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Résumé

Ce travail explore la recherche d'antioxydants naturels et vise a réaliser une étude
phytochimique tout en évaluant l'activité antioxydante de divers extraits de V.castus. L'extraction
du matériel végétal a été effectuée sous reflux en utilisant trois solvants :eau , eau/éthanol et
eau/acétone (30 :70, v/v). Les extraits obtenus ont été soumis a une analyse phytochimique, a un
dosage des composés phénoliques, ainsi une évaluation du pouvoir antioxydant selon deux

méthodes : DPPH et FRAP.

L'analyse phytochimique a révélé que l'extrait eau/acétone de V.castus est particuliérement
riche en quinones libres, en terpénoides et en tanins. Le dosage de compose phénolique indique
que la concentration la plus €levée de tanins est obtenue dans 'extrait eau/acétone, avec une teneur
de 69,70+ 0,00 mg EQC/gE , tandis que les concentrations en flavonoides et en polyphénols totaux
les plus ¢élevées sont obtenues dans l'extrait eau/éthanol (34,63 = 2,16 mg EQC/gE) ; (151,37 £
0,00 mg EAG/gE) respectivement.

Les résultats de l'activité antioxydante ont montré que les extraits organiques de cette plante
présentent une capacité a réduire le fer et a piéger le radical DPPH®. Pour ce dernier, l'extrait
eau/acétone montre une forte activité antioxydante avec une ICso de 7,95 mg/ml, une capacité
nettement supérieure a celle de I'extrait eau/éthanol (ICso de 18,41 mg/ml) et de I'extrait aqueux
(ICso de 102,62 mg/ml). Par ailleurs, 1’acide ascorbique, a montré I’activité antiradicalaire la plus

puissante avec une ICso de 0,05mg/ml.

En ce qui concerne la méthode FRAP, I'extrait eau/acétone présente la meilleure activité avec
une ECso de 11,62 mg/ml. L'extrait aqueux, qui montre le plus faible pouvoir réducteur, a une ECso
de 633,33 mg/ml, et l'extrait eau/éthanol a une ECso de 18,66 mg/ml. En comparaison, la capacité
de ces extraits a réduire le fer est nettement inférieure a celles du 1’acide ascorbique, BHA et BHT.
Par ailleurs, 1’acide ascorbique présente le meilleur pouvoir réducteur du fer (ECso = 0,53 mg/ml)

par rapport aux autres standards.



D’apres ces résultats on note que V. castus constitue une source de molécules antioxydantes
qui jouent un rdle clé dans la neutralisation des radicaux libres, réduisant ainsi les dommages
oxydatifs. Ces resultats ouvrent la voie a l'utilisation de V.castus dans le développement de

traitements phytothérapeutiques ciblant les maladies liées au stress oxydatif.

Mots Clés : Vitex agnus castus, Composés phénoliques, Activité antioxydante.



Abstract

This work explores the search for natural antioxidants and aims to conduct a
phytochemical study while evaluating the antioxidant activity of various extracts from Vitex
agnus-castus (V. castus). The extraction of plant material was carried out under reflux using three
solvents: water, water/ethanol, and water/acetone (30:70, v/v). The obtained extracts were
subjected to a phytochemical analysis, phenolic compound quantification, and an evaluation of

antioxidant power using two methods: DPPH and FRAP.

Phytochemical analysis revealed that the water/acetone extract of V. castus is particularly
rich in free quinones, terpenoids, and tannins. The phenolic compound quantification indicates
that the highest concentration of tannins is found in the water/acetone extract, with a content of
69.70 = 0.00 mg EQC/gE. Meanwhile, the highest concentrations of flavonoids and total
polyphenols are found in the water/ethanol extract, with 34.63 + 2.16 mg EQC/gE and 151.37 +
0.00 mg EAG/gE, respectively.

The results of the antioxidant activity showed that the organic extracts of this plant possess
the ability to reduce iron and scavenge the DPPHe radical. For the latter, the water/acetone
extract demonstrates strong antioxidant activity with an IC50 of 7.95 mg/ml, which is
significantly higher than that of the water/ethanol extract (IC50 of 18.41 mg/ml) and the aqueous
extract (IC50 of 102.62 mg/ml). Additionally, ascorbic acid exhibited the most potent radical
scavenging activity with an IC50 of 0.05 mg/ml.

Regarding the FRAP method, the water/acetone extract presents the best activity with an
EC50 of 11.62 mg/ml. The aqueous extract, showing the lowest reducing power, has an EC50 of
633.33 mg/ml, and the water/ethanol extract has an EC50 of 18.66 mg/ml. In comparison, the
iron-reducing capacity of these extracts is significantly lower than that of ascorbic acid, BHA,
and BHT. Furthermore, ascorbic acid demonstrates the best iron-reducing power (EC50 = 0.53

mg/ml) compared to other standards.

These results indicate that V. castus constitutes a source of antioxidant molecules that play
a key role in neutralizing free radicals, thereby reducing oxidative damage. These findings pave
the way for the use of V. castus in developing phytotherapeutic treatments targeting diseases

related to oxidative stress.

Keywords: Vitex agnus castus, Phenolic Compounds, Antioxidant Activity.
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INTRODUCTION

Pendant des siécles, des plantes et des herbes sauvages ont été considérées comme des
outils utiles pour traiter diverses maladies. Les plantes fournissent environ 25 % des
médicaments prescrits dans le monde en raison de leur richesse en substances actives telles que
les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les quinones, les polyphénols vitaminiques, les
glycosides et les huiles essentielles. Ces composés naturels, possédent des propriétés permettant

de lutter contre les ravageurs, les bactéries, les virus et les champignons (Habbab, 2016).

Les plantes aromatiques et médicinales suscitent un intérét économique considérable en
raison de leur utilisation dans les industries de la parfumerie, des cosmétiques, de
l'agroalimentaire et de la pharmacie. Ainsi sont largement utilisés dans les systemes médicaux
traditionnels en raison de leurs propriétés phytochimiques et bioactives qui présentent des effets

pharmacologiques significatifs (Bruneton, 2009 ; Rahmatullah, 2011).

Ces dernieres années, un intérét croissant s'est manifesté pour diverses activités
biologiques, notamment 'activité antioxydante des plantes médicinales. Cette attention découle
de leur implication dans la prévention de maladies chroniques telles que le cancer, le diabete,
I'hypertension, la maladie d'Alzheimer, ainsi que dans la lutte contre le stress oxydatif

(Meddour et al., 2013).

De nombreuses maladies ont des complications ou sont déclenchées par le stress
oxydant. Le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la multiplication
mitochondriale de radicaux, ce qui fait que la majorité des maladies induites par le stress

oxydant se manifestent avec 1'age (Meddour et al., 2013).

L'évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydantes et antimicrobiennes
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes utilisées rarement ou
peu fréquemment dans la médecine traditionnelle. Ces plantes sont une nouvelle source de

composés actifs (Teixeira da silva, 2004).

Vitex agnus castus appartient a la famille des Verbénacées et est également connu sous
les noms communs de gattilier et de poivre des moines. Il peut €tre trouvé dans les
environnements d'Asie centrale, de la région méditerranéenne et du sud de I'Europe, et est

¢galement récolté dans différentes régions (Niroumand et al., 2018).



INTRODUCTION

Traditionnellement, V. castus a été utilisé¢ par les praticiens de la phytothérapie pour
traiter divers troubles féminins, tels que les irrégularités menstruelles les déséquilibres
hormonaux prémenstruels, I'hyperprolactinémie, l'infertilité, 1'acné, les symptomes de la

ménopause et les problémes d'allaitement (Danieel, 2005).

Face a la prévalence croissante des maladies liées au stress oxydatif et a la demande
croissante de solutions thérapeutiques naturelles, quelle est I'efficacité de V. castus en tant
qu'agent antioxydant ? A travers une analyse de ses composés phytochimiques, 1’objectif de
cette é¢tude est de mener une analyse phytochimique et d'évaluer l'activité antioxydante de

différents extraits de la V. castus.

Ce travail débute par une synthése bibliographique qui comporte trois chapitres, Le
premier définit les généralités sur la plante de V. castus, sa composition chimique et ses activités
biologiques. Le deuxiéme chapitre illustre les métabolites secondaires et les composés
phénoliques. Pour le troisiétme donnera un apercu sur le stress oxydatif et les sources

d’antioxydants.

Pour la deuxiéme partie, regroupera le matériel et les méthodes utilis¢ dans notre
expérimentation et les résultats obtenus avec une interprétation, suivie d une discussion. Enfin,

nous terminons avec une conclusion générale et des perspectives.



Partiel :
Syntheése bibliographique

Chapitre 1 :

Vitex agnus castus



Chapitre 1 : Vitex agnus castus

1.Description botanique

Le genre Vitex, le plus étendu de la famille des Verbénacées, compte 250 espéces réparties
a travers le monde. Les plus répandus sont : V. canescences, V. cooper, V.cymosa, V. fisherii, V.
gardneriana, V. glabrata, V.leptobotrys, V. scabra, V. plygama, V. agnus castus L (Senafilho et
al., 2008 ; Rani et Sharma, 2013).

V. castus est classifiée soit comme un arbuste de grande taille soit comme un arbre de
petite taille, avec une hauteur moyenne variant entre 1,5 et 2 métres. Ses feuilles caduques ont
un diamétre compris entre 7,6 et 10 cm et sont de type palmé, chaque feuille étant composée de

5 a7 folioles digitiformes (fig. n°1). Apres le séchage, cela devient comme des doigts (fig. n°2).

Les feuilles de cette plante sont aromatiques, présentant une couleur gris-vert avec un
revers plus clair. Ses fleurs, groupées en grappes, varient du violet au bleu et jusqu'au violet
fonce, et sont parfumées. Elles éclosent de I'été jusqu'au début de I’automne (fig. n°3). Les fruits
sont des baies violettes qui contiennent chacune quatre graines ressemblant a du poivre noir

(fig. n°4) (Niroumand, 2018).

Figure n° 1 : Les feuilles de V. castus (Zahid et al., 2016)
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Figure n°2 : La plante V. castus

https://www.iqrashop.com/Chajarat-Mariam-Gattilier-Rose-de-Jericho-Kef-Meriem--Sante-
Dietetique-p14144-.html

Figure n°4 : Les fruits de Vitex agnus-castus (Zahid et al., 2016)
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2. Noms communs de V. agnus castus

V. castus est appelé sous plusieurs noms, dont 1'un est Kef Meriem, Le gattier, 1'agneau
charnu, le petit poivre, le poivre sauvage, I'herbe a poivre, I'arbre a poivre, le Berry charnu La

baie de l'arbre chaste, I'arbre chaste, I'arbre du chanvre, le poivre du moine et Khrouaa se

trouvent dans la région d'Adrar (Grieve, 1982).
3. Répartition géographique

Originaire d'Asie centrale, le gattilier s'est par la suite répandu dans différentes régions
du monde, notamment dans les vallées des pays méditerranéens, principalement dans les zones
cotieres rocheuses. Il trouve spontanément dans des terrains plutdét humides le long des
ruisseaux et des rivieres de faibles altitudes. Sa présence est également observée dans le nord

de I'Afrique (Allais, 2008).

Il est présent en Algérie, notamment dans les régions arides du Sahara. Il pousse sur tous
les sols qui manquent de nutriments, sont caillouteux ou calcaires. Il se développe naturellement
pres des ruisseaux et des rivieres de faibles altitudes, dans des terrains relativement humides

(Allais, 2008 ; Aissaoui, 2010).
4.Utilisation traditionnelle

Dans I'Antiquité cette plante utilisait pour favoriser la sécrétion du lait ou déclencher les
regles chez les femmes. Au Moyen-age, il était utilisé comme remede contre les morsures de

serpents ou pour calmer 1'hystérie.

Il était utilis€ pendant la Renaissance pour maintenir la chaleur, traiter les problémes
d'estomac, les flatulences, les maux de téte et soulager les douleurs et les inflammations chez
les femmes. Elle était indiquée contre les troubles hormonaux féminins en Angleterre et en

Amérique du Nord au XXe siecle (Allais, 2008).
5.Classification botanique

La gattiliére ou V. castus est une espece d'arbuste qui fait partie de la famille verbenaceae
selon la classification classique et de la famille lamiacee selon la classification phylogénétique

(APG II1, 2009).
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Tableau n°I : Classification botanique selon APG III (2009).

Regne Plantae

Sous - regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Verbenaceae

Genre Vitex

Espece Vitex agnus castus L

Tableau n°2 : Classification botanique Selon Cronquist (1981).

Ordre Lamiales

Famille Lamiacece

6. Composition chimique

Le gattilier (V. castus) se distingue par sa riche composition en terpénes et en composés
phénoliques, incluant des diterpeénes bicycliques spécifiques aux fruits tels que la labdane et la
clérodane. Les fruits, les fleurs et les feuilles du gattilier contiennent également des huiles
essentielles, avec des concentrations variant respectivement de 0,10 a 1,8 %, de 0,20 a 1,40 %,
et des tanins et flavonoides en concentrations diverses. Les feuilles présentent la teneur la plus
¢levée en tanins (1,0 a 3,0 %), alors que les flavonoides, incluant la casticine et des dérivés de
la lutéoline et de 1'apigénine, sont présents en quantités variables dans différentes parties de la
plante. Ces composants conferent au gattilier des propriétés pharmacologiques potentielles,

renforcées par la présence d'acides gras comme 1'acide linoléique dans les fruits (Allais, 2008).
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La présence d'acide phénolique et de ses dérivés glycosides, flavonoides, tanins, iridoides,
diterpenoides, stéroides et huile essentielle ont ¢été découvertes dans les analyses

phytochimiques du V. castus (Sarac et al., 2015).

V.Castus contient des huiles essentielles telles que les monoterpénoides, le 1,8 cinéol, les
limes, le linalool, 1'acétate de terpinyle, les alphapinenes et les bétas. Il contient également de
la sabinene, de la castine, du myrcéne, du citronellol, du cymene et de la cymene,champignon.
Des sésquiterpénoides tels que le ledol, le farnescene, le cardinene et le caryophylléne sont

¢galement présents (Chabra, 2011).
7. Activites biologiques

V. castus posséde plusieurs activités biologiques présentées dans le tableau n°3.

Tableau n°3 : Activités biologiques de la plante.

Activité biologique Partie Référence

Antiparasitaire,vermifuge Feuilles aromatiques (Mohamed Ouali, 2016).
permettent de calmer et de

soulager les douleurs.

Permettent de lutter contre Racines (Mohamed Ouali, 2016).
la fievre, expectorant,

propriétés diurétiques

Soulager et /ou améliorer Fruits (Mohamed Ouali, 2016).
les Symptomes des
maladies obstétricales et

gynécologiques

Utilisées pour traiter les Grains (Lahsissene ef al., 1999).
calculs rénaux, les troubles
urinaires et utilisées
comme aphrodisiaque,
antispasmodique,

somnifere et digestif
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8. Autres activités

V. castus est réputé pour son efficacité dans le traitement des troubles menstruels,
notamment pour favoriser la régulation des cycles menstruels chez les femmes présentant des
irrégularités ou souffrant d'aménorrhée. Il est également utilisé pour traiter l'infertilité liée a des
perturbations hormonales, ainsi que pour stabiliser les cycles menstruels chez les femmes
prenant des contraceptifs, elle est aussi utilisée pour traite 1’acné, De plus, il a été démontré que
V. castus a amélioré la fonction du corps jaune dans le syndrome de carence en corps jaune en
raison de l'effet crisogéne des hormones lutéinisantes (Mohamed QOuali, 2016 ; Daniele et al.,

2005 ; Ohyama, 2003).

Cette plante démontre est un agent de chimioprévention, modulateur immunitaire, et
posséde des propriétés cytotoxiques, antimutagenes, insectifuges, larvicides, et cicatrisantes.
En outre, le V. castus est étudié pour ses potentialités dans le traitement de 1'ostéogenése, la
réduction de la douleur, les effets opioidergiques, antiépileptiques, la prévention de la stéatose
hépatique non alcoolique, ainsi que ses activités anti-inflammatoires et antioxydantes

(Niroumand et al., 2018).

Elle est utilisée pour fabriquer du savon traditionnel (Bammi et Douira, 2002).
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1.Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés organiques complexes produits et stockés

en faibles quantités par les plantes autotrophes (Lutge ef al., 2002 ; Marouf et Reynaud, 2007).

Ces molécules ne participent pas aux processus normaux de croissance et de

développement d'un organisme (Agostini-costa et al., 2012).

Les métabolites secondaires jouent un role essentiel dans la réponse aux contraintes
biotiques (telles que les phytopathogénes et les herbivores) et abiotiques (comme les rayons UV

et les variations de température) (Naboulsi et Aboulmouhajir, 2018).

Les plantes synthétisent plus de 200 000 métabolites secondaires, regroupés
principalement en trois catégories majeures : les composés phénoliques, les alcaloides et les

terpénoides (Macheix, 2005).

Les métabolites secondaires sont abondants dans 1'espéce V. castus, dont les principaux
constituants sont les flavonoides, les iridoides, les diterpénoides, les progestatifs, les huiles

essentielles et les kététroides (Kuruuzum, 2003 ; Van Die, 2008).

Les polyphénols étaient présents dans les feuilles (7,36 % a 20 %), les fleurs (9 % a 10,64
%) et les fruits (6,92 % a 24 %) (Chhabra, 2011 ; Yushchyshena, 2014).

1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont définis par la présence commune d'un ou plusieurs cycles
benzéniques (C6) auxquels sont liés un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) (Bruneton,

1993). Ils sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux (Gee et Johnson,2001).

Cette vaste famille comprend plus de 8000 composés naturels et est subdivisée en
plusieurs catégories distinctes, notamment les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques,

les coumarines et les lignanes (Dacosta, 2003).

La distinction des différents groupes de composés phénoliques est réalisée sur la base de

leur structure chimique (Castellarine et al., 2012).

Les polyphénols sont catégorisés en divers groupes selon le nombre de noyaux

aromatiques qu'ils comportent et les substitutions qui les relient (fig. n°5) (Manallah, 2012).
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Polyphenols [ Phénols simples ]

——

[ Tal.lins J [ Flavonoides ] [ Coumarines } [Acides p_hénoliqlles]
— —

[ Hydrolysables ] k Condensées ] Acides Acides
hydroxy-cinnamiques hydroxy-benzoiques

N\

Figure n°5 : Les différents groupes des phénols (Goleniowski et al., 2013)

Les composés phénoliques sont les pigments qui colorent les feuilles et les fleurs en jaune,

orange et rouge a I’automne (Edeas, 2007).

Ils protégent la plante contre les radiations UV, le stress oxydatif et les attaques
microbiennes. Ils participent également a de nombreux processus physiologiques, tels que la
thizogenese, la germination des graines, la maturation des fruits et la croissance cellulaire

(Biozot et charpentier, 2006).

De plus, ils protégent la santé¢ humaine contre les maladies liées au stress oxydatif, telles
que le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Sun et al.,

2011).
1.2. Les tanins

Les tanins, des composés polyphénoliques, se trouvent couramment dans divers végétaux
comme les écorces d'arbres et les fruits tels que les raisins, les dattes, le café et le cacao. Leur
structure complexe est caractérisée par des motifs monomériques répétitifs qui varient en
fonction de leurs centres asymétriques et de leur degré d’oxydation. Ils présentent la capacité
de former des complexes avec des macromolécules, notamment les protéines, ainsi que des
liaisons avec les fibres de collagéne. Bien que leur structure chimique puisse étre hautement
variable, ils posseédent toujours une composante polyphénolique (fig. n°® 6) (Paolini et al.,

2003).
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Les tanins présentent une diversité de propriétés biologiques. Ils contribuent au recyclage
de l'urée en réduisant la concentration d'ammoniac dans le rumen. La précipitation des protéines
par les tanins protége les microorganismes du rumen contre leurs effets déléteres. Ils participent
¢galement a des activités antidiarrhéiques en rendant imperméables les couches externes de la
peau et des muqueuses, notamment la muqueuse intestinale, préservant ainsi les organes
digestifs des agressions. Enfin, les tanins favorisent la cicatrisation en stimulant la régénération

des tissus en cas de blessures superficielles (Bruneton, 2008).

OH

Tanin condensé

Figure n°6 : Structures d'un tanin condensés (Sereme et al., 2008).
1.3. Flavonoides

La famille des polyphenols comprend une large gamme de substances naturelles appelées

flavonoides (Seyoum et al., 2006).

Les flavonoides se localisent dans divers organes tels que les racines, les tiges, le bois,
les feuilles, les fleurs et les fruits, et exercent un rdle crucial dans la protection des plantes

(Bruneton, 1993).

Les flavonoides sont généralement considérés comme des pigments presque universels
dans les plantes, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A I'état naturel, ils sont le plus souvent présents sous forme d'hétérosides (Ghestem et

al., 2001 ; Bruneton, 1999).

Les flavonoides se divisent en diverses classes de molécules, avec plus de 6400 structures

identifiées (fig. n°7) (Harborne et willlams, 2000).

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs catégories distinctes, notamment les

anthocyanidines, les flavonols, les isoflavonoles, les flavones, les isoflavones, les flavanes, les
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isoflavanes, les flavanols, les isoflavanols, les flavanones, les isoflavanones et les aurones (fig.

n°8) (Edenharder et Griinhage, 2003).

Figure n°8 : Les structures chimiques des principales familles de flavonoides

(Fraga et Oteiza, 2011)

1.4 Les alcaloides
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Les alcaloides constituent un ensemble vari¢ de composés a faible poids moléculaire,
comprenant de l'azote et dérivant principalement des acides aminés. Ils sont présents dans

environ 20% des especes végétales (Roberts, 2013).

Les alcaloides peuvent €tre distribués dans tous les organes de la plante. Leur présence
est généralement sous forme de combinaisons avec des acides organiques ou des tanins, plutot

que sous forme libre (Ziegler et Facchini, 2008).

La majorité des alcaloides sont issus d'acides aminés tels que le tryptophane, la lysine, la
phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés subissent une décarboxylation pour former des

amines qui sont ensuite couplées a d'autres structures carbonées (Cyril, 2001).

A fortes doses, la plupart des alcaloides démontrent une toxicité élevée. Toutefois, & des

doses plus faibles, certains alcaloides peuvent présenter une valeur thérapeutique.

Depuis la préhistoire, ces composés ou leurs extraits ont été employés comme agents
médicinaux pour leurs propriétés relaxantes musculaires, analgésiques et tranquillisantes

(Hopkins, 2003).
1.5. Les saponines

Les saponines ou saponosides constituent une catégorie particulicre de métabolites
secondaires, des produits naturels largement répandus dans le monde végétal (Sparg et al.,

2004).

Les saponines sont des glycosides a activité tensioactive. Elles sont principalement
synthétisées par les plantes supérieures, mais également par certains organismes marins et

quelques bactéries (Francis ef al., 2002 ; Das et al., 2012)

Les saponines sont des glycosides, des stéroides ou des triterpeénes qui moussent lorsqu'ils
sont en contact avec 1'eau. Ils sont constitués d'aglycones non polaires qui sont liés a un ou
plusieurs sucres (fig. n°9). Ce mélange d'éléments structuraux polaires et non polaires explicatif

de leur moussage dans une solution aqueuse (Manach et al., 2004).
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(a) (b)

RO Hu RO RI

Figure n°9 : Structure de base des saponines (a) Triterpene (b) Stéroide

(Fransic et al., 2002)
1.6. Les terpénoides

Les terpénoides, qui proviennent de sources naturelles, sont le groupe de métabolites

secondaires le plus large et le plus varié sur le plan structurel (Isah et al.,2018).

Les terpénoides, également appelés isoprénoides, sont des produits chimiques de la
famille des terpénes qui sont hydrophobes. Ce sont principalement des hydrocarbures fabriqués

par condensation et cyclisation des sous-unités d'isoprene (CsHg) (Ruchika, 2018).

De nombreux terpénoides végétaux ont des qualités aromatiques, comme celles que

trouvés dans les huiles essentielles d'eucalyptus et de gingembre (Toogood, 2012).

Les terpénes sont classés en plusieurs sous-classes selon le nombre de sous-unités
d'isoprene (fig. n°10), comme les hémiterpenes, sesquiterpeénes, monoterpenes, diterpenes,

triterpenes et tétraterpenes (Naik, 2019).

[
C CH>
/
HZC/ \ﬁ

Figure n°10 : Structure de la molécule d’isoprene (Taibi et Bousbeh, 2022).
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1.7. Les quinones

Les hydroquinones sont les quinones les plus courants. Ils peuvent étre combinés avec
des sucres appelés Anthoquinones. Ils proviennent de divers processus de biosynthése. Le
couple quinone-hydroquinone a un potentiel redox important dans de beaucoup de systémes

biologiques.

Les polyprényls quinones, également appelés quinones terpénoides, dérivent de I'acide 4-
hydroxybenzoique et ont des chaines polyisopréniques dans leur noyau benzoquinone (fig.
n°11). Certains dérivés, tels que la plastoquinone et I'ubiquinone, transportent les électrons. En
plus de fournir une source de radicaux libres stables, les quinones sont connues pour complexer
irréversiblement avec certains acides aminés, des protéines qu'elles inactivent ou rendent
inutilisables. Cela explique les effets antimicrobiens potentiels des quinones. De nombreuses

d'entre elles sont toxiques et anti-appétantes (Gilbert et Norris, 1968).

Figure n°l1 : Structure d’'une molécule de quinone (Cowan, 1999).
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1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydant dans les systemes biologiques est le résultat d'un déséquilibre entre la
production d'especes réactives oxygénées (ERO) et leur destruction par les systemes de défense

antioxydants (Bennefont-Rousselot ez al., 2003).

Les radicaux libres peuvent causer des dommages significatifs aux cellules en dégradant
différentes parties, telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Ce sont des

especes chimiques particuliéres avec un électron non apparié (Angelos et al., 2005).

Dans des situations normales de la vie quotidienne, de petites quantités d'especes
réactives a l'oxygene (ERO) sont produites, agissant comme médiateurs ou résidus de divers
processus tissulaires ou métaboliques. Ces productions sont régulées par des systémes de
défense adaptatifs en fonction du niveau de radicaux présents. Lorsque cette régulation est
efficace, on parle d'équilibre entre les pro-oxydants et les anti-oxydants. Cependant, cet
équilibre peut étre perturbé pour diverses raisons, favorisant alors les pro-oxydants et entrainant

un stress oxydatif (fig. n°12) (Favier, 2003).

Niveau
physiclagique
Stress oxydatif d'ERO Manque d'ERO

~feeees———

Antioxydants
ERO

Vitamine E

APX/GR / Shuathion
Radic al Ix-h--- Catalase ¥ Ascorbate
— b 2
By s quezo pake POX 1 PRX. Carotenoides
SO0
ll-h llll!llln

nygene singuiet

Figure n°12 : Balance entre les espéces réactives oxygénées (ERO) et les antioxydants

(Pourrut et al., 2008).

2. Les espéces réactives de I’oxygéne
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Les especes réactives de 'oxygeéne (ERO) désignent les formes d'oxygéne qui sont plus
réactives sur le plan énergétique que l'oxygene moléculaire. Elles comprennent a la fois des
dérivés d'oxygene sous forme de radicaux et d'autres composés non-radicaux trés réactifs

(Asada, 2000 ; Foyer et Noctor, 2003 ; Edreva, 2005).
3. Les radicaux libres

Toute molécule ou atome possédant un ou plusieurs €lectrons non apparié€s, ce qui le rend

extrémement actif est appelée radical libre (Vansant, 2004).

Le terme "espeéces réactives de 1'oxygene" est souvent utilis€é pour désigner tous les

radicaux libres ainsi que les substances a partir desquelles ils se forment (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont des atomes ou des groupes d'atomes qui possedent un nombre
impair d'électrons dans leur couche externe. Ils se forment lorsqu'une molécule d'oxygene
interagit avec certaines autres molécules. Ces radicaux libres sont trés instables et cherchent
rapidement a réagir avec d'autres composants afin de capturer les électrons nécessaires pour

atteindre la stabilité (Kristina et Marika, 2003).
4. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres et de maintenir des concentrations non cytotoxiques d'especes

d'oxygene réactives au niveau de la cellule (Vansant, 2004).

5. Sources d’antioxydants

5.1. Source exogéne

Ils peuvent étre des composants bioactifs (flavonoides, caroténoides) ou des nutriments

traditionnels (peptide s et acides aminés, vitamines E et C).
5.1.1. La p-caroténe

La B-carotene est un composé présent dans les aliments. Elle offre plusieurs avantages :
elle se transforme en vitamine A dans le corps, elle capture 1'oxygene singulet lorsque la
pression d'oxygene est faible, et elle participe, avec d'autres caroténoides, a l'arrét des réactions
en chaine de lipoperoxydation. De plus, elle protege les cellules contre les dommages causés
par l'oxydation et elle aide a prévenir les effets néfastes de divers agents génotoxiques (Allard

et al., 1994).
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5.1.2. Les polyphénols

Leur activité est due a la présence d'un grand nombre de résidus d'hydroxyle, qui sont

autant d'armes contre les radicaux libres.

Les flavonoides interagissent avec les radicaux libres pour empécher leur dégradation.
Trés réactif aux phospholipides membranaires. La structure du flavonoide et son affinité pour

les radicaux sont liées a cette capacité antioxydante.

Les tanins sont des piégeurs de radicaux libres et des inhibiteurs de la formation d'ion

superoxyde, ainsi que des inhibiteurs de la peroxydation lipidique (Bruneton, 1993).
5.1.3. La vitamine C

La forme ¢énediol de la Vit C crée la forme dicétonique en transférant successivement ses
deux atomes d'H. En présence de catalase, I'enzyme superoxyde dismutase restaure la forme
énediol. La vitamine C peut étre trouvée dans les 1égumes, les choux, le poivron, le persil, les

agrumes et le kiwi. Elle est essentielle a la régénération du vit E (Bossokpi,2002).
5.1.4. La vitamine E

La vitamine E est un terme général utilisé pour désigner les molécules ayant des effets
biologiques similaires & ceux des tocophérols. La vitamine E naturelle comprend quatre
isomeres de tocophérols - a, B, 8, y - qui ont des niveaux variables d'activité antioxydante.

(Singh et al,2005).
5.2 Source endogéne

Se compose de protéines, d'oligoé¢léments et d'enzymes qui jouent un role essentiel dans

la neutralisation des radicaux libres excédentaux. (Coene, 2004).
5.2.1. La superoxyde dismutase (SOD)

Il existe deux versions de cette enzyme : la premiére est cytoplasmique et utilise les ions
de cuivre et de zinc (CuZnSOD) comme cofacteur ; la deuxieme est mitochondriale et utilise le

manganese comme cofacteur (Jacques et Andre, 2004).

Elle transforme I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene qui se transforme en O; et

en eau par catalase (Allain, 1996).

5.2.2. Les chélateurs de métaux
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La ferritine, la transferrine et 1'albumine perdent partiellement ou complétement leur

activité de stimulation des réactions radicalaires lorsqu'elles sont liées aux métaux (Traore,

2005).
6. Conséquences du stress oxydatif

Les dommages causés par les espéces réactives de 1'oxygeéne (ROS) comprennent la
peroxydation des lipides, 1'oxydation des protéines et les mutations de I'ADN. Ces altérations
peuvent entrainer une perte de fonction et d'intégrité des cellules, et méme conduire a la mort
cellulaire, notamment par le processus d'apoptose, qui est une forme de mort cellulaire

programmeée (Ait Yahia et Zemmoura, 2014).
7. Mécanismes d’action des antioxydants

Les antioxydants agissent de différentes manicres pour protéger notre corps contre les
dommages causés par les radicaux libres. Ils capturent I'oxygeéne singulet, neutralisent les
radicaux en formant des liaisons covalentes, réduisent les radicaux ou les peroxydes, et peuvent

¢galement se lier aux métaux de transition pour les neutraliser (Favier, 2006).
8. Les méthodes les plus utilisés dans I’étude de P’activité antioxydante

Différentes méthodes sont utilisées pour mesurer 1'efficacité antioxydante, que ce soit

dans des expériences en laboratoire ou sur des organismes vivants.
8.1. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le principe du test CUPRAC est similaire a celui du test FRAP, ou le Cu®" se convertit
en Cu' lors du transfert d'électrons par divers polyphénols. Le produit chimique largement
utilisé dans cet essai est le cation bis-cuivre, qui agit comme un agent de transfert d’électrons
dans la spheére externe. Le changement d'une réaction chimique est représenté sur (fig. n°13).
Le réactif cuivrique est réduit au cours de la réaction et la couleur passe du bleu clair au jaune-

orange (Abeyrathne et al., 2021).

La méthode CUPRAC est mesurée par spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 450

nm (Apak et al., 2004).
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Figure n°13 : Changement chimique dans le test CUPRAC (Abeyrathne et al., 2021).
8.2. Superoxyde DMSO Alcalin

Cette méthode permet d'évaluer la capacité d'un extrait antioxydant a neutraliser 1'anion
superoxyde (O2"), ce qui prévient la réduction du tétrazolium bleu de nitro en bleu de formazan.
Le test est considéré positif si la solution reste jaune, indiquant ainsi I'absence de formation de
formazan. En effet, la formation de ce radical anionique stable est favorisée par I'alcalinisation

du DMSO (Parejo et al., 2002).

8.3. Test ORAC

Cette méthode ¢value 1'effet des antioxydants sur la dégradation de la fluorescéine, une
molécule particuliere, provoquée par la décomposition thermique a 37°C de I'AAPH (2,2'-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride), qui génére deux radicaux libres. La présence
d'antioxydants dans I'échantillon retarde cette dégradation. La réaction est étalonnée en utilisant
des concentrations connues de Trolox, une substance reconnue pour ses propriétés

antioxydantes (Lavoisier, 2009).

8.4. Piégeage de ’ABTS (2,2’-azinobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid])

La méthode ABTS ou test de décoloration des cations radicaux ABTS (Meda et al.,
2013).

La méthode ABTS implique 1'utilisation de potassium persulfate pour transformer le
ABTS en un radical cationique ABTSe (fig. n°14), qui a une couleur bleu-vert. Lorsqu'un
antioxydant est ajouté, il donne un hydrogéne au radical, le transformant en ABTS-H+, qui est
incolore. La diminution de la couleur (mesurée par l'absorbance) indique l'efficacité de

'antioxydant a neutraliser le radical libre (Ait mouhoub et Oubouzid, 2017).
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Figure n°14 : Modifications des radicaux ABTS avec le persulfate de potassium
(Abeyrathne et al., 2021).

8.5. Test de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazl (DPPH)

Le test de neutralisation DPPHe est basé sur le don d'électrons provenant antioxydants
afin de neutraliser le radical DPPHe (fig. n°15). La réaction est accompagnée d'un changement
de couleur du DPPHe mesuré a 517 nm, et la décoloration agit comme un indicateur de l'activité

antioxydante (Munteanu et Apetrei, 2021).

3 p-0e-D-0
S @8 @

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

w: H  represents antioxidant

Figure n°15 : Modifications de l'activité de suppression des radicaux DPPH
(Abeyrathne et al., 2021).

8.6. Test de réducteur de fer (FRAP) : Ferric Reducing Antioxidant Power

Le test FRAP repose sur le principe selon lequel les substances ayant un potentiel de
réduction réagissent avec le ferricyanure de potassium (Fe*") pour former du ferrocyanure de
potassium (Fe?"). Ce dernier réagit ensuite avec le chlorure ferrique pour former un complexe

ferrique-ferreux (fig. n°16), il présente une absorption maximale a 700 nm (Aye et al., 2018).
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Chemical reaction:

4FeCls + 3Ki[Fe(CN)e]> — Fes[Fe(CN)sJs++ 12KCl

Mechanism of reaction:
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Figure n°16 : Mécanisme de réaction du ferricyanure de potassium

(Bibi Sadeer et al., 2020).
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Chapitre 01 : Matériel et Méthodes

Notre ¢étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche

«Antibiotiques, Antifongiques : Physico-chimie, Synthese et Activité Biologique ».

L'objectif de ce travail est, d’une part quantifier les taux de composés phénoliques
présents dans les différents extraits de V. castus, d’autre part évaluer leur activité antioxydante,
en utilisant deux méthodes distinctes, a savoir le piégeage du radical libre DDPH¢(2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyle) et la réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant

Power).

1. Matériel végétal

1.1. Préparation du matériel végétal
L’échantillon a été acheté auprés d’un marchand d’épices, par la suite la plante a été

broyée a I’aide d’un mortier, qui est ensuite utilisée pour préparer les extraits.
1.2. Extraction du matériel végétal

Trois extraits ont été préparés par la méthode de décoction :

m Extrait aqueux (10 g de matiere végétale + 200 ml d’eau distillée).

m Extrait eau/éthanol (10 g de matiere végétale + 200 ml d’un mélange eau/éthanol
30/70 : v/v).

m  Extrait eau/acétone (10 g de maticre végétale + 200 ml d’une mélange eau/acétone

30/70 : v/v).

L’extraction de la matiere végétale est réalisée selon la méthode suivantes (fig. n°17). :

v 10 g de la plante de V.castus sont mis séparément en contact avec 200 ml de I’eau

distillée et d’une solution aqueuse de méthanol et de acétone (30/70: v/v).
v Les trois mélanges sont portés a une extraction sous reflux pendant 45 min.
v Apreés refroidissement, les mélanges obtenus sont filtrés.
v Les filtrats sont évaporés a sec a ’aide d’un rotavapeur a 40°C.

V' Les extraits secs récupérés sont conservés jusqu'a leur utilisation.
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[ 10 g de matiere végétale ]
A
| |
200 ml d’eau distillée 200 ml eau/éthanol 200 ml eau/acétone

!

Extraction sous reflux pendant 45 min

Filtration

!

Extrait brut aqueux Extrait brut eau/Ethanol Extrait brut eau/Acétone

1

Evaporation a sec

Analyse Dosage des composés Activité antioxydante

phytochimique phénoliques (DPPH ; FRAP)

Figure n° 17 : Protocole expérimental réalisé sur V. castus

1.3. Calculs des rendements d’extraction

La quantité d’extraits secs obtenus a partir de la matiere végétale exprime le rendement

d’extraction calculé selon la formule : Rdt (%) = [(m1 - m2) / m3] x 100

Rdt : Rendement.
m1 : Poids du ballon rempli d’extrait (g).
m?2 : Poids du ballon vide (g).

m3 : Poids de la matiére végétale (g).
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2. Analyses phytochimiques

2.1 Les tanins

Pour mettre en évidence les tanins 1 ml de chaque extrait a ét¢ mélangé avec une
solution aqueuse de FeCls (1%). Le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15
minutes. La présence de tanins est signalée par l'apparition d'une couleur bleu foncé, ou verdatre

(Karumi, 2004).
2.2. Les Flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés en ajoutant pour chaque volume d'extrait 1 ml d'acide
chlorhydrique concentré (HCL) puis quelques copeaux de magnésium, L'apparition d'une

couleur rouge, orange ou rose indique la présence des flavonoides (Karumi, 2004).
2.3. Les quinones libres

Dans un tube a essai, 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH a 1%) a été ajouté a 1 ml de
chaque extrait analysé. La présence de quinones libre est signalée par l'apparition d'une couleur

Jaune, rouge ou violet (Oloyede, 2005).
2.4. Les anthraquinones

Les anthraquinones ont été mises en évidence en ajoutant 1 ml de NH4OH (10%). Apres

agitation, 'apparition d'une couleur violet, indiquée leur présence (Oloyede, 2005).
2.5. Les terpénoides

Le test de Slakowski a été utilisé pour rechercher les terpénoides en ajoutant 0,4 ml de
chloroforme et 0,6 ml d'acide sulfurique concentré a 1 ml d'extrait. La présence de terpénoides
est indiquée par la présence de deux phases et une couleur marron a l'interface (Khan et al.,

2011).
2.6. Les saponines

Les saponines ont été recherchés par le test de mouse, apres agitation de 10 ml de chaque
extrait, une mouse persistance pendant 20 min confirme la présence des saponines (N’guessan

et al., 2009).
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2.7. Les alcaloides

Des réactions de précipitation ont été effectuées avec le réactif de Mayer et Wagner pour
effectuer ces tests. Le premier tube contenant 0,5 ml d'extrait était rempli de 0,5 ml de réactif
de Mayer, tandis que le deuxiéme tube contenait 0,5 ml de réactif de Wagner, I'émergence d'un

précipité blanc et marron témoigne de la présence des alcaloides (Majob et al., 2003).
2.8. Les composés réducteurs

Ils sont détectés en introduisant 1 ml d'extrait dans un tube a essai, puis en ajoutant 2 ml
de liqueur de Fehling (1 ml de réactif A et 1 ml de réactif B). Par la suite, le tout était placé dans
un bain-marie bouillant pendant 10 minutes, I’émergence d'un précipité rouge brique témoigne

de la présence de composés réducteurs (Edeoga et al., 2005).
3.Dosage des composés phénoliques
3.1. Dosage des polyphénols totaux

3.1.1 Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu est utilisée pour la quantification des polyphénols totaux.
Cette technique implique l'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu, un mélange d'acide
phosphotungstique H3[P(W3010)4] et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040) qui est
initialement de couleur jaune. Les composés phénoliques présents dans l'échantillon sont
oxydés par le réactif, conduisant a la formation d'un complexe bleu de molybdeéne-tungstene

qui présente une absorption maximale a 700 nm (Vermerris et Nicholson, 2007).
3.1.2 Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux consiste a mélanger 100 pl de chaque extrait brut avec
2 ml d'une solution de carbonate de sodium a 2% et puis incuber le mélange pendant 5 minutes.
Ensuit ajouter 100 pl de réactif de Folin- Ciocalteu (1N) sont additionnés au mélange et
procéder a une deuxiéme incubation a température ambiante pendant 5 min. la densité optique

a été¢ mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 700 nm en comparaison avec un blanc.

La gamme d'étalonnage de 1'acide gallique a été préparée dans les mémes conditions

opératoires a des concentrations variées (0,05 ; 0,1;0,2;0,4;0,6 ;0,8 ; 1 mg/ml).
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3.2. Dosage des flavonoides

3.2.1. Principe

La méthode spectrophotométrique utilise le trichlorure d'aluminium (AICl3) pour former
un complexe jaune avec les flavonoides. De plus, I'hydroxyde de sodium (NaOH) est employ¢
pour créer un complexe rose avec les flavonoides, ce dernier absorbe dans le spectre visible a

510 nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
3.2.2. Mode opératoire

Dans des tubes, ajouter 2 ml d'eau distillée a 500 ul de chaque extrait, puis ajouter 150 pl
d'une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 15%. Par la suite, les tube ont été incubes
pendant 6 minutes a température ambiante. Apres la période d'incubation, ajouter 150 pl de
trichlorure d’aluminium (AICl3) a une teneur de 10%. Effectuer une seconde incubation de 6
min a une température ambiante, puis ajouter 2 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%. La

quantité totale est réduite a 5 ml d'eau distillée.

La densité optique a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 510 nm en

comparaison avec un blanc.

Une courbe d'étalonnage de la catéchine a été effectuée en parallele dans les mémes

conditions opératoires a différentes concentrations (0,05 ; 0,1 ;0,2 ;0,4 ;0,6 ; 0,8 ; 1 mg/ml).
3.3. Dosage des tanins

3.3.1. Principe

La quantité de tanins condensés a été estimée par la méthode de la vanilline. Les tanins
condensés se dépolymérisent dans un environnement acide et en réagissant avec la vanilline se
transforment en anthocyanidols de couleur rouges mesurables par spectrophotométre a 550 nm

(Sun et al., 1998).
3.3.2. Mode opératoire

50 pl de chaque extrait a analyser ont été ajoutés a 1500 pl d'une solution méthanolique
de vanilline (4%). Une fois agité, un volume de 750 pL d'HCI concentré a été ajouté. Ensuite,
on laissait le mélange réagir a température ambiante pendant 20 minutes. Différentes mesures

d'étalonnage de la catéchine ont été effectuées.
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Une gamme de la catéchine a été réalisé a différentes concentration (0,8 ;1;1,5;2;2,5;
3; 3,5 mg/ml). La densité optique a été réalisée par ’utilisation d’un spectrophotometre a 550

nm contre un blanc.
3.4. Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés, sont calculées selon la

formule suivante : [ T = a*f/b ]

T : Teneur
a : Concentration a partir de la courbe d’étalonnage respective ;
f : Facteur de dilution ;

b : Concentration initiale de I’extrait

4. Evaluation de I'activité antioxydante

4.1. Piégeage du radical libre DPPH®

4.1.1. Principe

Ce radical confére a la solution une couleur violacé qui absorbe aux environs de 515 nm.
Un agent antioxydant réduit les radicaux DPPH, ce qui provoque une décoloration de la solution

en la transformant en jaune, ce qui entraine une diminution de 1’absorbance (Atoui et al., 2005).
4.1.2. Mode opératoire

Me¢élanger 1950 pl d'une solution méthanolique de DPPH® (0,025 mg/ml) avec 50 pl de
différentes concentrations d'extraits. En méme temps, des tubes blancs sont préparés en
mélangeant 50 pl de chaque concentration d'extrait avec 1950 pl de méthanol. Pour préparer le

témoin négatif en ajoutant 50 ul de méthanol a 1950 ul de DPPH®.

Les séries de tubes ont été incuber a température ambiante a l'abri de la lumiére pendant
une durée de 30 minutes. ’absorbance a été mesurer a 515 nm contre les tubes blanc a l'aide

d'un spectrophotometre.

Dans les mémes conditions expérimentales, on a également utilisé 1'acide ascorbique, le
BHA et le BHT comme contrdles positifs. Les doses de BHA ont ét¢ maintenues a (0,025 ; 0,05
;0,1;0,2;0,3;0,4 mg/ml) etde BHT (0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7mg/ml). Alors que l'acide
ascorbique est utilisé dans les concentrations de (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 ; 0,1 ; 0,2).

4.1.3. Les pourcentages d’inhibition
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Les résultats du test DPPHe sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculé a partir

de la formule suivante : % | = [(AC — AE) / AC] x 100

% I: Pourcentage d’inhibition.
AC : Absorbance du controle.

AE: Absorbance de 1’echantillon.

4.1.4. Calcul des ICso

La valeur de I'ICsp correspond a la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire 50% la
concentration initiale de DPPHe. Cette valeur est utilisée comme un parametre pour caractériser
l'activité de piégeage des radicaux libres. Les valeurs d'ICso sont obtenues par analyse graphique
des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des extraits testés, a travers des

régressions logarithmiques ou linéaires (Gulcin, 2020).

4.2. Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing

Antioxydant Power)

4.2.1. Principe

Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité des extraits a convertir l'ion ferrique
(Fe*") en ion ferreux (Fe®"). Cette diminution se manifeste par 1'émergence d'une teinte verte
qui absorbe a 700nm, dont l'intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Topgu ef al.,

2007).
4.2.2. Mode opératoire

Dans des tubes a essai contenant 2,5 ml d'extrait a différentes concentrations, ajouter 2,5
ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium a 10 %. Le
mélange obtenu a été mis en incubation pendant 20 minutes a 50°C, en suit ajouter 2,5 ml
d'acide trichloroacétique (TCA) a une teneur de 10%. Une fois centrifugé pendant 10 minutes
a une vitesse de 3000 rpm, un aliquote de 2,5 ml du surnageant a ét¢ mélanger avec 2,5 d'eau

distillée et 0,5 ml d'une solution de FeCls a 0,1%.

Les absorbances du milieu réactionnel ont ét¢ mesuré a une longueur d'onde de 700 nm
contre un blanc en utilisant un spectrophotometre. L’acide ascorbique, le BHA et le BHT sont
utilisés comme contrdles positifs dans les mémes conditions expérimentales a différentes

concentrations (0,1; 0,2 ; 0,4 ;0,6 ; 0,8 et 1) mg/ml
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4.2.2. Expression des résultats

Dans la méthode FRAP, une augmentation de 1'absorbance témoigne d'une augmentation
du pouvoir réducteur du fer par les échantillons testés, tels que les extraits ou les contrdles
positifs. Pour comparer ces échantillons, le parameétre utilisé est 'ECso (concentration efficace)
qui représente la concentration de 1'échantillon requise pour atteindre une absorbance de 0,5 sur

les graphiques Absorbances=f (concentrations)] (Ferreira et al., 2007 ; Tamuly et al., 2014).
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Chapitre 2 : Résultats et interprétation

1. Calcul des rendements d’extraction

Les différents extraits issus de la plante V. castus présentent des rendements et des

caractéristiques différentes, les résultats sont donnés dans le tableau n°04.

Tableau n°4 : Rendements et caractéristiques des différents extraits de V. castus

Extraits Aqueux Eau/éthanol Eau/acétone
Rendements 8,9 % 1,76 % 1,95 %
Aspect Pate Pate Pate
Couleur Marron foncé Marron clair Marron clair
Solubilité M¢éthanol M¢éthanol M¢éthanol

D’aprés le tableau n°4, on remarque que 1’extrait aqueux présente un rendement élevé
(8,9%) par rapport aux autres extraits. Par ailleurs 1’extrait eau/éthanol et eau/acétone donnent
des rendements assez faibles et presque identiques (1,76 et 1,95 %, respectivement). d’autre
part les trois extraits ont le méme aspect de pate et solubles dans le méme solvant. Tandis que

la couleur différe entre I’extrait aqueux (marron foncé) et les deux autres extraits (marron clair).

2. Analyses phytochimiques

Les données expérimentales présentées dans le tableau n°5 révelent la présence ou
l'absence de divers groupes chimiques dans les extraits analysés de V. castus. Ces résultats sont
qualifiés sur la base de la coloration, de la turbidité ou de, qui sont proportionnelles a la

concentration des substances détectées.

Tableau n°5 : Les résultats du testes phytochimique des extraits de V. castus.

Extrait Aqueux Eau/éthanol Eau/acétone
Tanins - - +

Flavonoides - - -
Quinones Libres ++ + +
Antraquinones - - -

Terpenoides + - ++

Saponosides - - -
Alcaloides - - -
Composés - - -
Réducteurs

++ : Forte présence ; + : présence ; - : absence

D'apres les tests, les trois extraits renferment des quinones libres, tandis que les

terpenoides sont présents dans l'extrait eau/acétone et aqueux, mais les tanins sont présents
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seulement dans I'extrait eau/acétone et pour les autres composés (flavonoides, anthraquinones,

saponosides, alcaloides et composés de réduction) sont complétement absents.
2. Teneur des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés des différents
extraits sont calculées a partir des équations des régressions linéaires des courbes d’étalonnage

représentées sur les figures n° 18, 19 et 20.
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Figure n° 18 : Courbe d’étalonnage de [’acide gallique pour le dosage des polyphénols

fotaux.
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Figure n° 19 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure n°20 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins

Les teneurs en composés phénoliques sont exprimées en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/gE) pour les polyphénols totaux et en milligramme

équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EQC/gE) pour les flavonoides et les tanins

condensés, et elles sont données dans le tableau n°6.

Tableau n°6 : Teneurs en composés phénoliques dans les trois extraits de V. castus.

Extrait Extrait eau/Etha- | Extrait eau/Acé-
aqueux nol tone
Polyphénols totaux 26,90 * 3,36 151,37 £ 0,00 50,45 = 0,00
(mgEAGI/QE)
Flavonoides 12,99 £ 0,00 34,63 +2,16 30,33 +£4,33
(mgEQCI/gE)
Tanins condenses 26,46 = 0,00 48,75 + 1,99 69,70 £ 0,00
(mgEQC/QE)

Les résultats obtenus montrent que les différents solvants d’extraction utilisés présentent

des différences dans leur capacité a extraire les composés phénoliques de V. castus.

La teneur la plus élevée en polyphénols totaux est obtenue par I’extrait eau/éthanol

(151,37 + 0,00 mg EAG/g E), la plus faible est enregistrée par 1’extrait aqueux 26,90 + 3,36 mg

EAG/gE, et pour I’extrait eau/acétone la teneur est moyenne 50,45 £+ 0,00 mg EAG/gE.

Le dosage de flavonoides montre que la teneur la plus élevée est celle de l'extrait

eau/éthanol, il renferme 34,63 + 2,16 mgEQC/gE, suive de l'extrait eau/acétone qui contient
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30,33 +£4,33 mgEQC/gE. Pour I'extrait aqueux il renferme une faible teneur en flavonoide 12,99
+ 0,00 mgEQC/gE.

La teneur la plus ¢€levée en tanins est celle de I'extrait eau/acétone, il renferme 69,70 +
0,00 mgEQC/gE, suivie de I'extrait eau/éthanol (48,75 + 1,99 mgEQC/gE). Pour I'extrait aqueux
une teneur de 26,46 + 0,00 mgEQC/gE a été obtenue,

3. Evaluation de l'activité antioxydante

3.1. Piégeage du radical libre DPPH

Les figures n°21, 22 et 23 représentent graphiquement les pourcentages d’inhibition d

I’extrait aqueux, eau/éthanol et eau/acétone de la plante V. castus, respectivement.
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Figure n°21 : Pourcentage d’inhibition du Figure n°22 : Pourcentage d’inhibition du
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Figure n°23 : Pourcentages d’inhibition du
radical DPPH* par [’extrait eau/acétone
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D'apres la figure n°21, le pourcentage d'inhibition du radical DPPHe par 1'extrait aqueux
augmente de maniére logarithmique, avec une forte corrélation (R? = 0,996). A une
concentration de 23 mg/ml l'inhibition est de I'ordre de 6%, atteignant 65% a une concentration

de 170 mg/ml.

Selon les données de la figure n°22, I'extrait eau/éthanol et a une concentration de 2 mg/ml
le pourcentage d'inhibition du radical DPPHe est de 4%. Ce pourcentage augmente
progressivement avec la concentration de l'extrait, atteignant 23% a une concentration

supérieure a 8§ mg/ml et 68% a 34 mg/ml a la fin de l'expérience.

D'apres la figure n°23, les concentrations de l'extrait eau/acétone montrent des pourcentages
d'inhibition significatifs avec une bonne corrélation (R? = 0,946). A une concentration de 2
mg/ml, le pourcentage d'inhibition est de l'ordre de 5%, augmentant & 55% a 8 mg/ml. A la
concentration la plus élevée testée (17 mg/ml) le pourcentage d'inhibition atteint 62%, Cela
représente une augmentation relative par rapport aux 68 % et 65 % observés respectivement

pour les extraits eau/éthanol et aqueux, a des concentrations de 34 mg/ml et 170 mg/ml.

Les pourcentages d'inhibition des trois molécules de référence (acide ascorbique, BHA et BHT)
contre le radical libre DPPHe sont illustrés sur la figure n°24, 25 et 26, présentant des

régressions logarithmiques fortement corrélées (R*>0,98).
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Figure n°24 : Pourcentages d’inhibition du Figure n°25 : Pourcentages d’inhibition du
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Figure n°26 : Pourcentages d’inhibition du
radical DPPH* par le BHT

A la concentration (0,1 mg/mL), I’acide ascorbique présente un pourcentage d’inhibition
trés proches de 65%, et le BHA présente 50% alors que le BHT donne un pourcentage de 25%.
Donc l'acide ascorbique affiche la plus grande activité antioxydante, caractérisée par les

pourcentages d'inhibition les plus élevés, suivis par le BHA et le BHT.

Pour évaluer et comparer l'activité antioxydante des différents extraits avec celle des
molécules de référence, les valeurs d'ICso sont déterminées en utilisant les équations de
régression issues des graphiques de pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration des

échantillons, comme indiqué dans le tableau n°7.

Tableau n°7 : Valeurs d’ICso des extraits et des molécules de référence (DPPH)

Extraits 1Cso0 (mg/ml)
Extrait aqueux 102,62
Extrait Eau/Ethanol 18,41

Extrait Eau/Acétone 7,95

Acide ascorbique 0,050

BHA 0,077

BHT 0,477
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Plus la valeur de ICso est petite plus 1’extrait est considéré comme un antioxydant
puissant. Parmi les trois extraits de V. castus, I’extrait eau/acétone représente 1’extrait le plus
actif avec une ICso de 7,95 mg/ml suivi par I’extrait eau éthanol avec une ICso de 18,41 mg/ml

et finalement 1’extrait aqueux qui présente une faible capacité antioxydante avec une ICso de

102,62.

A des fins comparatives, trois antioxydants standards sont utilisés, I’acide ascorbique et le BHA
et BHT, ils ont montré une activité antiradicalaire puissante avec des ICso de 1’ordre de 0,05 et

0,077 et 0,477 mg/ml, respectivement.
3.2. Pouvoir réducteur du fer (méthode de FRAP)

Les résultats relatifs au pouvoir réducteur des extraits de V.castus sont représentés sous
forme de graphes de I’absorbance en fonction des concentrations des extraits : Absorbances= f

(concentrations) (fig. n° 27, 28, 29).
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Des densités optiques relativement faibles par rapport aux autres extraits, sont données
par I’extrait aqueux (fig. n°27), A une concentration de 68 mg/ml la densité optique obtenue est
de 0,1 et qui passe a 0,2 puis 0,4 a une concentration de 113 mg/ml et 680 mg/ml,

respectivement.

D’aprés la figure n°28, 1’extrait eau/éthanol présente aussi des densités qui ne dépassent pas la
valeur de 0,6, au début de I’expérience a concentration de Smg/ml la densité ne dépasse pas 0,1

et a la fin a une concentration de 24 mg/ml obtenue une densité de 0,6.

Selon la figure n°29, on observe que les densités optiques de 1’extrait eau/acétone et selon une
régression logarithmique augmentent proportionnellement avec les concentrations de 1’extrait.
A une concentration de 8 mg/ml la densité obtenue est de 0,3 et qui passe a 0,6 puis 0,8 a une

concentration de 12,5 et 25 mg/ml, respectivement.

D'apres ces figures, nous constatons que 1'extrait/acétone a présenté le pouvoir le plus

¢levé pour réduire le fer.

Les trois molécules de références (acide ascorbique, BHA et BHT) utilisées pour réduire

le fer donnent les résultats représentés sur les n°30, 31 et 32.
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Figure n°30 : Pouvoir réducteur du fer par
l’acide ascorbique

Figure n°31 : Pouvoir réducteur du fer par
le BHA
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le BHT

Ces résultats indiquent que pour la concentration (1mg/ml) d'acide ascorbique, de BHA
et de BHT, les absorbances enregistrées sont respectivement,0.92 ; 0.64 et 0.74, ce qui indique

que I’acide ascorbique a le pouvoir réducteur du fer le plus élevés suivis de BHT et BHA.

Les ECso, qui représentent les concentrations efficaces pour atteindre une densité de 0,5
sont déterminées a partir des équations de régression figurant sur les graphiques du pouvoir

réducteur du fer. Les valeurs calculées sont ensuite répertoriées dans le tableau n°8.

Tableau n°8 : Valeurs des ECsodes extraits et des molécules de référence (FRAP)

Extraits ECso (mg/ml)
Extrait aqueux 633,33
Extrait Eau/Ethanol 18,66

Extrait Eau/Acétone 11,62

Acide ascorbique 0,536

BHA 0,771

BHT 0,616

L’acide ascorbique, utilisé ici comme contrle positif, a démontré une capacité¢ de

réduction élevée de 0,536 mg/ml, suivi de BHT (0,616 mg/ml), et de BHA (0,771 mg/ml).

D’apres le tableau précédent, 1’extrait aqueux, présente le plus faible pouvoir réducteur

avec un ECso de 633mg/ml, alors que 1’extrait qui présente le plus fort pouvoir réducteur, est
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I’extrait d’eau/ acétone, dont I’ECso=11,62mg/ml et pour 1’extrait d’eau/éthanol présente une
ECso de 18,66mg/ml, par conséquence, ces trois capacités a réduire le fer sont nettement

inférieurs a celle des molécules de références.

D’apres les résultats obtenus dans cette étude on peut classer les extraits et les molécules

de références comme suit :
Eau/acétone > eau/éthanol > Aqueux : Pour le DPPH et le FRAP :
Acide ascorbique > BHA > BHT : Pour le DPPH

Acide ascorbique > BHT > BHA : Pour le FRAP
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L’objectif de notre étude est porté¢ sur une étude phytochimique des extraits aqueux,
eau/éthanol et eau/acétone de la plante V. castus et aussi sur 1’évaluation de D’activité
antioxydante des extraits précédents par la méthode de piégeage du radical DPPHe, et la

méthode FRAP.

Les tests effectués par Berrani et al. (2015), sur V. castus ont confirmé la présence de
tanins, de saponosides, d'o-hétérosides, de mucilages, de polyphénols, de quinones,
d'alcaloides, de composés réducteurs, de flavonoides, de coumarines, de protéines, de
caroténoides, de glycosides cardiaques, de composés cyanogénétiques, de stérols et de

triterpenes.

Alors que notre étude phytochimique montre que les trois solvants renferment des
quinones libres, tandis que les terpénoides sont présents dans 1'extrait d'eau-acétone et aqueux,
mais les tanins ne sont présents que dans l'extrait d'eau/acétone. Pour les autres composés
(flavonoides, anthraquinones, saponosides, alcaloides et composés réducteurs), ils sont

complétement absents.

D’aprés 1’étude de Kara (2018), I'analyse phytochimique du V.cactus a révélé la présence
de glycosides, de flavonoides, de diterpénoides, de stéroides et d'huiles essentielles. Les phénols
totaux ont été réalisés par la méthode Folin-Ciocalteu et la teneur phénolique était de 781,22
mg/ml d'équivalent acide gallique. L'é¢tude GC-MS a également été réalisée et a montré la

présence de composés phytochimiques comme l'a-toc (RT 2,5), le B-toc (4,8).

Les résultats de Rashed (2013), ont montré que 1’extrait d’acétate d’éthyle était le plus
actif (88,46%) et que l'analyse phytochimique de cet extrait a révéleé la présence de triterpenes,

de flavonoides, de tanins, d'alcaloides et de glucides.

L’étude de Drioua er al. (2024), montre que l'extrait aqueux présente la plus haute
concentration en poluphénols, suivie de pres par les extraits méthanoliques et éthanoliques. Ces
polyphénols sont des contributeurs essentiels au potentiel antioxydant de ces extraits,
contrairement a nos résultats qui démontrent que I'extraction hydroéthanolique est la plus riche
en polyphénols (151,37 + 0,00 mg EAG/g), tandis que l'extrait aqueux est le plus faible (26,90
+ 3,36 mg EAG/g). Les variations de la teneur totale en polyphénols mettent en évidence la
composition diversifiée des composés bioactifs présents dans V. castus, selon la méthode
d'extraction employée. Ces différences jouent un role dans la variation des niveaux de potentiel

antioxydant observé lors des essais précédents.
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La recherche de Ben Amor (2008), Confirme que [’extraction des composés
polyphénoliques est une étape essentielle pour valoriser les principes actifs. La macération par
le mélange eau/méthanol est la meilleure technique pour identifier et caractériser les métabolites
polyphénoliques, tels que les polyphénols totaux, les tanins condensés, les coumarines, les

composés réducteurs et les alcaloides.

Les résultats de Muanda (2010), indiquent que les extraits de Vitex doniana sont tres
riches en polyphénols et en anthocyanines, mais pauvres en alcaloides et en résines. Donc, le
changement de genre de [’espeéce affecte la présence ou [’absence des composés

polyphénoliques.

La teneur en flavonoides de I’étude de Drioua et al. (2024), démontre que les extraits
méthanoliques et éthanoliques de V. castus contiennent une quantité substantielle de
flavonoides, qui sont bien documentés pour leurs propriétés antioxydantes. L'extrait aqueux,
bien que présentant une teneur plus faible en flavonoides, la variation de la teneur en
flavonoides parmi les extraits souligne la composition diversifiée des composés bioactifs au
sein de V. castus, selon la méthode d'extraction. Cette conclusion est cohérente avec 1'ensemble
des résultats obtenus dans notre étude, 1’extrait du mélange eau/acétone et eau/éthanol sont plus

riche en flavonoides contrairement de 1’extrait aqueux.

Hajdu et al. (2007), suggere que V. castus possede un potentiel antioxydant et les
composés phénoliques ont la capacité de neutraliser les radicaux libres nocifs et de réduire le

stress oxydatif dans I’organisme.

Les composés phénoliques, en particulier les acides phénoliques et les flavonoides, jouent
un role clé dans la capacité antioxydante de nombreuses plantes. La présence de ces composés
phénoliques et flavonoides dans ces extraits indique leur potentiel d’atténuation du stress

oxydatif (Sarikurkcu et al., 2009).

Les variations dans la quantité de polyphénols peuvent étre dues a divers facteurs ainsi
qu'a la diversité des composés phénoliques présents dans les extraits végétaux (Khiya et al.,

2021).

Les études sur 'activité de piégeage des radicaux DPPH menées par Asdadi et al. (2015),
révelent que le pourcentage d'inhibition varie en fonction de la concentration de I'huile

essentielle. Ces études ont démontré des valeurs des ICso de 0,5844 mg/mL pour le BHT et de

48



DISCUSSION

1,072 mg/mL pour l'huile essentielle des graines de V. castus, indiquant une activité

antioxydante faible par rapport a nos résultats la valeur d’ICso pour le BHT est 0,477 mg/mL

L’¢tude menée par Drioua et al. (2024), indique que les extraits méthanoliques et
¢thanoliques, bien qu'ils ne soient pas aussi puissants que la quercétine, affichent une activité
antioxydante modérée, ce qui est prometteur pour leur utilisation potentielle comme
antioxydants naturels. L'extrait aqueux, tout en présentant la plus forte activité antioxydante
parmi les extraits testés, montre également un potentiel en tant que source d’antioxydants. Ces
résultats soulignent la diversité des composés antioxydants présents dans V. castus a travers

différentes méthodes d'extraction.

Saglam et al. (2007), montre que la diversité des composés antioxydants présents dans
les différentes parties de la plante souligne le potentiel du V. castus a fournir des effets

antioxydants complets.

Mesaik et al. (2009), ont suggéré que les feuilles de V. castus contiennent également des
constituants antioxydants précieux, ¢largissant ainsi les applications potentielles de la plante

au-dela de ses fruits.

D’aprés El Kamari ef al. (2020), les fruits de Vitex possédent un potentiel antioxydant
remarquable qui peut renforcer leurs effets protecteurs. L’extrait méthanoique a montré la
meilleure activité antioxydante, mesurée par FRAP, avec une valeur ICsode 2,98 + 0,2 mg/ml;
la valeur la plus faible a été observée dans I’extrait d’acétate d’éthyle. L’activité antioxydante,
mesurée par les tests TAC et DPPH, a été établie pour un extrait éthanolique avec

respectivement, 400 = 00 mg d'AAE/gES et 0,36 + 0,07 mg/mL.

A partir du test de ABTS qui réalisé dans I’étude de Kayalar ez al. (2007), les extraits
aqueux et éthanol de V. castus ont montré une activité antioxydante plus forte que les extraits
d’hexane. Le solvant d'extraction et la méthode ont une influence significative sur I'estimation

de l'activité antioxydante.

D'apres 1'étude de Kavaz et al. (2022), les extraits éthanoliques de graines de V.castus ont
été analysés pour leur teneur en composants phytochimiques par les méthodes LC/MS/MS, et
leur activité antioxydante a été examinée par les méthodes DPPH, ABTS, Fe**-Fe** et
CUPRAC. Le principal composé phénolique était 1'acide vanillique, suivi de la lutéoline, de
l'acide fumarique, de la quercétine, de l'acide caféique, de l'acide 4-hydroxybenzoique, de

l'acide salicylique, du kaempférol, de la butéine, de I'acide ellagique, du resvératrol, de la
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catéchine hydratée, de la phloridzine déshydratée et de la naringénine, respectivement. La
valeur de suppression des radicaux libres DPPH de I'extrait éthanolique de graines de la plante
¢tait de 9,41 %, tandis que l'activité de suppression des radicaux libres ABTS a ét¢ déterminée

a 12,66 %.

L’¢étude de Habbab et al. (2016), montre que la plus faible activité de piégeage des

radicaux a ét¢ démontrée par 1’huile essentielle de graines.

Les propriétés antioxydantes des extraits ont été évaluées a l'aide de différents tests
d'antioxydants, y compris la chélation ferrique, l'activité de récupération du peroxyde
d'hydrogene et la réduction du cuivre capacité antioxydante. L’activité antioxydante la plus
élevée était observé comme étant de 93,5 + 0,8 % par l'activité de piégeage du peroxyde
d'hydrogéne. La teneur totale en flavonoides et phénoliques de I’extrait méthanolique était de
27,45 £ 1,36 mg QE et de 48,05 + 1,02 mgGAE par extrait sec, respectivement (Maltas et al.,
2010).

D’aprés nos résultats 1’activité antioxydante et non corrélée avec la teneur composés
phénoliques. Cette observation suggere que les extraits aqueux ont une activité antioxydante
plus faible en raison de leur capacité limitée a extraire une large gamme de composés bioactifs.
Les mélanges de solvants, tels que 1'eau/éthanol et 1'eau/acétone, permettent d'extraire a la fois
des composés polaires et apolaires, y compris des polyphénols et des flavonoides, qui sont
souvent les principaux contributeurs a l'activité antioxydante. En outre, la synergie entre ces
divers composés dans les extraits obtenus avec des solvants mixtes renforce encore cette activité

(Drioua et al., 2024)

En plus, il y a plusieurs facteurs qui peuvent influencer l'activité antioxydante et la
présence ou l'absence de composés phénoliques. Parmi ces facteurs, on trouve la région et 1'age
de la plante, ainsi que la méthode d'extraction et la partie de la plante. Bien sir, les tests utilisés
dans I'é¢tude de l'activité antioxydante jouent également un role crucial, C'est pour cela qu'il y a

une grande différence de résultats entre les études (Ben Amor, 2008 ; Drioua et al., 2024).
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CONCLUSION

Les plantes médicinales sont naturellement riches en une variété de composés utilisés
depuis longtemps en médecine, ce qui explique leurs usages traditionnels. V. castus est
largement utilisé en phytothérapie pour traiter les troubles hormonaux féminins, grace a sa

richesse en composés phénoliques.

L'analyse phytochimique et la quantification de ces composés ont révélé que l'extrait
d'eau/acétone de V. castus est particulierement riche en composés phénoliques tels que les
quinones libres, les terpénoides et les tanins. Plus précisément, I'extrait d'eau/acétone présente
la plus forte teneur en tanins (69,70 £ 0,00 mg EQC/g d'extrait), tandis que les extraits
d'eau/éthanol sont riches en flavonoides (34,63 + 2,16 mg EQC/mg d'extrait) et en polyphénols
(151,37 £ 0,00 mg EAG/g d'extrait).

En ce qui concerne l'activité antioxydante in vitro, 'extrait eau/acétone présente une forte
activité antioxydante dans les deux tests d’évaluation de I’activité antioxydante (DPPHe et

FRAP) avec une ICso de 7,95 mg/ml et une ECso de11,62 mg/mL.

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure que V. castus est une source importante de
molécules bioactives ayant une activité antioxydante non corrélée avec la teneur en composés

phénoliques.

Ce travail représente une partie de l'exploitation des plantes médicinales a activité
antioxydante. Cependant, des ¢tudes supplémentaires sont nécessaires pour compléter ce

travail, notamment :

v L’utilisation de différentes méthodes et solvants d'extraction.

v Larecherche des mécanismes d'action au niveau tissulaire et moléculaire a 1'aide
d'études in vivo.

v L'utilisation d'autres méthodes d'analyse chimique des extraits, telles que la
I’HPLC ou la spectrométrie de masse, permettrait d'identifier et de quantifier
précisément les différents composés bioactifs présents dans V. castus. Cela
aiderait a mieux comprendre les contributions spécifiques de chaque classe de

composés a l'activité antioxydante et a d'autres propriétés biologiques de l'extrait.
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