3.1.2. Larégion de Biskra (M’lili)

S’étend sur une superficie de 371.80 km?, elle est limitée :
Au nord la commune d’El Hadjeb ;

Au nord-ouest la commune de Bouchagroune ;

Au sud (Steele) wilaya d’el Oued ;

A P’ouest la commune d’Ourlal ;

A T’est la commune d’Oumache (Hadj Youcef et Hamed ,2008).

3.1.3. Larégion de Djelfa (Oued sder)

La wilaya est située dans la partie centrale de 1’ Algérie, elle est limitée :
Au nord par les wilayas de Médéa et de Tissemsilt ;

A T’est par les wilayas de M’Silla et Biskra ;

A I’ouest par les wilayas de Laghouat et de Tiaret ;

Au sud par les wilayas d’Ouargla, d’el Oued et de Ghardaia. (Aniref, 2013).

3.1.4. La région de Rélizane (Djdouia)
Elle occupe une superficie de 4851,21 km? constituée essentiellement de zones rurales,

soit 76% du territoire, elle est limitée :
Au nord par la wilaya de Mostaganem ;
A Dest par la wilaya de Chleff;
Au sud par la wilaya de Tiaret ;

A P’ouest par la wilaya de Mascara (Anonyme, 2015).

3.2. Les données climatiques de régions étudiées

3.2.1. Les données climatiques de Djamaa
Nous traitons les données climatiques de la station météorologique de Touggourt pour

la période 2009 a 2018 on a trouvé :

-Le diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen
La relation entre les variations saisonnieres des deux facteurs écologiques principaux,
température et précipitation, sont particulierement bien matérialisées par les diagrammes dite
Ombrothermique (Hadj Youcef et Hamed, 2008).
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-Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de
Djamaa (2009-2018)
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Figure 4: Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de
djamaa (2009-2018).

Ce diagramme donc consiste a déterminée la période séche de la zone d’étude.
La courbe des températures passe au-dessus de la courbe des précipitations

correspondre a des saisons seches.
3.2.2. Les données climatiques de M’llili

Nous traitons les données climatiques de la station météorologique de Biskra pour la
période de 2009 a 2018 on a trouvé :
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-Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de
Mlili (2009-2018)
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Figure 5. Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la Mlili (2009-
2018).

Ce diagramme donc consiste a déterminée la période seche et la période humide de la
zone d’étude.

Le diagramme représente les courbes de température et de précipitation pour les douze
mois Correspondre a des saisons seches

La pluviosité moyenne la plus élevée est enregistrée durant le mois de Novembre avec

60mm. Et plus faible en mois d’Ao{it avec un minimum de 1.71 mm.

3.2.3. Les données climatiques de Djelfa
Nous traitons les données climatiques de la station météorologique de Dijelfa pour la
période de 2009 a 2018 on a trouvé :
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-Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de
Djelfa (2009-2018)
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Figure 6. Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de
Djelfa (2009- 2018).

Ce diagramme donc consiste a déterminée la période seche et la période humide de la

zone d’étude.

Le diagramme représente les courbes de température et de précipitations pour les douze
mois.

Le diagramme représente une saison humide de mois de Janvier jusqu’ a le mois
d’Avril et en mois d’Octobre a Décembre, est une saison seéche a partir de mois d’avril jusqu’
a d’Octobre.
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3.2.4. Les données climatiques de Rélizane

Nous traitons les données climatiques de la station météorologique de Relizane pour

la période (2009 - 2018) on a trouvé :

-Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de

Rélizane (2009-2018)
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Figure 7. Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen appliqué a la région de

rélizane (2009-2018).

Ce diagramme donc consiste a déterminée la période séche et la période humide de la

zone d’étude. La courbe des températures passe au-dessus de la courbe des précipitations

correspondre a des saisons seches. La courbe des températures passe sous de la courbe des

précipitations correspondre a des saisons humide.

Le diagramme représente une saison humide en mois de Janvier jusqu’ a d’Avril et en

mois d’Octobre et Décembre, et une saison seche a partir en mois d’Avril jusqu’ a d’Octobre.
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3.3. Les Matériels et Méthode

3.3.1. Matériel biologique

3.3.1.1. Matériel vegétal

Le matériel végétale dans ce travail est constitué des racines et des feuilles de la plante
Glycyrrhiza glabra L. ont été récoltées, des les régions de djamaa, M’lili, Djelfa, Relizane en
2018.

3.4 Méthodes d’extraction

3.4.1. Préparation des extraits méthanolique

Les racines et les feuilles de la plante sont séchées a I’abri de la lumiére et de I’humidité
a température ambiante. Aprés le séchage, les racines et les feuilles sont finement broyées
puis utilisées pour 1’extraction en suivante la méthode (Bougandoura et Bendimerad., 2012 ;
Fallah et al. ,2008).
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Racines / Feuilles séchées

Broyage

P ~,

50 g de poudre des feuille

et racines Macérer dans
500ml
Méthanol de
{ - o 70%
Agitation magnétique /
30min
Stockage 4°C /
24h
{ Filtration

N

Evaporation du filtra a sec
50°C (évaporateur rotatif).

Le filtrat évaporé est séché
dans boites de Pétrie en
verre a I’étuve (37 °c)

Figure 8. Protocole de préparation de I'extrait méthanolique.
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3.4.2. Préparation des extraits aqueux
Pour la préparation des extraits aqueux Nous avons suit la méthode de (Bounihi.2016).

50g de la poudre Feuille / Racine +
500ml I’eau distille

Chauffés Jusqu’ a Ebullition /20min

Agitation /24h

Filtration

Séchage du filtrat (37°c)

Figure 9. Protocole de préparation de I'extrait aqueux.
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3.4.3. Détermination du rendement des extraits secs (DJABOU, 2006).
Le pourcentage en extrait bruts sec méthanolique et aqueux a été calculé par la formule

suivante :

R (%) = (M / MO0) x 100
R(%) : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

3.5. Dosage des quelque composants de glycyrrhiza glabra L.
3.5.1. Dosage des polyphénols

a) Mode opératoire

La concentration des composés phénolique totaux a été déterminée par réactif de Folin-
Ciocalteu décrit en (1965 par Singleton et Rossi). Une quantité de 200 ul des extraits de
chaque plante est mélangé avec 1 ml du réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10
fois dilué). Le milieu est agité a 1’aide d’un vortex, puis nous avons ajouté 0,8 ml de
carbonate de sodium a 7,5% Na2 CO3. L’ensemble est incubé a température ambiante
pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre

a 765 nm. En se référant a une courbe d’étalonnage préparée avec I’acide gallique.

3.5.2. Dosage des flavonoides

a) Mode opératoire

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par (Zhishen et al. 1999). Une quantité de 500 pul de I’extrait méthanolique ou aqueux
dilué est ajoutée a 1500 pl de I’eau distillée. Au temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium
(NaNO2) a 5 % est ajouté au mélange. Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium
(AICI3) a 10 % (m/v) est rajouté. Aprés I’incubation de 6 min a température ambiante, 500 pl
d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M) est additionné. Immédiatement, le mélange est
complétement agité. L'absorbance de la solution de couleur rosatre est mesurée a 510 nm

contre le blanc. Courbe d’étalonnage a 1’aide.
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3.5.3. Dosage des saponines

a) Mode opératoire

La teneur estimée en saponines totales a été déterminée par la méthode décrite par
Makkar et al. A base de vanillinsulfuric réaction colorimétrique acide avec quelques
modifications (Makkar et al, .2007).

Environ 50 ul de I'extrait ont été ajoutés avec 250 ul de réactif de vanilline (800 mg de
vanilline dans 10 ml d'éthanol & 99,5%) ont €té ajoutés. Ensuite, 2,5 ml d'acide sulfurique a
72% ont été ajoutes et ils ont été bien mélangés. Cette solution a été maintenue dans un bain-
marie a 60 C° pour 10 minutes. Au bout de 10 minutes, il a été refroidi dans de I'eau glacée et
I'absorbance a été lue & 544 nm. Les valeurs étaient exprimée en équivalents de diosgénine

(mg DE / g d'extrait) dérivée d'une courbe standard.

3.5.4. Dosage des triterpénes

a) Mode opératoire

20 pl d’extrait sont mélangés avec 30 pl vanilline, on ajout 100 pl acide perchlorique,
puis on incube le mélange a I’obscurit¢ pendant 45 min dans un bain marie dont la
température est 60 °C, aprés le mélange est refroidit dans un bain glacé et on ajoute 450 pl
acide acétique, la lecture des Abs est réalisée a 548 nm. Blanc : ’extrait est remplacé par le

méthanol. (Fan et He, 2006).

b) Expression des résultats
Les résultats sont obtenus en ug EAU/mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe

d’étalonnage de 1’acide ursolique.

3.6. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits de plantes

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydants in vitro de nos extrais a
été réalisée par trois techniques chimiques a savoir : la réduction du fer, le piégeage du radical
libre DPPH.
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3.6.1. Réduction de fer (FRAP)

a) Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fes+) en ion ferreux
(Fe2+). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al. ,2001). La
présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fes+complexe ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le
milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al. ,2002). En effet, le systeme FeCls/KsFe(CN) 6
confere a la meéthode la sensibilité pour la détermination «semi quantitative» des

concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al. ,2004).

b) Mode opératoire

Les différentes concentrations des extraits dans 1’eau distillée (1 ml) sont mélangées
avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de
potassium [KsFe(CN) 6] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Aprés, 2.5
ml de D’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours
pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5
ml de I’eau distillée et 0.5 ml de FeClI3, 6 H20 (0.1%), I’absorbance est mesurée a 700 nm.
L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction de fer, L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif. La concentration
EC50 qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de
la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour comparer et

exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactive.

3.6.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

a) Principe
Le test DPPH mesure l'activité donneuse d'un atome d'’hydrogéne (ou d'un électron) et
fournit donc une mesure de I'activité antioxydant de piégeage des radicaux libres. DPPH est

un radical libre stable de couleur pourpre; il devient réduit a la couleur jaune.
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b) Mode opératoire

50 pl de différentes dilutions de chaque extrait ou étalon ont ét¢ mélangés avec 1250 pl
d'une solution méthanolique a 0,004% de DPPH. Apres une peériode d'incubation de 30
minutes a I'obscurité a tempeérature ambiante, I'absorbance des échantillons a été lue a 517 nm.
Acide ascorbique. Ont été utilisés comme normes. Une absorbance plus faible du mélange
réactionnel indiquait une plus grande activité de piégeage des radicaux libres. (Brand et al.,
1995).

% d’inhibition= [(Abs ¢ — Abs €)/ Abs c] x 100
Abs ¢ : Absorbance du contrble

Abs e : Absorbance de 1’échantillon testé

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures

obtenues.

3.7. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire, in vitro
3.7.1. Méthode de dénaturation des protéines

a) Préparation des réactifs
0,5% d’albumine de sérum bovin (BSA): 500 mg dissous de BSA dans 100 ml d'eau.

b) Phosphate Buffer Saline PH 6.3

Dissous 8 g de chlorure de sodium (NaCl), 0,2 g de chlorure de potassium (KCl), 1,44
g d’hydrogénophosphate de disodium (Na HPO), 0,24 2 4 g de dihydrogénophosphate de
potassium (KH PO) sur 800 ml 2 4 eau distillée. Le pH a été ajusté a 6,3 en utilisant du HCI

(IN) et le volume a été porté a 1000 ml avec de I'eau distillée.

c) Méthode

La solution d'essai (0,5 ml) consiste en 0,45 ml de albumine de sérum bovin (solution
aqueuse a 0,5% p / v) et 0,05 ml de solution d'essai de diverses concentrations.

La solution de contréle de test (0,5 ml) consiste en 0,45 ml de albumine de sérum bovin
(solution aqueuse a 0,5% p / v) et 0,05 ml d'eau distillée.

Le controle du produit (0,5 ml) consiste en 0,45 ml d’eau distillée et 0,05 ml de

solution a examiner. (Williams L et al. ,2008).
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La solution standard (0,5 ml) consiste en 0,45 ml de extrait (solution aqueuse & 0,5% p /
v) et 0,05 ml de diclofénac sodique a différentes concentrations.

d) Procédure

0,05 ml de différentes concentrations (50, 100, 250 ug/ml) d’extraites et de médicament
standard, le diclofénac sodique (50, 100, 250 pg / ml) ont été prélevés respectivement et 0,45
ml (0,5% p / V BSA) mélangés. Les échantillons ont été incubés a 37 C° pendant 20 minutes
et la température a été augmentée pour maintenir les échantillons a 57 C° pendant 3 minutes.
Aprés refroidissement, ajoutez 2,5 ml de tampon phosphate aux solutions ci-dessus.
L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Visible a 255 nm. Le contr6le

représente une dénaturation des protéines a 100%.(Sangita C et al. ,2012 ; Lee et al. ,2003).

Les résultats ont été comparés a ceux du diclofénac sodique. Le pourcentage
d’inhibition de la dénaturation des protéines peut étre calculé comme suit :
Pourcentage d’inhibition = 100 - [{(densité optique de la solution a examiner - densité

optique du témoin) / densité optique de 1’essai} / x 100]

3.7.2. Préparation de la suspension des globules rouges humains

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de
I’eau physiologique, jusqu’a 1’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois
a la vitesse 3000 rpm, pendant 5 min. Le volume de globules rouges a été mesuré afin de
préparer une suspension de 10 % (v/v) de globules rouges humains, avec de I’eau

physiologique.
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3.7.3. Evaluation de la toxicité des extraits de Glycyrrhiza glabra L. vis-a-vis des
globules rouges

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles et des
des racines de Glycyrrhiza glabra L. un test de toxicité est nécessaire, afin de cibler les
concentrations a utiliser. En effet, 1.6 ml de différentes concentrations des deux extraits a
tester, ainsi que 1’acide gallique, pris comme molécule de référence de composés phénoliques,
rapportée a forte concentrations dans les extraits de feuilles de que Glycyrrhiza glabra L., ¢a
soit sous sa forme libre ou liée (tannins hydrolysables) (Romani et al., 2002), ont été
mélangees avec 0.4 ml de la suspension de globules rouges a 10 %. Le mélange a été incubé a
37 C° pendant 30 min, puis centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. L’absorbance du
surnageant a ¢été effectuée a 560 nm, a 1’aide d’un spectrophotometre. Dans les mémes
conditions et les mémes démarches expérimentales, un contréle incluant 0.4 ml de la
suspension de globules rouges et 1.6 ml d’eau physiologique ou de I’eau distillé, a la place de
I’extrait, a été préparé pour vérifier I’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse,

respectivement.

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit :
% d’hémolyse = (At/ Ac) * 100
At : absorbance de 1’échantillon (test)

Ac : absorbance de control (100 % d’hémolyse)

3.7.4. Evaluation de I’effet des extraits de Glycyrrhiza glabra L. Sur la
stabilisation de la membrane des globules rouges

Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des
érythrocytes, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une
température élevée, selon le protocole de (Ganesh Gadamsetty et al. ,2013). Dans des tubes a
hémolyse, 0.5 ml d’extraits de feuilles des racines de Glycyrrhiza glabra L. 1.5 ml du tampon
phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0.36 %) ont été
mélangés et incubés, a 37 C’ pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0.5 ml de la
suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation,
a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de 1’eau froide pendant 20 min, afin
d’arréter la réaction ensuite centrifugé, a 3000 rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du

surnageant est faite a 560 nm, a I’aide d’un spectrophotomeétre, Le contrdle consiste en un
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mélange de 2 ml de la solution hyposaline , 2 ml du tampon PBS, 0.5 ml de la suspension de
globules rouges et 0.5 ml d’eau physiologique.
Le diclofenac est utilise comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les

mémes concentrations que 1’extrait.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation suivante :
% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100
Ac : absorbance de control

At : absorbance de 1’échantillon (test)

3.8. L’analyse statistique et traitement

Afin de déterminer la significativité des traitements appliqués sur les paramétres
étudiés, nous avons procédeé a des analyses de la variance et a la comparaison des moyennes, a
chaque traitement a I’aide logiciel statistique (MINITAB 13) Les valeurs de p<0.05 sont
considérées statistiguement significatives, et de présenter ces résultats sous forme des

histogrammes et courbes (EXEL).
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4.1. Rendement des extraits

Le rendement des extraits méthanoliques et aqueux des quatre  régions, a
été déterminé par rapport a 50 g de matiére végétale feuilles de Glycyrrhiza glabra L. Sous
forme de poudre.

Le rendement est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la

masse de la plante fraiche.

30,00% - 27,40%

25,00% -
< 18,20% 17,60%
o 2000% (17,60% _ 1680y 17,600 15,40%
c 0
(] 9% -
£ 1500% H agueux
U Ve -
S 10,00% - i méthanolique
@

5,00% -

0,00%

Mililli Rélizane Djamaa Djelfa
les Régions

Figure 10. Les rendements des extraits aqueux et méthanolique des racines de quatre
régions.

Notre résultat obtenus montrent que les rendements des racines d’extraits
méthanolique supérieur au les rendements des racines d’extraits aqueux.

Nos résultats obtenus montrent que la supérieur rendement dans la région de Djamaa
(17.60% - 27.40%) par apport a M’lili (17.60% - 27.40%) ; Relizane (16.80% - 17.60%) et
Djelfa (14.80% - 15.40%)
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Figure 11. Les rendements des extraits aqueux et méthanolige des feuilles de quatre régions.

Notre résultat obtenus montrent que les rendements des feuilles d’extraits
méthanolique supérieur au les rendements des feuilles d’extraits aqueux.

Le rendement des feuilles dans la région Relizane (19%- 22%) est plus élevé par apport
le rendement dans la région M’lili (18.20%-21.20%) ; Djamaa (16.60%-19.40%) et Djelfa
(12.60%-13%).

Le rendement d’extraction aqueux et méthanoliques des racines et feuilles de
Glycyrrhiza glabra L. dans les quatre régions. Que nous avons obtenu est nettement plus fort
que ceux obtenus par (Mahboubeh et al. ,2010).

L’extraction aqueuse et I’extraction méthanolique ont été faites apres avoir seche la
plante a ’ombre et I’avoir rendu en poudre. Le séchage de la plante a 1’obscurité prévient les
transformations chimiques telles que I’isomérisation et la dégradation causées par les

radiations ultraviolettes de la lumiére solaire.

L’utilisation de la poudre a la place de la plante entiére a pour but d’améliorer 1’extraction du
fait de rendre 1’échantillon plus homogene, augmenter la surface du contact avec le solvant et

faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage
(Mohammedi ,2006).

D’aprés Feknous et al (2013), ces variations du rendement peuvent étre attribuées aux
facteurs écologiques (édaphique, climatique) et I’origine de plantes. Ce rendement peut varier

d'une part, d'une région a une autre.
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Selon Lee et al (2003). Il est difficile de comparer les résultats d’extraction avec
ceux de la bibliographie. Le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des

conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée.

4.2. Dosage des quelques composants de Glycyrrhiza glabra L.

4.2.1. Teneur en polyphénols

Une étude comparative en polyphénol a été faite grace a une courbe d’étalonnage,
réalisée avec un extrait d’acide gallique a différente concentrations.

Les quantités des polyphénols correspondantes ont été rapportées en mg équivalent

acide gallique par g du poids sec, sont déterminées par une équation de type : y = a Xx+b.

1,2
’ y = 0,4863x +0,1307
R?=0,9994
1
0,8
Q o6 /
e * Sériel
0,4 Linéaire (Sériel)
02 /
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration (mg/ml)

Figure 12. Droite d'étalonnage d'acide gallique pour le dosage de polyphénols.
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Figure 13. Teneure de polyphénols dans les racines de Réglisse des quatre régions.

Suivant la figure ci-dessus, on a enregistré en équivalent d’acide gallique : (624.3
mg/g) de matériel végétal sec pour I’extrait méthanolique de Rélizane, puis Djamaa (
253.6mg/g) ; Djelfa (252.8mg/g) et M’lili (152.4mg/g), pour les extrait aqueux de la région
Relizane aussi représente la teneur la plus élevée en polyphénols avec

(144.2mg/g) et le reste extrait (M’lili, Djelfa, Djamaa) respectivement.
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Figure 14. Teneure de polyphénols dans les feuilles de Réglisse des quatre régions.
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On a enregistré en équivalent d’acide gallique : (788.8 mg/g) de matériel végétal sec de
feuille pour I’extrait méthanolique de Djamaa, puis M’lili (667.5mg/g) ; Djelfa (648.4mg/q)
et Rélizane (301.8mg/g), pour les extrait aqueux de la région Djelfa représente la teneur la
plus élevée en polyphénols avec (158.3mg/g) et le reste extrait (Rélizane, M’lili, Djamaa)

respectivement.

Le test ANOVA (annexe n°0l1), utilise pour I’effet des extraits est significatif
(p=0,000<a=0,5) on a classé la teneur en poly phénols totaux des racines et des feuilles de
quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

-les feuilles de réglisse dans les régions Djamaa, Djelfa, M’lili (411,7 /403,4 /367,1
mg/g) et les racines de Rélizane (384,2 mg/g) sont représentées par la moyenne le plus élevée.

-Les feuilles de réglisse dans la région Rélizane sont représentées par la moyenne le
moins élevée (216,4 mg/g).

-Les racines de réglisse dans la région Djelfa et Djamaa sont représentées par la
moyenne le plus moins élevée (159,3mg /g), (148,1mg/g) respectivement.

-Les racines de réglisse dans les régions M’lili sont représentées par un moyenne faible
(111,8mg/g).

Selon PANOVA a deux facteurs (annexe n°l), les résultats montre que |’extrait
méthanolique représente la moyenne le plus ¢€leve (461,2mg/g) par apport 1’extrait aqueux

(89,3mg/q).

La richesse de I’extrait méthanolique en polyphénols que I’extrait aqueux ce qui réfere
le plus probable a la solubilité relative des polyphénols présents dans la Glycyrrhiza glabra L
dans le méthanol et I’eau respectivement. En fait, la solubilité des polyphénols est gouvernée
par le type de solvant utilisé, leur degré de polymeérisation ainsi que de leur interaction avec
d’autres constituants et la formation de complexes insolubles. Pour une plus haute
récupération de polyphénols, le méthanol est le solvant approprié (Falleh et al, 2008).

Grace aux résultats obtenus, nous concluons gu'il ya des facteurs pouvant influer sur la
teneur en composés phénoliques comme les facteurs extrinséques (facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la
durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Bouzid et al. ,2011),
et aussi le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de stockage. (Fadili et

al. ,2015).
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4.2.2. Teneur en flavonoides

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits

méthanoliquen et aqueux de la plante afin de déterminer la teneur totale des flavonoides.

Une Droit d’étalonnage de la figurel5 a été réalisée avec la quercétine a une longueur d’onde

510 nm.
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Figure 15. Droite d'étalonnage de quercitrine pour le dosage de flavonoide.
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Figure 16. Teneure des flavonoides dans les racines de Réglisse des quatre régions.
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Notre résultats montre que 1’extrait méthanolique de la région de Rélizane possédent
une supérieur teneur en flavonoide avec (611.31- mg/g), et pour les autre extrait Djamaa
(540.39- mg/g) ; Djelfa (382.19- mg/g) ; M’lili (343.19-mg/qg), et pour les extraits aqueux,

M’lili toujours contient une grand teneur avec (179.7mg/g) par apport les autre extraits.
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Figure 17. Teneur des flavonoides dans les feuilles de Réglisse des quatre régions.

Notre résultats montre que 1’extrait méthanolique de la région de M’lili possédent une
supérieur teneur en flavonoide avec (746.24- mg/g), et pour les autre extrait Djamaa
(651.10- mg/g); Rélizane (613.04- mg/g) ; Djelfa (574.99-mg/g), et pour les extraits aqueux,

Djelfa toujours contient une grand teneur avec (177.1mg/g) par apport les autre extraits.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°2), les résultats obtenu on a classé la teneur
en flavonoide totaux des racines et des feuilles de quatre régions selon les moyens en 4
groupes.
-les feuilles de réglisse dans la région M’lili (44,6mg/g) sont représentées par la
moyenne le plus élevée.
-Les feuilles de réglisse dans les régions Djamaa, Djelfa (376,9/376,1 mg/g) et les
racines et les feuilles de région Rélizane (359,6/384,3mg/g) respectivement sont représentées

par la moyenne le moins élevée.
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-Les racines de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par la moyenne le plus
moins élevée (328,1mg/qg).

-Les racines de réglisse dans les régions M’lili et Djelfa sont représentées par un
moyenne faible (261,5mg/qg), (247,5mg/g) respectivement.

Selon PANOVA a deux facteurs (annexe n°2), les résultats montre que 1’extrait
méthanolique représente la moyenne le plus élevé (557,6mg/g) par apport 1’extrait aqueux
(138mg/qg).

Selon ASAN (2014) Les racines de 1’espéce de Glycyrrhiza glabra L. sont des sources
les plus riches de composés actifs biologiques tels que les composés phénoliques et les
flavonoides

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée,
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites
secondaires tels que les flavonoides (Falleh et al. 2008).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al. 2008).

4.2.3. Teneur en saponine
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Figure 18. Droite d'étalonnage de diosgénine pour le dosage de saponine.
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Figure 19. Teneure des saponines dans les racines de Réglisse des quatre régions.

Notre résultat montre que I’extrait méthanolique de Djamaa possede une meilleure
teneur en saponine avec (54.091mg/g), puis Relizane (47.302mg/g) et M’lili (43.539mg/qg), et
enfin ’extrait de Djelfa avec un minimale teneur en saponine (36.231mg/g).

Pour les extraits aqueux, Relizane toujours contient une grand teneur avec
(42.458mg/g) par apport les autre extraits.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°3), les résultats montre que I’extrait
méthanolique représente la moyenne le plus élevé (19,640mg/g) par apport 1’extrait aqueux
(16,678mg/q).

Selon I’ANOVA a deux facteurs (annexe n° 3), les résultats obtenus on a classé la
teneur en saponines des racines des quatre régions selon les moyens en 3 groupes.

-Les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le plus
élevée (48,82mg/q).

-Les racines de réglisse dans la région Relizane et M’lili sont représentées par la
moyenne le moins élevée (41,77mg/g), (32,94mg /g).

-Les racines de réglisse dans la région de Djamaa sont représentées par une moyenne
faible (21,74mg/ml).

Les saponines sont des composés bioactifs aux propriétés médicinales tres diverses,
notamment les activités hypocholestérolémiantes, anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,

antimicrobiennes et antioxydants (Rao A, Gurfinkel D, 2000). Les saponines sont présentes
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dans de nombreux aliments d'origine végetale, telles que les Iégumineuses, et sont présentes
dans de nombreuses plantes médicinales, notamment la réglisse (Gucli-Ustiinda O, Mazza G,
2007). Des chercheurs précédents ont également signalé que la racine de réglisse contenait
plus de 3% de saponines (Oleszek W, Hamed A, 2010). Et les Saponosides ne se trouvent que
dans la racine de Glycyrrhiza glabra L. (Fraisse F et al. ,1988).

4.2.4. Teneur en tréterpéne
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Figure 20. Droite d'étalonnage d’ursolique pour le dosage de triterpene.
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Figure 21. Teneure des triterpenes dans les racines de Réglisse des quatre régions.
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Figure 22. Teneure des tréterpene dans les feuilles de Réglisse des quatre régions.

Selon ANOVA a deux facteur (annexe 4), (p=0,00<0=0,5) on a classé la teneur des
tréterpene dans les racines et les feuilles des quatre régions et deux extraits selon les moyens
en 3groupes.
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-les feuilles de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le plus
élevée (117,3mg/qg).

-Les feuilles de réglisse dans la région Relizane, Djamaa et M’lili sont représentées par
la moyenne le moins élevée (103mg/g), (98,4mg /g), (96,1mg/qg).

-Les racines de réglisse dans les quatre régions sont représentées par une moyenne

faible, Relizane (88,8mg/ml), Djamaa et Djelfa (82,8mg/g), (80mg/g) respectivement.

4.3. Résultats du test du pouvoir antioxydant

4.3.1. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de Réduction de fer

L’activité antioxydant des extraits des plantes étudiées a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible

La présence des réductants dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe**'complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, Fe®* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu

réactionnel a700nm (Chung et al. 2002).
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Figure 23. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Oyaizu ,1986).
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Figure 24. Pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de racine de I'espéce Glycyrrhiza glabra L.
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Figure 25. Pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de racine de I'espéce Glycyrrhiza

glabra L. dans 4 régions.

Le pouvoir réducteur de I’extrait d’acide ascorbique et Djelfa sont largement supérieur

puis les régions M’lili, Djamaa, Relizane respectivement, Le pouvoir réducteur des extraits

aqueux est minimal par apport les extraits méthanoliques.
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A partir des résultats obtenu on remarque que le pouvoir réducteur des extraits de la
plante est un dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de
réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des d’extraits.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

Les concentrations ECso faible signalée dans 1’acide ascorbique et dans I’extrait
méthanolique de Djelfa avec (0.32mg/ml).Puis la région M’lili (0.33 mg/ml), Relizane
(0.54mg/ml) et Djamaa (1.41mg/ml) respectivement, et pour les extrait aqueux, la région de
Djelfa avec (0.39mg/ml).Puis la région M’lili (0.69 mg/ml), Djamaa (0.98mg/ml) et Relizane
(1.57mg/ml) respectivement.

Ces résultats nous ont permet de conclure que I’extrait méthanolique de racine
Glycyrrinza glabra L.de la région Djelfa présente une meilleure activité antioxydant par
apport les autres extraits.
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Figure 26. Concentration effectrice (1C50) responsable du pouvoir réducteur de deux extraits
aqueux et méthanolique des racines de 4 regions et le standard acide ascorbique.
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Figure 27. Pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de feuille de I'espece Glycyrrhiza glabra L.

dans les 4 régions.
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Figure 28. Pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de feuille de I'espece Glycyrrhyza

glabra L. dans 4gégions.

Le pouvoir réducteur de ’extrait d’acide ascorbique et Djelfa sont largement supérieur

puis les régions M’lili, Relizane, Djamaa respectivement, Le pouvoir réducteur des extraits

aqueux est minimal par apport les extraits méthanoliques.
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A partir des résultats obtenu on remarque que le pouvoir réducteur des extraits de la
plante est un dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de
réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des d’extraits.

Les concentrations ECso faible signalée dans 1’acide ascorbique et dans I’extrait
méthanolique de Djelfa avec (0.32mg/ml).Puis la région M’lili (0.33 mg/ml), Relizane
(0.54mg/ml) et Djamaa (1.41mg/ml) respectivement, et pour les extrait aqueux, la région de
Djelfa avec (0.81mg/ml).Puis la région M’lili (2.07 mg/ml), Relizane (1.72mg/ml) et Djamaa
(2.15mg/ml) respectivement.

Ces résultats nous ont permet de conclure que I’extrait méthanolique de feuille
Glycyrrihza glabra L.de la région Djelfa présente une meilleure activité antioxydant par

apport les autres extraits.
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Figure 29. Concentration effectrice (IC50) responsable du pouvoir réducteur de deux extraits
aqueux et méthanolique des feuilles de 4 régions.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°5), les résultats obtenus on a class¢ I’EC50
des racines et des feuilles de quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

-les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le plus
élevee (0.3250 mg/ml).

-Les feuilles de la région Djelfa et les racines de réglisse dans la région M’lili sont

représentées par la moyenne le moins élevée (0.5633 mg/ml), (0.5900mg/ml) respectivement.
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-Les racines de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par une moyenne faible
(0.8750 mg/ml).

-Les racines et les feuilles de réglisse dans la région Relizane et les feuilles de la région
M’lili et Djamaa  sont représentees la moyenne le plus faible (1.1300mg/ml),
(2.305mg/ml),(1.1950mg/ml),(1.7800mg/ml) respectivement.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°5), les résultats montre que I’effet d’extrait
sur I’EC50 est significatif (0.000< 0.05), ’extrait aqueux représente la moyenne le plus élevé

(1.2963 /ml) par apport I’extrait méthanolique (0.6446mg/ml).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Le pouvoir réducteur des espéces Glycyrrihza glabra L. est probablement di a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme
des réductants et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007). Quelques études
antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme
un indicateur significatif de son activité antioxydant potentielle (Jeong et al. ,2004).

Par ailleurs, la plupart des activités antioxydants non enzymatiques telles que le
piégeage du radical libre et I’inhibition de la peroxydation est mis en place par la

réaction redox (Zhu et al. ,2002).

Trabelsi et al. , (2010) qui ont montré que I’extraite aqueux avait une forte capacité

antioxydant, 1’extraite aqueux est plus polaire que I’extrait méthanolique,

4.3.2. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH

L’activité antioxydants des différents extraits de la plante vis-a-vis du radical DPPH a
été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517nm .Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances
anti radicalaires, Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le

parameétre IC50.
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Figure 30. Structure chimique du radicale DPPH et de sa forme réduit. (Talbi et al. ,2015).
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Figure 31. Pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration des extraits de

différentes régions.
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Tableau 1. Valeur de la concentration IC50 des extraits de plante.

Echantillons |Cs0 (mg/mi)
Les racines de Glycyrrhiza glabra L.
Djelfa Extrait aqueux 1.35+0.02
Extrait méthanolique 0.12+0.028
Djamaa Extrait aqueux 0.51+0.02
Extrait méthanolique 0.41+0.066
MClili Extrait aqueux 2.28+0.02
Extrait méthanolique 0.58+0.01
Rélizane Extrait aqueux 3.29+0.013
Extrait méthanolique 0.40+0.03
Acide ascorbique Extrait aqueux 1.5740.024

Les concentrations ICso faible signalée dans I’extrait méthanolique de la région

Djamaa (0.12mg/ml). Puis la région Djelfa (0.24 mg/ml) et M’lili (0.41mg/ml), Relizane
(0.58mg/ml) respectivement, pour les extrait aqueux on a le méme ordre des régions.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°6), les résultats obtenus on a classé I’IC50
des racines des quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

-Les racines de réglisse dans la région M’lili sont représentées par la moyenne le plus
élevée (0.465mg/ml).

-Les racines de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par la moyenne le
moins élevée (0.603mg/ml).

-Les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par une moyenne faible
(0.820mg/ml).

-Les racines de réglisse dans la région Relizane sont représentées la moyenne le plus
faible (1.452mg/ml).

Selon I’ANOVA a deux facteurs (annexe n°6), les résultats montre que I’effet d’extrait
sur I’EC50 est significatif (0.000< 0.05), I’extrait aqueux représente la moyenne le plus élevé
(2.339mg/ml), par apport 1’extrait méthanolique (0.35mg/ml).
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Figure 32. Concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH en
solution des deux extraits aqueux et méthanolique de 4 régions et le standard acide

ascorbique.
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Figure 33. Pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration des extraits

aqueux des feuilles de quatre régions.
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Figure 34. Pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration des extraits
méthanolique des feuilles de quatre régions.

48



Chapitre 4 Résultats et discussion

Tableau 2 : Valeur de la concentration 1C50des extraits de plante étudiée.

Echantillons IC50 (mg/ml)
Les racines de Glycyrrhiza glabra L.

Djamaa Extrait aqueux 2.23 £ 0.0082
Extrait méthanolique 1.89 + 0.0093

MClili Extrait aqueux 3.92 + 0.008
Extrait méthanolique 2.18 + 0.0091

Rélizane Extrait aqueux 1.74 + 0.0079
Extrait méthanolique 2.02 + 0.0087

Djelfa Extrait aqueux 1.69 + 0.0082
Extrait méthanolique 1.96 + 0.009

Acide ascorbique Extrait aqueux 0.24 + 0.0081

Les concentrations IC50 faible signalée dans 1’extrait méthanolique de la région Djamaa
(1.88mg/ml). Puis la région Djelfa (1.96mg/ml), Relizane (2.02mg/ml) et M’lili (2.18mg/ml)
respectivement.

Les concentrations IC50 faible signalée dans I’extrait aqueux de la région Djelfa (1.68
mg/ml). Puis la région Relizane (1.74mg/ml), Djamaa (2.23mg/ml) et M’lili (3.92mg/ml)

respectivement.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°6), les résultats obtenus on a classé I’IC50
des feuilles des quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

-Les feuilles de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le plus
élevée (1.820mg/ml).

-Les feuilles de réglisse dans la région Rélizane sont représentées par la moyenne le

moins élevée (1.880mg/ml).
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-Les feuilles de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par une moyenne
faible (2.055mg/ml).

-Les feuilles de réglisse dans la région M’lili sont représentées la moyenne le plus faible
(3.050mg/ml).

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°6), les résultats montre que ’effet d’extrait
sur I’EC50 est significatif (0.000< 0.05), I’extrait aqueux représente la moyenne le plus élevé
(1.87mg/ml), par apport I’extrait méthanolique (1.18mg/ml).

IC50 de quatre régions

o
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O
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i méthanolige
0,24
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Djamaa Mlilli Djelfa Rélizane Ac
ascorbique

Les extraits

Figure 35. Concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH en
solution des deux aqueux et méthanolique de 4 régions et le standard acide ascorbique.

La capacité antioxydant des différents extraits a été déterminée a partir de I’IC50, c’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est
basse, plus l'activité antioxydants d'un composé est grande (Hobi et Eddouks, 2016). Il a été
démontré que les molécules antioxydants telles que I’acide ascorbique, tocophérol,
flavonoides et les saponines réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a
céder I’hydrogene (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Pour le mécanisme de piégeage de radical, la réaction entre I’antioxydant et DPPH
dépend de la conformation structurale de 1’antioxydant. Certains composés réagissent

rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH égal au nombre de
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groupements hydroxyles (Bondet et al. ,1997). Divers composés de la réglisse exercent une

action anti-oxydante a I’origine de plusieurs activités (Caél ,2009).

4.4. Anti-inflammatoire

4.4.1. Méthode de dénaturation des protéines
Pourcentage d’inhibition d’activité anti-inflammatoire en fonction de la concentration

des extraits aqueux et méthanolique dans quatre régions.
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Figure 36. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la
concentration des extraits.
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Figure 37. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la

concentration des extraits.
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Figure 38. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la

concentration des extraits.
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Figure 39. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la

concentration des extraits.
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Figure 40. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la

concentration des extraits.
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Figure 41. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la
concentration des extraits.
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Figure 42. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la
concentration des extraits.
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Figure 43. Pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire en fonction de la
concentration des extraits.

Les pourcentages d’inhibition d’activité anti-inflammatoire faible sont signalés dans
I’extrait méthanolique de racine de la région Djamaa (88,073%), puis la région M’lili (116,
667%), Rélizane (134, 596 %) et Djelfa (137, 398 %) respectivement, pour les extraits aqueux
de racine de la région Rélizane (108,370%), Djamaa (127,586%), M’lili (127,679%), Djelfa
(131,447%) respectivement.

Les pourcentages d’inhibition d’activité anti-inflammatoire faible sont signalés dans
I’extrait méthanolique de feuille de la région Djamaa (113,559%), M’lili (114,454%),
Rélizane (114,815%), Djelfa (130, 028 %) respectivement, pour les extrait aqueux de feuille
de la région Rélizane (114,454%), M’lili (115,942%), Djamaa (125,538%), Dijelfa
(157,547%) respectivement.

On remarque d’apres les résultats présentés dans les figures président que I’extrait
méthanolique a la concentration 250ug/ml, 100ug/ml, 50ug/ml, ils ont été donné une
meilleure inhibition de la dénaturation de BSA, par rapport a la diclofenac sodium. Et Le
pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines de D’extrait aqueux est une
differente. Lorsque on le compare a ceux obtenus pour le diclofenac sodium 0,25ug /ml, un
médicament antiinflammatoire utilisé comme standard qui exercé un pourcentage d’inhibition
de 98,321 %, 92,798 %, 75,983 %, a la méme concentration. La dénaturation des protéines est
parmi les causes de I’inflammation (Barro L et al.,2008 ; Bagad YM et al. ,2010). La
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production d’auto-antigenes dans les maladies inflammatoire peut étre due a la denaturation
des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a ’altération des
liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui maintien la structure
tridimensionnelle des protéines (Barro L et al. ,2008 ; Bagad YM et al. ,2010 ; Mizushima Y
et Kobayashi M .1968).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et
I’indomethazine inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires,
mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (M Sangeetha et al. ,2010). Ils empéchent la
dénaturation d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique (pH: 6.2 a 6.5). D’apr¢s les
résultats, on constate que les deux extraits sont capables de contrdlé la production d’auto-
antigene par D’inhibition de la dénaturation des protéines. L’activité¢ inhibitrice de la
dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de différents composés bioactifs tels

que les flavonoides et les tannins dans les 1’extrait trouveés lors des criblages phytochimiques.

De nombreuses étude sont évalué ’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines. On peut
conclure que I’extrait aqueux et I’extrait méthanolique possede un effet anti-inflammatoire
marqué in vitro contre la dénaturation des protéines, et que d'autres études définitives sont
nécessaires pour déterminer les mécanismes et les électeurs derriere ses actions anti-

inflammatoires.
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4.4.2. Evaluation de la toxicité des extraits éthanoliques et aqueux des feuilles et
des racines de Glycyrrhiza glabra L. vis-a-vis des globules rouges

Les résultats du test de cytotoxicité présentant 1’évolution des pourcentages
d’hémolyse des globules rouges, en fonction des concentrations de 1’acide gallique et des
extraits méthanoliques et aqueux des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L, sont

illustrés dans les figures.
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Figure 44. Effet de I'acide gallique sur I'némolyse des globules rouges en fonction des
concentrations.

Ces résultats révelent que le traitement des globules rouges par 1’acide gallique
provoque une augmentation significative du taux d’hémolyse, en fonction des concentrations.

Cette molécule de référence présente un effet hémolytique significatif a partir de
(1,6pg/ml) avec un pourcentage d’hémolyse de (12 %). L’effet hémolytique maximum est aux
alentours de (111 ,1 %), qui est supérieure comparativement a 1’hémolyse totale, induite par

I’eau distillée.
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Figure 45. Effet des extraits aqueux des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L. sur
I'hnémolyse des globules rouges en fonction des concentrations.

[
o
o

80
60
40
20

% d'hémolyse

Djamaa
137,8
T
124,4
115,6
104
QQ 95' 101(')’0
oo, 1L
57,78 H Racine
72,2q44’ . mFeuille
22,1
11,111 14,44
¢ 1,562 3,125 625 12,5 25 50 c+
concentration (mg/ml)

Figure 46. Effet des extraits méthanolique des feuilles et des racines Glycyrrhiza glabra L.
sur I'némolyse des globules rouges en fonction des concentrations

Les taux d’hémolyse causés par les extraits aqueux des racines et des feuilles de région

Djamaa augmentent significativement avec 1’augmentation des concentrations. En effet,

I’extrait aqueux des racines exhibe un taux d’hémolyse considérable a partir de (6.25mg/ml).

Tandis que le pourcentage d’hémolyse de 1’extrait méthanolique des racines et des feuilles
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augmente significativement, a partir de (3,125mg/ml), pour atteindre I’hémolyse maximale a
(50mg/ml).
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Figure 47. Effet des extraits aqueux des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L. sur
I'hnémolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Figure 48. Effet des extraits méthanoliques des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra
L. sur I'némolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Les taux d’hémolyse causés par les extraits aqueux des racines et des feuilles de région
M’lili augmentent significativement avec [’augmentation des concentrations. En effet,
I’extrait aqueux des racines exhibe un taux d’hémolyse considérable a partir de (6.25 mg/ml).
Tandis que le pourcentage d’hémolyse de I’extrait méthanolique des racines et des feuilles
augmente significativement, a partir de (3,125mg/ml), pour atteindre 1’hémolyse maximale a
(50mg/ml).
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Figure 49. Effet des extraits aqueux des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L. sur
I'hnémolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Figure 50. Effet des extraits méthanoliques des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra
L. sur I'némolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Les taux d’hémolyse causés par les extraits aqueux des racines et des feuilles de région
Djelfa augmentent significativement avec 1’augmentation des concentrations. En effet,
I’extrait aqueux des racines et des feuilles exhibe un taux d’hémolyse considérable a partir de
(3.125 mg/ml). Tandis que le pourcentage d’hémolyse de 1’extrait méthanolique des racines
et des feuilles augmente significativement, a partir de (6.25mg/ml), pour atteindre I’hémolyse

maximale a (50mg/ml).
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Figure 51. Effet des extraits aqueux des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L. sur
I'hnémolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Figure 52. Effet des méthanoliques extraits des feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra
L. sur I'némolyse des globules rouges en fonction des concentrations.
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Les taux d’hémolyse causés par les extraits aqueux des racines et des feuilles de région
Rélizane augmentent significativement avec I’augmentation des concentrations. En effet,
I’extrait aqueux des racines et des feuilles exhibe un taux d’hémolyse considérable a partir de
(6.25 mg/ml). Tandis que le pourcentage d’hémolyse de I’extrait méthanolique des racines et
des feuilles augmente significativement, a partir de (3,125mg/ml), pour atteindre 1’hémolyse
maximale a (50mg/ml).

-Glycyrrhiza glabra L, comme toutes les plantes utilisées a des fins thérapeutiques,
peuvent a fortes doses présenter une menace pour la santé de ’homme. Pour déterminer ces
doses, un test de cytotoxicité a été réalisé sur les globules rouges humains.

-Les résultats obtenus en présence de ’acide gallique, ont présenté une augmentation
des pourcentages d’hémolyse des érythrocytes en fonction des concentrations. L’acide
galligue, comme exemple de molécule de composés phénoliques, a présenté un effet
hémolytique aux concentrations élevees (>1.6mg/ml). L’acide gallique produit alors une
grande quantité d’especes réactives oxygénées (ERO), qui peuvent endommager la membrane
plasmique des globules rouges et détériorer sa fonction (Mohanty et al. 2014 ; Hsieh et al.
2015).

Les concentrations des extraits aqueux et méthanoliques des racines et des feuilles de
Glycyrrhiza glabra L. dans les quatre régions, n’ayant pas révélé d’effet hémolytique, ont été
testées pour leur efficacité anti-inflammatoire via le test d'hémolyse vis-a-vis des globules
rouges. Les résultats se sont avérés tres intéressant a la concentration de (6.25 mg/ml),
(3.125mg/ml).

On ne résulte que I'effet des racines plus élevé que les feuilles de la réglisse dans les
deux extraite aqueux et methanolique.

L’ordre des régions selon l'extraite aqueux ou méthanolique par apporte 'effet
hémolytiques

-Dans I'extraite aqueux de la région de Rélizane plus efficace que la région de Djelfa,
M’lili et Djamaa respectivement.

-Dans l'extraite méthanolique de la région de Djamaa plus efficace que la région de

M’lili, Djelfa et Rélizane respectivement.
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4.4.3. Evaluation de I’effet des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles et des
racines de Glycyrrhiza glabra L de quatre régions sur la stabilisation de la membrane des
globules rouges

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits aqueux et méthanoliques des
feuilles et des racines de Glycyrrhiza glabra L, un test de stabilisation membranaire de
globules rouges humains a été réalisé. Ce test consiste a incuber une suspension de globules
rouges humains, traitée avec une solution hypotonique associée a une température élevée,
avec les extraits ou les molécules de références (le diclofenac comme anti-inflammatoire et

I’acide gallique, comme molécule de composés phénoliques).
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Figure 53. Effet de diclofenac sur I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

De sa part, le diclofenac ne présente aucun effet inhibiteur significatif aux
concentrations inférieures a (39,063 pg/ml). L’activité anti-hémolytique de ce médicament
s’est révélée significatif a partir de (39.063 pg/ml). L’effet de diclofenac est efficace a partir
de (78.125 pg/ml) avec un pourcentage de protection de (44.4 %).
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Figure 54. Effet de I'acide gallique sur I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

Les érythrocytes traités avec (19.532 et 39.063 pg/ml) de I’acide gallique ont montré un
effet anti-hémolytique significatif de (46.6et 52.5%), respectivement. A des concentrations
élevées (de 78.125 a 312.5 pg/ml), I’activité anti-hémolytique diminue significativement, en

comparaison avec ’effet exhibé a la concentration de (39.063 pg/ml).
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Figure 55. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des racines de région Djamaa sur
I'inhibition de globules rouges.
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L’extrait aqueux et méthanolique des racines de région Djamaa provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (9.766 pg/ml).
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Figure 56. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des feuilles de région Djamaa sur

I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

L’extrait aqueux et méthanolique des racines de région Djamaa provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (156.25 pg/ml).
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Figure 57. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des racines de la région M'lili sur

I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

65



Chapitre 4

Résultats et discussion

L’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région M’lili provoque

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (78.125 pg/ml).
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Figure 58. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la region M'lili sur

I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.
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L’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région M’lili provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (156.25 pg/ml).
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Figure 59. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des racines de la région Djelfa sur

I'inhibition de I'némolyse des globules rouge.
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L’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région Djelfa provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (312.5 pg/ml).
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Figure 60. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région Djelfa sur
I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

L’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région Djelfa provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (156.25 pg/ml).
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Figure 61. Effet de I’extrait aqueux et méthanoliqu des racines de la région Rélizane sur
I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.
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Figure 62. Effet de I'extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région Rélizane de
I'inhibition de I'némolyse des globules rouges.

L’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région Rélizane provoque une

diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, a partir de (156.25 pg/ml).

On résulte que L’effet inhibiteur de I’extrait aqueux et méthanolique des racines et
feuilles de Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions et de 1’acide gallique sur les globules
rouges est similaire au niveau de deux concentrations de (19.532 et 39.063 pg/ml), I’effet
anti-hémolytique augmente significativement, contrairement a I’acide gallique qui diminue en
fonction des concentrations (les figures dans 1’annexe n°8).

Notre résultat montre que les feuilles de région Rélizane possede une minimale
concentration avec (78.125ug/g), puis Djamaa, M’lili et Djelfa avec une méme concentration
(156.25ug/g). Mais dans les racines montre que la région de Djamaa possede une minimale
concentration avec (9.766pg/g), puis M’lili (78.125ug/ml), Rélizane (156.25ug/ml) et Djelfa
(312.5ug/ml).

On ne résulte que le pourcentage d'inhibition des extraits aqueux des feuilles et des
racines de Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions plus élevé que le pourcentage d'inhibition
d'extraits méthanolique sur la stabilisation de la membrane des globules rouges.

Les concentrations des extraits aqueux et méthanoliques des racines et des feuilles de
Glycyrrhiza glabra L, n’ayant pas révélé d’effet hémolytique, ont été testées pour leur
efficacité anti-inflammatoire via le test de stabilisation de la membrane des globules rouges
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humains. Les résultats se sont averés trés intéressant aux concentrations differentes selon les
régions et la partie de la plante (racines et feuilles).

-L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangéres. La
réaction inflammatoire dépasse parfois ses objectifs et cause des effets déléteres (Iwalewa et
al. ,2007 ; Medzhitov, 2010). La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par
des molécules de syntheses de type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien
(corticordes), ce sont des médicaments largement utilisés, mais dont les effets secondaires.

-Dans le but de minimiser ces effets secondaires, les laboratoires développent de plus en
plus de procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale (Das
et al. 2010).

Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides et le maintien de la
fluidité est un pré requis, pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des
cellules (Portier et al. ,2007). De ce fait, des modéles divers ont été proposés et employés
pour examiner l'efficacité anti-inflammatoire des extraits de plantes, notamment le test de
stabilisation de la membrane de globule rouge, via 1’exposition des érythrocytes a une
solution hypotonique, ainsi qu’a une température élevée, en raison de la ressemblance de la
membrane de lysosome avec celle du globule rouge (Reshma et al. ,2014 ; Oyedapo et al.
,2015).
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Conclusion

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent les vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. Parmi ces plantes, Glycyrrhiza glabra L. trés peu d’études ont été faites sur

I’espéce Glycyrrhiza glabra L. de 1’ Algérie, ce qui nous a poussés a 1’étudier et a 1I’explorer.

Dans ce travail nous avons ¢étudié D’effet des conditions climatiques sur 1’activité
antioxydant et anti-inflammatoire de I’extrait aqueux et méthanolique des racines et des
feuilles de Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions (M’lili, Djamaa, Djelfa, Relizane).

Les résultats obtenus montrent les régions qui posséde une meilleure teneur de
I’extraits des racines de Rélizane et I’extraits des feuilles de Djamaa en polyphénols,
I’extraits des racines de Rélizane et I’extraits de feuilles de M’lili en flavonoide, 1’extraits des
racines de Djelfa en saponine, I’extraits des racines de Djamaa et I’extraits des feuilles de
Djelfa en triterpene.

Les méthodes de D’activit¢ antioxydant montrent que tous les extraits des plantes
étudiées présentent des propriétés antioxydants et anti-inflammatoire a différents niveaux.
L’extraits de racines de Rélizane et 1’extraits de feuilles de M’lili possede un fort piégeur des
radicaux DPPH, et pour le test de FRAP Djelfa pour I’extraits de racines et feuilles possede
une meilleure capacité réductrice, le teste de dénaturation des protéines donné I’effets
efficace pour D’extraits méthanolique et aqueux de Djelfa, et I’effet efficace de teste
d’hémolyse de I’extraits aqueux des racines et des feuilles de Rélizane et I’extraits
méthanolique des racines et des feuilles de Djamaa, et le teste de I’anti-hémolyse d’extraits

aqueux des racines de Djamaa et des feuilles de Rélizane sont le plus efficaces.

L’analyse de diagramme Ombrothermique de banios et Gaussen montré la différence
entre les climats dans quatre régions, ces résultats confirment ’effet climatique sur les
quantités composés phénoliques des racines et des feuilles du Réglisse, et aussi sur 1’activité

antioxydant et anti-inflammatoire.

Cette ¢tude reste préliminaire et plus superficielle, donc, elle nécessite d’autres études
approfondies pour mieux se concentrer sur les effets révelés. Nous suggérons la realisation
d'autres méthodes telles que 1’Analyses qualitatives par chromatographie liquide a haute

performance (HPLC) pour connait les molécules actifs précis de cette plante.
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Annexes

(Annexe n° 1)

ANOVA a deux facteurs contré6lés : Poly en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour Poly

Source DL SC CM F P
Rég 7 690799 98686 540,79 0,000
Ex 1 1659377 1659377 9093,23 0,000
Interaction 7 613670 87667 480,41 0,000
Erreur 32 5840 182
Total 47 2969685
IC individuel a 95%
Rég Moyenne - ——---—--- - - Fom +-—=
Djamaa F 411,7 (*-)
Djamaa R 148,1 (=%*)
Djelfa F 403,4 (*-)
Djelfa R 159,3 (*)
M1ili F 367,1 (=*)
M1ili R 111,8 (*)
Rélizane 216,4 (*)
Rélizane 384,2 (*)
———————— fomm fomm fom +-—=
160,0 240,0 320,0 400,0
IC individuel a 95%
Ex Moyenne ——t——————— - tm———————— Fm————————
E H2o 89,3 (*
E Moh 461, 2 *)
——fmm - o o o
100,0 200,0 300,0 400,0
(Annexe n°2)

ANOVA a deux facteurs contrélés : Flav en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour Flav

Source DL SC CM F P
Rég 7 188133 26876 343,40 0,000
Ex 1 2115893 2115893 2,7E+04 0,000
Interaction 7 215222 30746 392,84 0,000
Erreur 32 2504 78
Total 47 2521753
IC individuel a 95%
Rég Moyenne - ———-—-———--—- fmmm—————— fmmm—————— Fommm +-
Djamaa F 376,9 (*)
Djamaa R 328,1 (=%*)
Djelfa F 376,1 (=*)
Djelfa R 247, 6 (*)
Mlili F 449, 6 (*)
M1lili R 261,5 (=*)
Rélizane 384,3 (*)
Rélizane 359,6 (*)
—————————— Bt e et
300,0 360,0 420,0 480,0
IC individuel a 95%
Ex Moyenne - —-—————--- - - to——————— +-=
E H20 138,0 *)
E Moh 557,9 *)
————————— F—— F—— F—— +—=
240,0 360,0 480,0 600,0
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(Annexe n° 3)

ANOVA a deux facteurs contrélés : Sapo en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour Sapo

Source

Rég

Ex
Interaction
Erreur
Total

Rég
Djamaa
Djamaa
Djelfa
Djelfa
M1ili F
M1ili R
Rélizane
Rélizane

o B V|

E H2o0
E Moh

DL

7 18
1

7

32

47 19

Moyenne
21,74
0,00
48,82
0,00
32,94
0,00
41,77
0,00

Moyenne
16,678
19,640

SC CM F P
285,30 2612,19 1,3E+04 0,000
105,30 105,30 540,93 0,000
814,49 116,36 597,72 0,000
6,23 0,19
211,32
IC individuel a 95%
—m————— Fomm - Fomm - fomm - +
*
*
(*
*
*)
*
(*
*
—t—————— R R e +
0,00 12,00 24,00 36,00 48,00
IC individuel a 95%
——— tom - tom - to—— -
(=*=-)
(=*=-)
—— Fomm - Fomm - Fom———-
16,800 17,600 18,400 19,200

(Annexe n° 4)

ANOVA a deux facteurs contrdlés : Triter en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour Triter

Source

Rég

Ex
Interaction
Erreur
Total

Rég
Djamaa
Djamaa
Djelfa
Djelfa
M1ili F
M1ili R
Rélizane
Rélizane

ol N VR

E H20
E Moh

DL

7

1 4
7 1
32

47 6

Moyenne
98,4
82,8

117,3
82,8
96,1
80,0

103,0
88,8

Moyenne
62,54
124,73

SC CM F P
6733,2 961, 9 42,64 0,000
6407,4 46407,4 2057,19 0,000
0937, 4 1562,5 69,26 0,000
721,9 22,6
4799, 9
IC individuel a 95%
—————— Fom - Fom - Fom - o=
(==*=-)
(==*=-)
(===*=-)
(==*=-)
(==*=-)
(===*=-)
(==*--)
(==*=-)
—————— Fomm - Fomm - Fom - o=
84,0 96,0 108,0 120,0
IC individuel a 95%
—— - Fomm - Fomm - fomm -
(*)
(*)
———fm— fomm fomm fomm

96,00 112,00



Annexes

(Annexe n° 5)

ANOVA a deux facteurs contrélés : IC50 fra en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour IC50 fra

Source

Rég

Ex
Interaction
Erreur
Total

Rég
Djamaa
Djamaa
Djelfa
Djelfa
M1ili F
M1ili R
Rélizane
Rélizane

ol N VR

Ex
E H2o0
E Moh

DL

SC CM F

7 9,47626  1,35375 1,2E+04
1 5,09603 5,09603 4,7E+04
7  3,31443  0,47349 4370,68
32 0,00347 0,00011

47 17,89019

Moyenne
1,7800
0,8750
0,5633
0,3250
1,1950
0,5900
1,1300
1,3050

Moyenne
1,2963
0,6446

IC individuel a 95%

———tem— o ——— +-
*
*
*
*
*
*
———mm fom———— +-
0,4000 0,8000 1,2000
IC individuel a 95%
—_——— e — + _________ +____
*)
—_——— e — + _________ +____
0,8000 0,9600

(Annexe n° 6)

P
0,000
0,000
0,000

1,6000

1,1200 1,2800

ANOVA a deux facteurs contrdlés : IC50 dpph en fonction de Rég; Ex

Analyse de variance pour IC50 dpp

Source

Rég

Ex
Interaction
Erreur
Total

Rég
Djamaa
Djamaa
Djelfa
Djelfa
M1ili F
M1ili R
Rélizane
Rélizane

ol N VR

E H20
E Moh

DL

47 43,90400

Moyenne
1,8658
1,1838

SC CM F P
7 31,19748 4,45678 8522,93 0,000
1 5,58285 5,58285 1,1E+04 0,000
7 7,10693 1,01528 1941,56 0,000
32 0,01673 0,00052
IC individuel a 95%
e fomm - fommm - fomm -
*)
*)
*
(*
(*
(*
*
(*
e fom - o o
0,7000 1,4000 2,1000 2,8000
IC individuel a 95%
——fm— - fom - fom - fomm -
*)
*)
——mm - o fom - o -
1,2000 1,4000 1,6000 1,8000
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Figure 1. Effet de Iextrait aqueux et méthanolique des racines de région Djamaa et I’acide

gallique sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.
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Figure 2. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de région Djamaa et 1’acide

galligue sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.

Figure 3. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région M’lili et I’acide

galligue sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.
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Figure 4. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région M’lili et I’acide

gallique sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.
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Figure 5. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région Djelfa et ’acide

gallique sur I’inhibition de ’hémolyse des globules rouges.
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Figure 6. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région Djelfa et I’acide

gallique sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.
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Figure 7. Effet de D’extrait aqueux et méthanolique des racines de la région Rélizane et

I’acide gallique sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.



Annexes

70,0

60,0

50,0

40,0
H aqueue

30,0 , .
H méthanolique

%d'inibition

20,0 i Ac galique

10,0

0,0

9,766 19,532 39,063 78,125 156,25 3125

-10,0
concentration (ug/ml)

Figure 8. Effet de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de la région Rélizane et

I’acide gallique sur ’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.



Résumés

- =\

Can S 3 e Ulee 5S35 dadlal) dailind Cae dapaill ) ezl b cpuliall  slilaY) deddivyg ol Sl 58 e sudl G
il (LI sLine 5 330SY1 i) oo s sl T 5y 5 D 5 bl ¢ 53 0 ¢ (353 L5, Al sl i€yl
Jany FRAP LA G L 5 sl pall sda ey () sl 5 il 5 il 5 anala) (halia gl (8 Gusaall (e 31l sdal Jsiliaall 5 )
A LRI W) ey o) e e G Jladl il DppH_LeaU s ¢ Adlal) dikaia b Juadl (<0 Ao la jY) 3 a8 Julis e

ullad GLUAI ) dndln s () e ikt 2a a2 el 3 Line 5 pall Sl (5 sl Lol clilad Ailaie i Adled ) i

dgalidal) cilalst

i) dlme s 3083 slias Bl (| C50 ¢ Jsilisall 5 lall Galiiualle Glycyrrhiza glabra L

o

Résumés

Glycyrrhiza glabra L. est une plante médicinale utilisée par les médecins et les herboristes depuis
P’antiquité a la raison de leurs vertus thérapeutiques. Notre travail porte sur 1’é¢tude de dosage de quelque
composants phénolique (polyphénol, flavonoide, saponine et ftriterpéne) En suite D’activité biologique
(antioxydant et anti-inflammatoire) de ’extrait aqueux et méthanolique des racines et feuilles de la plane
Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions (Djamaa, M’lili, Djelfa et Rélizane). Aprés cette étude, nous avons
constaté que le test de FRAP est meilleure capacité réductrice dans la région de Djelfa, et pour le test de DppH
un fort piégeur dans la région de Rélizane et M’Lili. Dans le teste de I’hémolyse la région de Rélizane et de

Djamaa est le plus efficace, et méme région dans le teste de 1’anti-hémolyse.

Mots clés : Glycyrrhizaglabra L, extrait aqueux et méthanolique, activité antioxydant et anti
vﬂammatoire, IC50. /

Abstract

Glycyrrhiza glabra L. is a medicinal plant used by doctors and herbalists since antiquity
because of their therapeutic virtues. Our work focuses on the dosage study of some phenolic
components (polyphenol, flavonoid, saponin and triterpen) hen the biological activity (antioxidant and
anti-inflammatory) of the aqueous and methanolic extract of the roots and leaves of the Glycyrrhiza
glabra L. from four regions (Djamaa, M'lili, Djelfa and Rélizane). After this study, we found that the
FRAP test is better reducing capacity in the Djelfa region and for the DppH test a strong trapper in the
region of Rélizane and M'Lili. In the hemolysis test the region of Rélizane and Djamaa is the most

effective, and even region in the test of anti-hemolysis.

Key words: Glycyrrhizaglabra L, aqueous and methanolic extract, antioxidant and anti-

inflammatory activity, 1C50.
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