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RESUME

Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et
surtout les plantes sahariennes, on s'est intéressé a I'étude d'une plante médicinale,
Ephedra alata. Le but de ce travail est de comparé les teneurs polyphénolique et d'évaluer
I’activité antioxydante des extraits obtenus par trois méthodes d’extraction, la décoction,

I’infusion et la macération.

Les extraits des tiges d’Ephedra alata obtenus par décoction ont donnés les résultats
les plus élevés pour, les polyphénols avec 58.37 + 2.31mg EAG/g MS, en anthocyanes
avec 36.18 = 6.76 mg/ml, en flavonoides avec 6.24 + 1.86 mg ECAT/g MS et en
flavonoides aglycones avec des teneurs de 8.54 + 1.05 mg ECAT/g MS. Les meilleurs
teneurs obtenues pour les tanins sont obtenues par decoction avec 0.30 £ 0.04 mg EAT/g
MS.

L’évaluation de l'activité antioxydante des différents extraits d'Ephedra alata par le
test de DPPH et par le pouvoir réducteur de fer (FRAP) concorde avec les résultats des
polyphenols avec une bonne activité antioxydante par décoction suivie par infusion et

macération.

Mots clés: Ephedra alata, polyphénols, DPPH, FRAP, méthodes d'extraction.




RESUME

Abstract

In the context of the valorization of medicinal plants of the Algerian flora and
especially the Saharan plants, we were interested in the study of a medicinal plant,
Ephedra alata. The purpose of this work is to compare the polyphenolic contents and to
evaluate the antioxidant activity of extracts obtained by three methods of extraction,

decoction, infusion and maceration.

The extracts from Ephedra alata stems obtained by decoction gave the highest
results for polyphenols with 58.37 + 2.31 mg EAG / g MS, anthocyanins with 36.18 + 6.76
mg / ml, flavonoids with 6.24 + 1.86 mg ECAT / G MS and flavonoids aglycones with
grades of 8.54 £ 1.05 mg ECAT / g MS. The best grades obtained for tannins are obtained
by decoction with 0.30 + 0.04 mg EAT / g MS.

The evaluation of the antioxidant activity of the various extracts of Ephedra alata
by the DPPH test and by the iron reducing power (FRAP) agrees with the results of the
polyphenols with a good antioxidant activity by decoction followed by infusion and

maceration.

Key words: Ephedra alata, polyphenols, DPPH, FRAP, extraction methods.
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INTRODUCTION

Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un réle déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I'humanité .Ces plantes
représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils
possedent un tres large éventail d'activités biologiques (Machies et al., 2005).

Parmi ces métabolites secondaires en trouve essentiellement les composes
phénoliques ou polyphénols qui sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois (Boizot et
Charpentier, 2006).

L'extraction des extraits bruts, naturels de ces composés a partir des plantes
s'effectue selon de nombreuses méthodes telles que la macération, la décoction et
I'infusion, ces composés utilisés en médecine traditionnelle, peuvent étre des ressources de
nouveaux medicaments (Karmakar et al,2011). Cette extraction a pour objectifs d'évaluer
les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est
portée sur l'activité antioxydant en raison du rble qu'elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telle que les pathologie du ceeur, le cancer, le diabéte, 1'hypertension

et la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al. 2007).

La flore algérienne regorge d'especes de plantes encore peu ou pas étudiées, mais
dotées de réelles propriétés pharmacologiques (Bnouhamet al, 2002). C'est pourquoi nous
nous sommes intéressés a étudier I'espéce Ephedra alata, une plante largement utilisée en

médecine traditionnelle en Algérie notamment au sud de pays.

L'objectif de notre travail est de déterminer les teneurs des composes phénoliques
par trois méthodes d'extractions et d'évaluer leurs activités antioxydant, pour cela notre
¢étude englobe deux aspect: dont le premier est d’ordre phytochimique basé principalement
sur l'extraction par trois méthodes et la quantification des composés phénolique

s(polyphénols, les anthocyanes, les flavonoides et les tannins)

Le second aspect est consacre a I'évaluation de I'activité antioxydant des composés
phénoliques par évaluation du pouvoir piégeur (scavenger) des extraits vis-a-vis d’un

radical libre relativement stable (DPPH) et par réduction de fer (FRAP).




Les polyphénols

Chapitre I: Synthese bibliographique
1. Les polyphénols
1.1. Definition

Les polyphénols sont des métabolite sécondaire des végétaux regroupe un vaste
ensemble Plus de 8000 structures phéenoliques ont été signalées et elles sont largement
dispersées dans tout le royaume des plantes (Strack, 1997), divisées en une dizaine de
classes chimiques, qui présentent toutes un point commun: la présence d’au moins d’une
cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles OH (Lefébure, 1999) ou engagé dans une autre fonction tels que: éther, ester,
hétéroside...cetc (Bruneton, 1999) ils sont sensibles a l'oxydation. Leurs fonctions ne sont
pas strictement indispensables a la vie du végetal, ils jouent un rdle majeur dans les

interactions de la plante avec son environnement (Gorham, 1977).

1.2. Biosynthese des polyphénoles
Phénylalanine et tyrosine sont des acides aminés aromatiques présentes dans les
protéines mais aussi considéré comme l'origine de la plupart des composés phénoliques

chez les végétaux. La biosynthése de ces composés est passe par deux grandes voies :

1.2.1.Voie de I'acide shikimique
Cette voie est caractérisée par la désamination des phénylalanines pour former les
précurseurs immédiats des phénols. La forme active des acides hydroxycinnamiques qui
forme par la séquence des phénylpropanoides avec la coenzyme a permettent d'accéder aux
principales classes des composé phénoliques. Citons quelques transformations (Gomez,
2009):

e Vers les acides de la séries benzoiques (acides gallique, protocatéchique...) par b-
oxydation. L'acide gallique lui-méme, par combinaison avec des sucres simples, conduit
aux tannins hydrolysables (tannins galliques et ellagiques)

e Vers les esters de type chlorogéniques par estérification avec un acide alcool (acide
quinique, tartirique, shikimique...)

e Vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de modifications
complémentaires (glycosilations; prénylation...)

e Vers les lignines par réduction, formation de monolignols puis polymérisation
oxydative initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et éventuellement les

laccases.




Les polyphénols

1.2.2.La voie de phénylpropanoide
Cette voie utilise la phényalanine comme précurseur pour former les principaux
acides phénoliques simples tels que les coumarines, les isoflavonoides, les acides
salicylique et les précurseurs de lignine qui est le second biopolymére le plus important

apres la cellulose ( Fig. 01).

Fhénylalanine P - e A-Crourmare]-C et + Manolyl-Cod
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Figure 01: Voie de synthése des flavonoides du raisin a partir de I’acide aminé
phénylamine (d’aprés Gomez, 2009).
1.3. Classification des polyphénols

Les composés phénoliques sont des composes simples, a faible poids moléculaire, a
anneaux aromatiques simples a des tanins grands et complexes et a des polyphénols
dérivés. lls peuvent étre classés en fonction du nombre et de lI'agencement de leurs atomes
de carbone (Tab. 01) et sont communément conjugués aux sucres et aux acides organiques.
Les phénoliques peuvent étre classes en deux groupes: les flavonoides et les non-

flavonoides (Crozier et al., 2008).
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Tableau 1: Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2008).

Nomre de o Structure de
squelette Classification Example
carbones base
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique @CDDH
)
8 C6-C2 acétophénones Gallacetophénone @ ‘%IHﬁ
Acid Acide -
cide ;
8 C6-C2 hydroxyphénylacétiqu ( )—"-DDH
phénylacétique yAroxypneny a
e
Acides -
9 C6-C3 T Acide - coumarique @J‘-DC’H
hydroxycinamiques
O D)
9 C6-C3 Coumarines Esculitine w
O
10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone CII{P
{
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Qi@
)
{
14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol gvc
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine @fj’@

1.3.1. Les Polyphénols non-flavonoides
1.3.1.1. Phénols simples
Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutdt rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...).
Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois,

ont été montré pour leur toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

1.3.1.2. Acides phénoliques
Le composant principal des acides phénoliques est I'acide gallique son nom est

dérive du mot galle, ce qui signifie un gonflement dans le tissu d'une plante aprés une
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attaque par des insectes parasites (Gross, 1992). lls sont répartie en deux classes (Pandey
et Rizvi, 2009):

v' Acide phénols dérivés d’acide benzoique
Sont des hydroxybenzoiques de structure générale de type (C6-C1) (Tab 02), ils sont
sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012). Les plus fréquents sont: 1’acide

salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

Tableau 02: Les dérivés de I'acide benzoique (Pawlowska et al., 2006).

Rl1| R2 |R3| R4 Formule
Acide H H OH H
parahydroxybenzoique R2 R1
acide protocatéchique | H | OH | OH H O
acide vanillique H | OCH; | OH H
acide gallique H| OH |[OH| OH R3
acide syringique (en) | H | OCH3; | OH | OCHj OH
acide salicylique OH| H H H R4
acide gentisique OH H H | OH

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique
Les acides phénols dérivés de ’acide cinnamique (Tab. 03) sont souvent estérifiés.
La majorit¢ sont I’acide cinnamique, ’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide p-

coumarique et I’acide synaptique (Haslam, 1994).

Tableau 03: Les dérivés de I'acide cinnamique (Gorham, 1977).

R1 R2 R3 Formule
acide paracoumarique H OH H
acide caféique OH OH H OH
acide férulique OCHs | OH H R N ‘"-H.D
acide sinapique OCH; | OH | OCH;
E-anéthole H |OCHs;| H |.:‘:+2
acide 3,4- R
diméthoxycinnamique OCHs | OCHs | H 3
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1.3.1.3. Stilbénes

Sont des composés phénoliques possedant au minimum deux noyaux aromatiques
reliés par une double liaison (Fig. 02), le resvératrol et le ptérostilbéne font partie de la
famille des stilbénes et sont des composes synthétisés par la plante suite & un stress et, en
cas d'attaque par des agents pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Burns et al., 2002).
Ces molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes oxydase et les peroxydases

(Perret, 2001).
R'3

R4

/

Ry

Rs

Figure 02: Structure chimique de stilbéne (Perret, 2001).
1.3.1.4. Coumarines

La famille des coumarines est formée des composés phénoliques dérivés de la
coumarine simple, la 2H-1-benzopyrane-2-one, molécule elle-méme dénuée de groupe
hydroxyle phénolique OH. Toutes les coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle
phénolique (Benayache, 2005). Elles se trouvent sous forme libre solubles dans les alcools
et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres
(hétérosides) sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999).

La coumarine et ses dérives ont des actions phyto biologiques, bactériostatiques et

anti fongiques. Ils ont un effet anti- cedémateux (Hoult et Paya, 1996).

1.3.1.5. Lignines
Les lignines sont le polymeére biosource aromatique naturel le plus abondant sur
Terre (Privas, 2013), elle constitue de 15 a 40% de la matiere seche des arbres et de 5 a
20% des tiges des plantes annuelles. Eprouvant les contraintes de la gravite, la lignine est

apparu afin notamment de rigidifier les parois cellulaires (Cruz et al., 2001).

Les lignines joues un rdle dans I’évolution des végétaux, ils forment une barriere
mécanique, de golt désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les

lignines participent a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la
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lignification est une réponse courante a I’infection ou la blessure (Murray et al., 1982).

HO —. %/OH s
Ilqnln——ovb-‘ ¥ N—= Lignin_ /
4 \>)~0Mo ) s s OMe
oy A
Ho/ 7 l A OJ ,TC’
[ L
HO MeO™ "/ -~
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[ ; |l ] oH Wo. [/ d "> on
G 20 2] R /
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o °
-4
G & >>~OM0
\\\-g-k/\
OH

Figure 03: Structure chimique de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

1.3.1.6. Quinones
Les quinones sont des transporteurs d'électrons dans la membrane mitochondriale
interne et dans la membrane des thylakoides (Peters et al., 2005). Ce sont des composés
oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques avec deux substitutions
cétoniques (Fig 04) . Elles sont caractérises par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique
(para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-
quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le

regne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).

O @)

O

anthraquinone naphtoquinone benzoquinone

Figure 04 : Structures chimiques de quinones (Peters et al., 2005).
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1.3.2.Les Flavonoides

C’est la famille la plus répandue des composés phénoliques, elles présentent des
structures chimiques diverses et des caractéristiques propres (Benhammou, 2012). plus de
4000 composes flavoniques sont connus (Fang et al., 2007). Certains sont des pigments
quasi-universels des végétaux, ces composeés se trouvent sous forme libre dite aglycone ou
liée a des oses et autres substances forme d’hétérosides (Heller et al., 1994). Ayants une
origine biosynthétiqgue commune et un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et
B) relié entre eux par une chaine en C3 qui peut muter en un hétérocycle (Cycle C)
(Fig.05) cette structure est nommée 2- phényl-benzopyrone (Bourzeix et al., 1986 ;
Perret, 2001).

OH

Flavonoide de base

Figure 05: formation d'hétérocycle d'un flavonoide (Heller et al., 1994).

La nature chimique des flavonoides est basé sur leur classe structurale, leur degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, leur degré de polymérisation, leur substitutions et leur
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence de double liaison C2-C3, du groupe 3-
O et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004).

lls se divisent en plusieurs classes comprenant les flavonoides au sens strict
(flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavylium, chalcones, aurones) et
les isoflavonoides (Cseke et al., 2016). La structure de base de ces différents flavonoides
peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en
positions 4, 5 et 7. Ces substances existent genéralement sous forme de glycosides

(Afanas’eva et al., 2001). Les plus importants sont classés dans le tableau (04).
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Tableau 04: Classes des flavonoides (Narayana et al., 2001; Erdman et al., 2007)

Classes Structures chimiques R3' R4 R5' Exemples
H OH H Apigénine
g OH | OH | H | Lutéoline
Flavones OR o~ /[:;7 K)‘/(
O q " OH | OCH3 | H | Diosmétine
OH
- H OH H Kaempfeérol
Ra’ OH OH Quercétine
Flavonols o) Q ©
@‘l = OH OH OH Myrecétine
i oH
OH
R3"
R4
Flavanols © O“' @ OH OH H Catéchine
R5
OH
OH
aa H OH H Naringénine
Flavanones o
OH OH H Eriodictyol
2 H OH H Pelargonidine
R4’ OH OH Cyanidine
Anthocyani | on +
dines i
O _— % | OH | OH |OH | Delphénidine
OH
OH
R7 { . R5 R7 R4'
OH OH OH Genisteine
Isoflavones
[l
O O H O-Glu | OH Daidezine
R> R4’
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1.3.2.1. Flavanones
Ils se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la
présence des centres d’asymétrie en position 2 (Bruneton, 1999). Elles existent sous forme
libre ou sous forme glycosylée (Portet, 2007). La principale source des flavanones reste
les agrumes (Les agrumes incluent les oranges ameres, les citrons, les pamplemousses, les

mandarins et les clémentines)

1.3.2.2. Flavonols
Les flavonols sont les flavonoides les plus répandus dans le régne végétal, elles sont
caractérisés par couleur varie du blanc au jaune (Fraga, 2009), Leur structure est présenter
double liaison en position 2-3 et d’un groupement hydroxyle en C3 (Heller et al., 1998;
Richter, 1993) elles sont essentiellement représentés par la quercétine, le kaempfeérol et la
myricétine. Parmis les flavonols on a la quercétine, le kaempférol et la myricétine (Mazza
et Gao, 2005).

1.3.2.3. Flavones
Les flavones sont different aux flavonols par I'absence d’hydroxylation en position 3
sur le cycle C (Heller et al., 1998), dans plus de 90%, le cycle A est substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C5 et C7 (Bruneton, 1999). Elles sont principalement
représentées dans l'alimentation par l'apigénine et la lutéoline. Contrairement aux
flavonols, elles sont moins répandues dans les fruits et les légumes. Par conséquent, leur

apport alimentaire est trés faible (Fraga, 2009).

1.3.2.4. Flavan-3-ols ou flavanols
Les flavan-3-ols sont la sous-classe la plus complexe de flavonoides allant du
simple Monoméres (+) - catéchine et son isomeére (-) — épicatéchine (Crozier et al.,
2008). Elles se caractérisent par 1’absence du groupe carboxyle en C4 et toujours
hydroxylées en C3. (Fraga, 2009). Les flavan-3-ols sont trés abondant dans les fruits

comme les abricots, les cerises, les raisins,... etc (Del Rio et al., 2010).

1.3.2.5. Isoflavones
Les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a C3 plutot que
la position C2 (Heller et al., 1998; Bruneton, 1999). Contrairement a la plupart des autres
flavonoides Les isoflavones représentent une sous-classe importante et tres distinctive
(Bouheroum, 2007).

0
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1.3.2.6. Anthocyanes
Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des
pigments trés répandues dans tout le régne végétal (Hong et al., 2003), ce qui est
particulierement évident dans les tissus de fruits et de fleurs ou elles sont responsables des

couleurs rouge, bleu et violet (Crozier et al., 2008).

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium
(flavylium) porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou ’absorption de lumiére
visible (Gomez , 2009).

1.3.3.Polyphénols sous forme de polymeres
1.3.3.1. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes hydrosolubles synthétisee par
les plantes, possedent un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al.,
2006). ils sont caractérisent par leur facilité a se coordonner aux protéines (Makkar, 2003;
Mangan, 1988; Mcsweeney et al., 2001) Grace a la présence de plusieurs groupements
hydroxyles phénoliques (Khenaka, 2011), Aussi a d’autre polymeres organiques comme
des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des alcaloides, pour former avec eux
des complexes stables (Haslam, 1998).

Ils sont tres répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les Rosacée
(Ghestem et al., 2001). lls peuvent trouver dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les
fruits, les racines et les grains (Khanbabaee et Ree, 2001). En général, ils sont subdivisés
en deux groupes distincts selon le type de 1’acide phénolique et le type de liaisons qui

déterminent la taille et la réactivité chimique de la molécule (Rira, 2006).

1.3.3.1.1. Tanins hydrolysables:

Sont des hétéros polymeéres (Fig.06) caractérisées par la présence d'un noyau central
constitué d'un polyol, ils sont facilement hydrolysable dans les milieux acides et alcalins et
aussi facilement scindés par les enzymes de tannase pour donner des glucides et des acides
phénoliques (Leinmuller et al., 1991). Selon leur nature on distingue: les tanins galliques
(Gallo tanins), ils donnent par I'hydrolyse des oses et de l'acide gallique et les tanins
ellagiques (Ellagitanins), Ainsi sont scindées par les enzymes en oses et en acide ellagique
(Paris et Hurabielle, 1981).

y




Les polyphénols

OH
O\\////'/j//OH
‘? “OH
o = ,—OH
o Y,
= H OH
= OH
'n) =6
)’," = ,1/4/ H2C
|/ / (®)
HO —:;"/ (@]
/
HO
®) [®)
HO OH
OH

Figure 06: Structure générale de tanins hydrolysable (Gilbert et Norris, 1968).

1.3.3.1.2. Tanins condensées
Sont plus complexes que les tanins galliques (Fig.07) non hydrolysables (dits
catéchiques et proanthocyaniques), ayant un squelette phényl-2- chromane de flavonoides
(Alilou, 2012). Aujourd’hui en trouve ces tanins constitués par le mélange des produits de
polymérisation oxydative de catéchines (flavan-3- ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4-
dioles), on peut les qualifier encore de tanins flavaniques (Richter, 1993).

Figure 07: Structure générale de tanins condensés (Gilbert et Norris, 1968).
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2. Méthodes d’extraction
2.1. Différentes méthodes d’extraction
Parmi les étapes d'identification des molécules bioactives, I'extraction est une étape
primordiale qui a pour but la désorption des principes actifs a partir des plantes, puisqu'elle
déterminera la nature et la quantité des molécules extraites et par conséquent le succes des

étapes qui vont suivre (Mendiola et al., 2007).

Des méthodes dites traditionnelles, comme la macération, infusion, décoction, le
Soxhlet, I'hydrodistillation et I'extraction par percolation ou par reflux, utilisées et
considérées comme techniques de choix pour extraire les composés naturels. Cependant,
ces procédés sont généralement longs, fastidieux et nécessitent de grande quantité de

solvants organiques (Vinatoru et al., 1997).

Dans la medecine traditionnelle les modes les plus courants sont : l'infusion, la
décoction et la macération.Les trois modes de préparation ont été testés par 1’équipe de
recherche Konkon et al.(2006 ) afin d’identifier les groupes de constituants chimiques
présentant un intérét pharmacologique ; ces derniers ont trouvés que les trois méthodes
etaient aussi efficace avec des rendements allant de 25% a 15%.

Afin d’évaluer la meilleure technique d’extraction de polyphénols totaux, de
flavonoides et de tanins condensés d’artichaut, Mahmoudi et al.( 2013) ont utilisés deux
méthodes d’extraction a savoir la décoction et la macération en utilisant I’eau, le méthanol,
I’éthanol et I’acétone. Les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés par la

décoction soit une moyenne de 17,34 % versus 15,64 % pour la macération

La méthode par décoction a été comparée avec une nouvelle technologie d’extraction
qui utilise les micro-ondes et les ultrasons, le résultat de cette étude démontre que la
nouvelle technologie d’extraction présente une efficacité plus importante que celle de la
décoction avec un rendement de Polyphénols chez le thé de 27% contre 20%
(Nshimiyimana et He, 2010).

2.2. Facteurs influengant les performances de I'extraction
2.2.1.Taille des particules
Tous les auteurs s'accordent sur l'effet généralement positif du broyage sur les
opérations d'extraction. Le broyage du solide permet d'intensifier les phénomenes de

transfert du solvant a travers l'augmentation de la surface spécifique (surface d'échange
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entre le solvant et le solide) mais également la réduction de la distance de pénétration dans
le matériel. Ainsi que le plus grands rendements d'extraction de composés phénoliques et
d'anthocyanes ont été observeés avec la diminution de lataille des particules (Gao
and Mazza, 1996) ; ou des résidus de pression de jus de cassis (Landbo and Meyer
,2001).

2.2.2.La nature du solvant

Un solvant est, par definition, une substance qui a le pouvoir de former avec
d'autres substances une solution homogene (Gerin 2002). Un solvant d'extraction est
choisi en fonction de ses propriétés physiques : densité, viscosité, point d'ébullition,
chaleur spécifique, etc. déterminant les conditions de I'épuisement, vitesse d'écoulement et
de filtration, conditions de distillation et de concentration, pertes par Vvolatilisation,
etc.... Le solvant doit étre sélectif, posséder une grande capacit¢ de dissolution, une
température d'ébullition peu élevée, une faible viscosité et étre, si possible, non toxique,
ininflammable, et non explosif ainsi ses caractéristiques économiques et son prix de

revient (Vigneron, 1954).

2.2.3.La température
Dans la plupart des cas, les gammes élevées de tempeérature sont favorables au
rendement d'extraction et ceci pour quatre principales raisons (Leybros et Frémeaux ,
1990):
e La chaleur facilite I'extraction en perméabilisant les parois cellulaires par
dénaturation.
e La gamme des hautes températures usuelles, augmente la solubilité des matieres a
extraire.
e Enfin, elle diminue la viscosité des solvants d'extraction, ce qui facilite non
seulement le passage du solvant a travers la masse de substrat solide, mais aussi les

opérations ultérieures de séparation.

La limite supérieure de la température est imposée par le point d'ébullition du
solvant, par les risques de (Leybros et Frémeaux , 1990):
e Dégradation thermique du soluté.

e Risques d'extraire des composés nuisibles
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2.2.4. Temps d'extraction
Les quantités de substances extraites sont fonction du temps de séjour du matériel
au sein du solvant (temps nécessaire a la pénétration du solvant a I'intérieur des vacuoles,

dissolution du composé etc....).

A titre indicatif, une méthode comme la maceération dure environ 8 a 10 jours, par
contre des méthodes comme la décoction ne nécessitent que des temps de contact rapides

de I'ordre d'une dizaine de minutes (Groubert, 1984).

2.2.5.Degré d'agitation
L'agitation meécanique des particules dans le solvant, qui permet leur
maintien en suspension et I'homogénéisation du milieu, a un effet toujours favorable sur

I'opération.

Dans le cas de I'extraction aqueuse, l'agitation permet de réduire la résistance
au transfert de solutés au niveau de I'interface solide liquide (couche limite) et d'augmenter
le coefficient de transfert. Si l'agitation est maintenue durant une longue période, elle va
favoriser les chocs entre les différentes particules et permettre ainsi I'éclatement de
certaines cellules qui vont libérer leur contenu cellulaire dans le milieu (Dibert et al.,
1989).
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3. Généralités sur la plante Ephedra alata Decne 3ailad),

Le genre Ephedra est le seul genre representé par la famille des Ephedraceaes, il
inclue environ 40 espéces dans le monde (Evans, 2009). L'espece Ephedra alata Decne est
une plante médicinale originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al.,
2011). Elle est commune dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie
Saoudite (Caveney et al., 2001). En Algérie, E. alata se trouve dans le Sahara
septentrional et occidental au niveau des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux
des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada de
Tinghert (Ozenda, 1991). Elle se développe habituellement dans les des pentes seches et
des cOtés de montagnes (Limberger et al., 2013)

3.1. Description botanique

L'espece Ephedra alata Decne est un arbuste dioique vivace de 1 a 3 m de hauteur,
caractérisée par des rameaux articulés et tres ramifiés d'une couleur vert-jaunatre, portant
au niveau des nceuds de petites feuilles opposées, alternant d'un nceud a 1'autre (Limberger
et al., 2013). Les fleurs sont en petits cones,(Fig. 21) et les fruits entourés de bractées
largement membraneuses. Elle présente un systéme de racines latérales extrémement
puissant (Derbel et al., 2010).

E
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Figure 9: Branches fleuries d'Ephedra alata (Chaieb et al., 2008)

A: Fleurs méles d E. alata B: Fleurs femelles d E. alata
3.2. Classification d’ Ephedra alata Decne.
Embranchement: Spermaphytes
Sous embranchement: Gymnospermes
Classe: Gnetopsida
Ordre: Ephedrales
Famille: Ephedraceae
Genre: Ephedra
Espéce: Ephedra alata
Sous espece: Ephedra alata alenda (Ozenda, 1991)
3.3. Chimie de la plante
Les espéces de I'Ephedra sont des sources naturelles de nombreux
phytoconstituants incluant des alcaloides, des tanins, des saponines, des
proanthocyanidines, des acides phénoliques, des flavonoides et des huiles essentielles
(Hegazi et EI-Lamey, 2011).
Il est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles de
I'Ephedra sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-
alcaloides dérivés de la phénylalanine (Caveney et al., 2001). Notons que la (-) éphédrine

et I’(+) pseudoéphédrine sont généralement les plus abondantes, ils représentent environ
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80% de la teneur en alcaloides dans la plante sechée (Phinney et al., 2005 ; Soni et al.,
2004 ; Caveney et al., 2001).

3.4. Utilisations traditionnelles
Cette espéce est bien utilisée dans le domaine de la médecine traditionnelle
notamment dans les pays arabes, par l'utilisation des jeunes tiges (Abourashed et al.,
2003). Ces tiges sont généralement bouillies environ 30 minutes dans I'eau et la décoction
est consommée par voie orale comme thé chaud a une dose de 1,5 & 9 g d'herbe (Jaradat et
al., 2015).

Les tiges de E. alata sont utilisées pour traiter les reins, les bronches, le systeme
circulaire, les troubles du systeme digestif et soulager I'asthme ainsi que le traitement du
cancer (Jaradat et al., 2015). Les tiges sont ainsi machées afin de traiter les infections
bactériennes et fongiques (Al-Qarawi et al., 2011), le traitement de la toux ainsi qu'un

effet décongestionnant (Abourashed et al., 2003).

En Egypte, E. alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,
hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984).

En Arabie Saoudite, Ephedra est l'une des plantes de parcours les plus répandues.
Elle a été utilisée comme paturage pour de nombreux animaux attirés par son aréme
acceptable (AL-Qarawi et al., 2012).

Au Maroc, I’Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabéte (Ghourri et al.,
2013). Ainsi Par voie vaginale, I’Ephedra est utilisée pour provoquer 1’avortement ; en
effet les tiges broyées d’Ephedra alata et cuites dans du beurre, seraient ingérées par les

femmes du Sahara pour avorter (Bellakhdar, 1997).

En Algerie, E. alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse générale
en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes (Ould
El Hadj et al., 2013).

En Asie les chinois donne le terme Ma-huang a la partie aérienne des espéces de
I'Ephedra, I'Ephedra alata est utilisée pour lutter contre I’asthme bronchiale, rhume,
grippe, fiévre, frissons, rhinite, congestion nasale, cedéme, maux de téte, arthralgies et

comme diaphorétique, anti allergique et antitussif (Abourashed et al., 2003 ; Soni et al.,
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2004; Ma et al.,, 2007), et a fabriquer clandestine d'une drogue de rue, de la
méthamphétamine (d-desoxy-éphédrine) (Caveney et al., 2001).

3.5. Toxicologie

Les espéces de I'Ephedra ayants des effets bénéfiques et néfastes (Ma et al., 2007).
Cliniquement, il peut en résulter une tachycardie, une hypertension, une hypersudation,
une bronchodilatation, une agitation et une mydriase. L'utilisation de I'Ephedra est
également connue pour étre associée avec des manifestations gastro-intestinales et
psychiatriques (Peters et al., 2005). Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles
l'utilisation de I'Ephedra est recommandée uniquement pour les situations aigués en
médecine traditionnelle chinoise et contre-indiqué pour une utilisation a long terme (Chen
etal., 2010).

3.6. Pharmacologie

Les effets pharmacologiques et toxicologique de cet arbuste semble étre attribuable a
ses alcaloides de types éphédrine, principalement (-)-éphédrine et (+)- pseudoéphédrine.
L’Ephédrine, malgré [D’absence de groupement phénolique caractéristique des
catécholamines, est un sympathomimétique, agoniste a la fois des récepteurs adrénergiques
a et B. Elle présente aussi un effet indirecte sur le systtme sympathique via I’augmentation
de la libération de noradrénaline a partir des vésicules de stockage dans les neurones
sympathiques vers la zone synaptique ou il se fixe sur les récepteur post-synaptiques a et 3
(Limberger et al., 2013 ; Chen et al., 2010 ; Ma et al., 2007). L’effet principal de la
stimulation des récepteurs adrénergiques o et S inclue I’augmentation de la fréquence
cardiaque et la contractilité. Elle favorise également la vasoconstriction périphérique due a
la fraction pseudoéphédrine, la bronchodilatation, ce qui explique son utilisation
traditionnelle comme décongestionnant nasal et antiasthmatique, ainsi que la stimulation
du SNC (Abourashed et al.,, 2003 ; Phinney et al., 2005). Cependant, les effets
hypertenseurs et vasoconstricteurs liés a 1’éphédrine, sont moins rapides et moins
puissants, mais plus durables et plus stables dans les conditions du métabolisme
contrairement a I'adrenaline (Chopra et al., 1960). C’est pour cela que I’administration de
I’éphédrine, qui semble le majeur principe actif de la plupart des espéces Ephedra, est
contre indiqué chez les patients atteint d'hypertension ou toute autre maladies cardio-

vasculaires, de glaucome, ou de I’hyperthyroidie (Soni et al., 2004 ; Chen et al., 2010).
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3.7. Travaux antérieurs
3.7.1. Activité antimicrobienne
Selon Ghanem et EI-Magly (2008) L’extrait acétonitrile de I'E. alata de I'Egypte
présente simultanément, une forte activité contre des bactéries a GRAM+ et a GRAM-
ainsi que des champignons et champignons de type levure. L'E. alata de la région
d'Ouargla testé par Kessal et Bouafia (2003) et Chebouat et al. (2014) s'est révélée avoir
des activités plus ou moins importantes sur la croissance de bactéries a GRAM + et a

GRAM - selon la souche ciblée.

Ephedra alata ayant un pouvoir contre le HSV (Herpes simplex virus) (Soltan et
Zaki, 2009), son extrait aqueux présente un potentiel d'inhibition significatif in vitro et in
vivo contre la croissance et la production d'aflatoxines par Aspergillus flavus (Al-Qarawi
etal., 2011).

3.7.2. Effet sur la masse corporelle

L'Ephedra favorise efficacement et a court terme (8 semaines) la perte de poids chez
des sujets en surpoids. Un tel effet a été principalement attribué a une augmentation de la
tonicité sympathomimétique entrainant une augmentation de la lipolyse et la
glycogeénolyse, avec la stimulation sympathique du centre de la satiété central conduisant a

la suppression de I'appétit (Boozer et al., 2001).

3.7.3. Effet hypoglycémiant
L'extrait alcoolique de [’E.alata a présenté un abaissement persistant du taux de
glucose sanguin une heure aprés son administration a des rats a jeun (Shabana et al.,
1989).
3.7.4. Effet anti-inflammatoire
L’extrait aqueux de ['E.sinica présente une propriété inhibitrice de complément a la
fois dans le sérum animal et humain. Ceci pourrait expliquer 1’utilisation de la plante dans
la médecine chinoise traditionnelle dans le cas de nephrite aigue (Ling et al., 1995). Par
ailleurs, Hikino et al. (1982) ont suggéré que la pseudoéphédrine est le principe actif
responsable de l'activité anti-inflammatoire montrée par I'E. intermedia. Konno et al.,
(1979) ont rapporté que la partie aérienne des especes d'Ephedra contient de

I’Ephedroxane qui s’est révélée également posséder une activité anti-inflammatoire.
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3.7.5. Action sur la pression artérielle
Les croyances chinoises prétendent que la partie aérienne et souterraine de |’Ephedra
ont des effets opposés. Cela a été confirmé, pour I'action sur la pression artérielle, par des
tests sur des animaux. Un polyphénol nommé 1’Ephedrannine A isolé a partir des racines
de la plante (Hikino et al., 1982) ainsi qu'un type mineure d’alcaloides dans la plante isolé
de ses racines, nommé I’Ephedradine, présentaient un effet hypotensif (Tamada et al.,

1979). Par contre, 1’éphédrine présente une action hypertensive (Abourashed et al., 2003).
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4. Activité antioxydante
4.1. Stress oxydatif

4.1.1. Définition

Le stress oxydatif, se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre la production des radicaux libres et les défenses antioxydants de I'organisme, ce qui
conduit a des dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en
dégradant de nombreuses cibles tells que: protéines, lipides et acides nucléique (Soares,
2005).

Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la
quantité des radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas des ressources antioxydantes

suffisantes pour les éliminer (Pincemail et al., 1999).

4.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente avec 1’¢lévation de la consommation d’oxygene
(Gauche et Hausswirth, 2006). Les mécanismes responsables de la production des

radicaux libres peuvent étre dis a:

e Fuites des électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie
(Aurousseau, 2002).

e Processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Milane,
2004).

e Exposition a des agressions de ’environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette (Lamamra, 2010).

4.1.3. Nature des radicaux libres
4.1.3.1. Espeéces réactives dérivées de I’oxygene (ERO)

Les EOR se forment de fagon parasitaire dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de 1’oxygene. Divers types
cellulaires et tissus donnent naissance aux ERO par des réactions enzymatiques ou par
auto-oxydation au cours du métabolisme normale et parfois en réponse a un stimulus

spécifique (Cristina et al., 2009).
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Les espéces réactives oxygénées (ERO) regroupent les espéces radicalaires telles
que Anion superoxyde (O," ), Radical hydroxyle (OH") et Monoxyde d’azote (NO") les
especes non radicalaires telles que Peroxyde d’hydrogéne (H,O;) Acide hypochlorique
(HOCI) Oxygene singulier (10,) Peroxynitrite (ONOO_) (Gardes-Albert et al., 2003).

4.1.3.2. Especes libres non oxygénées
Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines
molécules avec les especes réactives dérivées de I’oxygene. Ils peuvent a leur tour réagir
avec d’autres molécules et étre a I’origine de la multiplication des réactions d’oxydation et
de la propagation des dommages oxydatifs ; par exemple : Les acides gras peroxydes,
résultats de I’action des espéces oxygénées sur les membranes biologiques. Les fractions
protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques peuvent aussi réagir avec les ERO

générant des molécules réactives et nocives (Gardes-Albert et al., 2003).

4.1.4.Cibles cellulaires de PERO

L’oxydation peuvent conduire a des dommages sur 1’organisme tels que : une
peroxydation des lipides, une oxydation des protéines, des mutations de I'ADN (Fig.10)
(Hadj, 2009)
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Figure 10: Cibles biologiques et endommagements oxydatifs induits
par les ERO (Hadj, 2009).
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4.1.4.1. Peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsatures
(AGPI) sont tres sensibles a lI'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation
(Hulbert, 2005).

La peroxydation des lipides induit une modification de la fluidité, de la
perméabilité et de I'excitabilité des membranes (Hong et al., 2004). Elle fournit également
une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et 'ADN (Benzidane,
2011). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique on distingue:
I'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-
hydroxynonenal (4-HNE) qui sont étudiés comme des marqueurs de la peroxydation
lipidique (Del et al., 2005).

4.1.4.2. Oxydation des protéines
De facon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl
dans la protéine. Ces réactions d'oxydation, fréeqguemment influencées par les cations

métalliques comme le Cu?* et le Fe?*, elles peuvent étre classées en deux catégories :

e Celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique.
e Modifications des peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation
lipidique. Ces changements conduisent a une modification structurale des protéines dont
les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de la
sensibilité aux protéases) (Levine, 2002).
4.1.4.3. Dommage de I’ADN
Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont
les premiéres cibles des EOR. En effet, le génome mitochondrial présente une
susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire. Les

mécanismes explicatifs proposes sont :

e Absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial.

e Localisation proche de la membrane interne.

e  Structure circulaire sans introns augmentant statistiguement le risque de mutations
pathogenes (Garait, 2006).
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4.1.5.Maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans des nombreuses pathologies, incluant 1’obésité,
le diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, Alzheimer, les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Mohammedi, 2013). La plupart des
maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’dge car le vieillissement
diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux
avec une diminution de D’efficacité des systémes de réparations et de dégradations des

constituants oxydés (Sohal et al., 2002).

4.2. Antioxydants
4.2.1. Définition

Les antioxydants sont des substances ayant la capacité de retarder, prévenir ou
réparer les dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme (Tang et Halliwell,
2010). Ainsi, ils servent a contrbler le niveau des espéces réactives pour minimiser le

dommage oxydatif (Guan et al., 2007).

La nature des systémes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires
et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Goudable et
Favier, 1997).On distingue les antioxydants endogenes et antioxydants naturels

(exogeénes).

4.2.2. Antioxydants naturels ou exogénes
L'organisme posseéde une seconde ligne de défense « les antioxydants d'origine
naturelle ». lls sont essentiels pour I'hnomme dont les apports peuvent prévenir et méme

aider au traitement des maladies liées au stress oxydant (Vertuani et al., 2004).

4.2.2.1. Composés phénoliques
Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui
peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne.
Leurs structures conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes
hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogénes; ils peuvent
réagir avec les especes réactives de 1’oxygéne et les espéces réactifs de 1'azote (Laughton

et al., 1989).
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4.2.2.2. Vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est le principal agent antioxydant liposoluble capable de s'insérer
dans les membranes cellulaires telles que globules rouges, cellules endothéliales, cellules
musculaires, neurones (c'est le seul antioxydant du systeme nerveux central) (Sebei et al.,
2007).

Il existe dans la nature plusieurs dérivés de la vitamine E a activités différentes tels
que les tocophérols a, B et y qui détruisent les radicaux peroxyles et les alkoxyles grace a
leur hydroxyle phénolique, en formant des hydroperoxydes lipidiques et le radical
tocophéryle (Stahl et Sies, 1997).

4.2.2.3. Vitamine C (Acide ascorbique)

La vitamine C est I'antioxydant hydrosoluble majeur, efficace contre les radicaux
peroxyles, hydroxyle et superoxyde ainsi que contre le peroxynitrite. Elle est également
capable de réduire les métaux de transition et donc d'avoir des effets prooxydants. La
vitamine C est abondante dans les agrumes, les fruits rouges, les pommes de terre
primeurs, les brocolis. La vitamine C peut également contribuer a limiter la peroxydation
lipidique en régénérant d'autres antioxydants comme la vitamine E. Il faut toutefois
signaler qu'a forte dose et en présence de quantités importantes de fer. Elle peut devenir
prooxydante (Weissburger, 1997).

4.2.2.4. Vitamine A (rétinoides)

La vitamine A est présente dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune
d’ceuf), alors que les provitamines A se rencontrent dans des nombreux fruits et 1égumes.
Elle est responsable de la neutralisation de singulet d’oxygeéne, d’anion superoxyde, de
peroxynitrites, des radicaux lipidiques ; son action se fait dans les milieux lipidiques. Dans
les huiles végétales, la vitamine A ne serait efficace qu’en présence de vitamine E et il
existe une étroite collaboration entre ces deux vitamines liposolubles. La vitamine A agit
sur les ERO en formant un radical de vitamine A qui pourra agir comme antioxydant en
réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera régénéré en vitamine
A. En exces la vitamine A pourrait agir comme prooxydants en favorisant I’oxydation de

I’ADN (Van et al., 2009).
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4.2.2.5. Caroténoides
Le caroténoide tel que le B-caroténe constituent une vaste famille de composés qui sont
généralement des bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend
susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. En outre, les caroténoides ont
un role spécifique de capter I'oxygéne singulet, ce qui permet d'exercer une protection vis-
a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére solaire. L'ensemble de
ces propriétés antioxydantes permet d'expliquer les bénéfices apportés par les régimes
alimentaires basés sur une consommation des fruits, des légumes, de thé et d’autres

produits végétaux (Erdman et al., 1993).

4.2.2.6. Oligoélements

Les oligoéléments ou les éléments-trace (zinc, sélénium, cuivre, manganese)
constituent des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes. D’autres
constituants de I’alimentation, comme les vitamines du groupe B, le chrome ou le
magnésium agissent comme des antioxydants indirects via la régulation de
I’homocystéinémie (vitamines du groupe B), ’amélioration de la sensibilité¢ a I’insuline

(chrome) ou la lutte contre 1’inflammation (magnésium) (Erdman et al., 1993)

4.2.3. Antioxydants endogénes
L'organisme dispose d'une large gamme d'antioxydants endogenes sous forme des

systémes enzymatiques, ou non enzymatiques (Avissar et al., 1989)

4.2.4. Antioxydants enzymatiques

Il s’agit principalement des trois enzymes: le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Lehucher-Michel et al., 2001). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1'0,* et du
H20,, conduisant finalement a la formation de I’eau et de 1’oxygéne moléculaire (Avissar,

1989).

4.2.4.1. Superoxyde dismutase
Le superoxyde dismutase est une enzyme qui ¢élimine 1’anion superoxyde par une
réaction de dismutation, elle produit de 1’oxygeéne et du peroxyde d’hydrogene selon la
réaction (Jacques et André, 2004):
SOD
20, + 2 H' »H0;+ O
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4.2.4.1.1.Catalase
La catalase est une enzyme qui transforme deux molécules de peroxyde
d’hydrogéne (produit par dismutation de SOD) en eau et en oxygéne qui sont des
composés stables selon la réaction (Jacques et André, 2004):
Catalase
2H,0, »H,0 + O,

4.2.4.1.2. Glutathion peroxydase
Le glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue 1’un des plus importantes
systemes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogeéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de I’oxydation du

cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999).

4.2.5. Antioxydants non enzymatiques
Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les especes réactives
de I"oxygeéne. Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme ou

dans les membranes cellulaires (Vertuani et al., 2004).
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Chapitre 11: Matériels et Méthodes

1. Matériel végétal

MATERIELS ET METHODES

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des jeunes tiges

de I’espece Ephedra alata alenda. La récolte s'est effectuée le 25/11/ 2017.

Apres récolte, le matériel végétal est séché a I’ombre et a 1’air libre et a température

ambiante. Environ une quinzaine de jours.

Les tiges sont broyées finement et conservées dans des boites fermées

hermétiquement.

2. Présentation du site de récolte

La Wilaya d’El Oued est une ville du sud de I’algérie a climats aride, elle est

délimitée par :

e au nord, par les wilayas de Tébessa et Khenchela.

e au nord et au nord-ouest par la wilaya de Biskra.
e ausud et au sud-est par la wilaya de Ouargla.

e al'estparla Tunisie.

Au niveau de la zone de Taleb Larbi (wilaya d'ElI Oued) qui est située au Sud-Est de

I'Algérie au niveau de route nationale N°48, a la position de Latitude: 33°40'56.9"N,

Longitude: 7°14'27.9"E Avec une altitude de 84 m par apport au niveau de la mer.
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Figure 11: Situation géographique du site de récolte (Medarag et Farhi, 2009)
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3. Tests phytochimiques préliminaires

La partie aérienne de I'Ephedra alata réduite en poudre a subi différentes tests
chimiques afin de mettre en évidence la présence ou l'absence des principales familles de
métabolites secondaires

Selon Dohou et al.(2003) le screening phytochimique suivant a été effectue

3.1. Mise en évidence des flavonoides et des leucoanthocyanes

5 g de matériel végétal placés dans un Erlenmeyer sont infusés dans 50 ml d’eau
distillée pendant 30 minutes. Apres filtration, 6 ml d’infusé sont prélevés et introduit dans
3 tubes a essai a raison de 2 ml par tube. A I’infusé on additionne respectivement, 1 ml de
NaOH, 1 ml d’eau distillée et 1 ml de HC1 concentré et des copeaux de Magnésium pour
les flavonoides et sons copeaux de Magnésium au bain marie pour les leucoanthocyanes.
En présence des flavonoides les colorations suivantes sont obtenues Jeune-rougeatre |,
Rouge a rouge-violacé , Rouge foncé au violet ou bleu , jaune et rose respectivement pour

les flavones, les flavonels, les flavonones, les isoflavones et les Leucoanthocyanes.

3.2. Mise en évidences des quinones
59 de matériel végétal broyé sont humectés de quelques gouttes de HCI concentré.
Puis mise a macérer pendant 24 heures dans un Erlenmeyer fermé et contenant 10 ml
d’éther de pétrole. Apres filtration, 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml de NaOH a 10 %.

La coloration rouge virant an violet apparait en présence des quinones.

3.3. Mise en évidence des anthocyanes:
5 g de matériel végétal sont placés dans un Erlenmeyer puis infusés dans 50 ml d’eau
distillée pendant 30 minutes. Aprées filtration, 6 ml d’infusé sont prélevés et introduit dans
3 tubes a essai a raison de 2 ml par tube. Quelques gouttes d’ammoniaque sont ajoutées, la

réaction donne une coloration bleu en présence d'anthocyanes.

3.4. Mise en évidence des coumarines:
1 g d’échantillon de la poudre végétal est placé dans un tube a essai en présence de 2
ml d’eau distillée, la solution est divisée dans deux tubes: un tube témoin et dans l'autre
tube an ajoute I’ammoniaque (NH40H) & 10 %. Les tubes sont alors exposes a la lumiére
UV. L’apparition d’une intense fluorescence bleue ou verte a la lampe UV 365 nm indique
la présence de coumarines et leurs dérivés. On s’assure auparavant que les tubes ne

présentent pas de fluorescence a vide.
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3.5. Mise en évidence des tanins
5 g de matériel végétal sont infusés dans 50 ml d’eau bouillante contenue dans un
Erlenmeyer pendant 30 minutes; 2 ml de I’infusé sont prélevés et mis dans un tube a essai
auquel on ajoute quelques gouttes de Chlorure ferrique a 1%. L’ apparition d’une coloration
ou la formation d'un précipité. Indique la présence des tanins catéchiques.
2 ml de l'infusé sont placés dans un tube a essai saturé en acétate de sodium avec
quelques gouttes de FeCl;. La formation d’un précipite indique la présence des tanins

galligues.

3.6. Mise en évidence de saponines
5 g de poudre végétal sont mise dans un Erlenmeyer au quel on ajoute 50 ml d’eau
distillée pour réaliser une décoction pendant 30 minutes. Apres refroidissement, 5ml sont
filtrés du décocté et introduite dans un tube a essai de 16 mm de diamétre et 160 mm de
hauteur aprés agitation, l'apparition dune mousse persistante indique la présence des
saponines.
Cependant, en cas d'une faible mousse, le décocté est testé avec un mélange a

volume égal de H,SO,4 1N et K,CrO3z a 10 % (chrome de potassium)

3.7. Mise en évidence des Terpenoides et des stéroides

En présence de I’acide acétique anhydre et de I'acide sulfurique concentré (réactif de
LIEBERMAN-BIJRCHARD), I'extrait organique éthéré contenant les stéroides donne des
colorations mauves et vertes. Par ailleurs, 2 ml de la solution sont traités par quelques
gouttes de réactif de HIRSCHSON pour mettre en évidence votre principe actif
Terpenoides par I’apparition d'une coloration rouge.

Prendre 1g de matériel végétal qu’on met a macérer pendant 24 heures dans 100 ml
I’éther de pétrole, ou dans le benzeéne Apres filtration le solvant est évaporé au bain de
sable. Le résidu est récupéré par 1 ml de chloroforme, 1ml d’anhydride acétique et 3
gouttes d’acide sulfurique concentré. Il se produit une coloration violette devenant
progressivement verte; La coloration verte se stabilise au bout de 30 min et indique la

présence des stéroides.

3.8. Mise en évidence des alcaloides
lg de maticere végétale seche qu’on met a macérer dans 10 ml de méthanol a la
température ambiante pendant 24 heures. L'évaporation est faite a 1’étuve a 50°C pendant
4 heures. Le résidu est recueilli deux fois par 2 ml de solution chaude d’acide

chlorhydrique 1%.
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La solution acide est ajoutée de 1’ammoniaque concentrée et 15 ml de Chloroforme,
le tout dans une ampoule a décanter. On laisse évaporer a 1’air libre ou au rotavapeur on
obtient un résidu. Au résidu on ajoute 0,5 ml de HCI 1%, apres agitation.

Ainsi, les alcaloides ayant été protonés sont supposés étre passes en phases
aqueuses. La phase aqueuse au dessus est prélevée 1’aide dune pipette Pasteur, six gouttes
sont disposées sur une lame porte-objet an puelles on ajouté le réactif de Wagner. En

présence d'alcaloides on obtient une coloration jeune.

4. Teneur en cendres et en matiére organique

Le but est de déterminer la teneur en matiéres minérales dans les plantes, de facon a
calculer la quantité de matiére organique (MO). Elle représente la différence entre la
matiére seche (MS) et les matieres minerales (MM) (Jarrige, 1985) .

MM=MS—MO

La minéralisation est faite a 550°C dans un four a moufle dans le but de détruire la
matiere organique. Le travail est effectue sur le végétal broyé. Les cendres représentent le
poids des minéraux dans la plante.
5. Extractions et rendements des composés phynoliques

5.1. Teneur en substances extractibles par I’eau

Suivant le protocole décrit par Diallo (2005), décoction d'un gramme de poudre
(PE) avec 20 ml d’eau distillée pendant 15 mn. Aprés refroidissement et filtration sur
papier filtre, le filtrat a été mis dans une capsule pesée et tarée au préalable (n) et évapore a
sec (n’). La teneur en substances extractibles par I’eau est évaluée par la formule:

SEE% = (n-n”) x100~+PE.
5.2. Teneur en substances extractibles par I’éthanol

Suivant le protocole décrit par Diallo (2005), macération de 1g du végétal pendant
24 heures a la température ambiante. Apres filtration, le filtrat a été mis dans une capsule
préalablement pesée et tarée (n) et évaporé a sec. Apres refroidissernent la capsule a
ensuite été pesée (n’) et la masse de résidu deduite. La teneur en substances extractibles
par 1’éthanol est évaluée par la formule:

SEEt% = (n-n’) x100~+PE.
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5.3. Méthodes d’extraction :
Les solvants d’extractions les plus communément utilisés sont les alcools (méthanol,

¢thanol), ’acétone, 1’éther éthylique et 'acétate d'éthyle.

Cependant, pour les composes trés polaires tel que les acides phénoliques
(benzoique, cinnamique) ne pouvant étre extraits complétement avec les solvants
organiques purs les mélanges d’alcool-eau ou acétone-eau sont recommandés Les solvants
moins polaires (dichlorométhane (DCM), chloroforme, hexane, benzene) sont utilisés pour
éliminer les composés apolaires (cires, huiles, stérols, chlorophylle..). Les extractions sont

répétées deux a trois fois et les extraits sont ensuite combines.

Les extractions solide / liquide de cette plante ont été réalisées selon trois modes de
préparation : infusion, décoction et macération.

- L’infusion est une méthode d’extraction des principes actifs ou des ardmes d’un végétal
par dissolution dans un liquide initialement bouillant que I’on laisse refroidir.

- La décoction consiste a réaliser 1’extraction a température d’ébullition du solvant (au
bain-marie). Cette opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant
d’extraction est froid.

- La macération est une méthode d'extraction liquide-solide (solvant-poudre végétal)
similaire a I’infusion qui s'effectue a température ambiante, Elle est généralement
utilisée pour I'extraction de composés sensibles a la chaleur.

Macération 1: éthanol

Macération 2: méthanol ou hexane

5.4. Rendement d’extraction des polyphénols
Le rendement d'extraction est calculé par la formule donnée par Falleh et al. (2008):
R (%) = 100.Mext / Méch.
R: Le rendement en %.
Mext: La masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg.

Mech : La masse séche de 1’échantillon végétal en mg.
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5.5. Extraction et Récupération de I'extrait brut.
5.5.1.Macération et récupération de I'extrait brut

La macération est faite dans le méthanol / eau (30 :70 v/v) pour 2 g de poudre
veégétal, pendant 72 heures avec renouvellement du solvant chaque 24 heures et agitation
de temps a temps. On récupére le macéra de chaque échantillon séparément

Les macéras des 3 jours pour chaque échantillon sont réunis puis filtrés sur papier
filtre. Les filtrats sont évaporés a sec dans 1’étuve de 55°C.

Le résidu sec est repris dans 30 ml d’eau distillée chaud pour assurer la récupération

des composés restés accolés a la paroi du contenant.
Matiére séche
Séchage et broyage

2 g de poudre de végétal + 100 ml de
méthanol /eau (30 :70 v/v)

Résidu + 100 ml de méthanol
1°" filtrat feau (30 :70 v/v)

Macération pendant 24h
puis filtration

Macération pendant 24h

o puis filtration
= !
2 l
=] Résidu + 100 ml de méthanol
o 2°™ filtrat /eau (30 :70 v/V)
w
w
= Macération pendant 24h
5 puis filtration
-
Marc
3™ filtrat
Filtration l
Filtrat

Evaporation dans
I’étuve & 55°C.

. Résidu récupéré par
I'eau chaude

Calcul
du rendement

Figure 12: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique par macération

.
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5.5.2.Décoction et récupération de I'extrait brut
La décoction est faite dans le méthanol /eau (30 :70 v/v) pour 2 g de poudre de
veégétal au bain-marie pendant 15 minutes, aprés refroidissement les échantillons sont

filtrés ; Les filtrats sont évaporés a sec dans I’étuve a 55°C.

Le résidu sec est repris dans 30 ml d’eau distillée pour assurer la récupération des

composés restés accolés a la paroi du contenant.

Matiére seche

Séchage et broyage

2 g de poudre de végétal + 100 ml de
méthanol /eau (30 :70 v/v)

I Décoction pendant 15 m

1 l puis filtration

Filtrat Marc

Calcul du rendement Evaporation a sec dans ’étuve a 55°C.

Résidu repris dans
I'eau chaude

Figure 13: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique par décoction

B
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5.5.3.Infusion et récupération de I'extrait brut
2 g de matériel végétal sont infusés dans un mélange de 100 ml de méthanol /eau (30
:70 viv), apres refroidissement les échantillons sont filtrés. Les filtrats sont évaporés a sec

dans 1’étuve a 55°C.

Le résidu sec est repris dans 30 ml d’eau distillée pour assurer la récupération des

composés restés accolés a la paroi du contenant.
Matiere séche
Séchage et broyage

2 g de poudre de végétal

Mettre de I’eau bouillante sur la poudre
vegetal puis ajout le méthanol /eau (30 :70
v/v) puis filtration

l ,,

Filtrat Marc

Calcul du rendement l Evaporation 2 sec dans I’étuve a 55°C.

Résidu repris dans
I'eau chaude

Figure 14 : Protocole de préparation de I'extrait méthanolique par infusion
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5.6. Affrontements:

Les extraits bruts ainsi obtenus sont soumis a un affrontement par I'éther de pétrole
pour éliminer les pigments chlorophylliens, caroténoides et les lipides ; tous composés non
phénoliques (Torck et Pinkas, 1992).

Cet affrontement se fait dans des ampoules a décanter. La phase récupérée est
évaporée a sec avec le rotavapeur ou dans 1’étuve de 55°C puis reprise dans du méthanol

20 ml pour les dosages.

6. Dosages
6.1. Dosage des polyphénols totaux
La méthode de dosage des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu (Li et al.,
2007). Elle consiste a prendre un volume de 200 pl de I’extrait, un volume de 1 ml du
réactif Folin Ciocalteu (dilué dix fois :9 V eau +1V Folin) était ajouté. Apres 4 mn, un
volume de 800 pl de Carbonate de sodium (Na,COg3) (75mg/ 100 ml d’eau distillée) a été

verse sur la solution. Les tubes ont ét¢€ places a 1’obscurité.

Apres deux heures, les résultats étaient lus par spectrophotométre a 765 nm, la
concentration des polyphénols totaux est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage

établie avec de I’acide gallique (0-200 pg /ml).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de matiere séche (mg EAG/g MS) (courbe d’étalonnage).

6.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits (Zhishen et al.,1999); 1 ml de chaque extrait (avec dilution
convenable) est ajouté a 1 ml d’une solution d'AlCl3 (2% dans le méthanol). Apres 10 mn
de réaction, l'absorbance est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite a
partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la catechine (0-40 pg/ml). Les résultats sont
exprimés en milligramme d’équivalent de catechine par gramme de matiere séche (mg
ECAT/g MS). (Courbe d’étalonnage).
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6.3. Dosage des flavonoides aglycones
Le dosage différentiel des flavones et des flavonols est effectué en se basant sur les
propriétés chélatantes de AICl; a 1% (m / v) en solution dans I'éthanol a 96% (v / v)
(Lebreton et al.,1967). Aprés un repos de 10 mn, le spectre est balayé de 380 a 460 nm, et
I’absorbance maximale est retenue. L’absorbance du pic différentiel contre un blanc ne
contenant pas d'AlCl; est proportionnelle & la concentration de 1’échantillon en aglycones
flavoniques. La teneur en flavonoides aglycones est exprimée en milligramme d’équivalent

de catechine par gramme de matiére seéche (mg ECAT/g MS). (Courbe d’étalonnage).

6.4. Dosage des anthocyanes:

Selon Ribéreau-Gayon et Stonestreet (1965) le dosage des anthocyanes d’un
extrait végétal s’effectue en utilisant deux propriétés dues a leurs structures : la
modification de leurs couleurs en fonction du pH ; la transformation en dérivés incolores
sous D’action de certains réactifs comme les ions bisulfite. Ainsi, la variation de
I’absorbance lue a 520 nm aprés addition d’ions bisulfite (NaHSO3) en exces, est
proportionnelle a la teneur en anthocyanes.

A 0.5 ml de ’extrait végétal est ajouté 0,5 ml d'éthanol a 0,1% ainsi que 10 ml d'HCI
a 2%. Les tubes a hémolyses sont prépares comme suit:

e Série A (tube témoin) : 5 ml du mélange + 2 ml d’eau distillée.
e Série B (tube bisulfite) 5 ml du mélange + 2 ml de bisulfite de sodium a 15g/100 ml.

La lecture au spectromeétre se réalise apres 20 minutes d’attente a 520 nm et les
concentrations en anthocynes totales, en mg/g, sont établies a 1’aide de la formule:

Concentration en anthocyanes totales = 875 * (Do tube témoin - Do tube bisulfite)

6.5. Dosage des Tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide
(Price et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré
a 500 nm.

400 pl de chaque extrait, est ajouté a 3 ml d’une solution méthanolique a 4 % de
vanilline, et 1.5 ml d’acide chlorhydrique concentré. Aprés 15 minutes de réaction,
I’absorbance est lue a 500 nm.

La concentration des tanins condenses est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage

¢tablie avec I’acide tannique 1 mg/ml.
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Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de 1’acide tannique par

gramme de matiere seche.

7. Evolution de P’activité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire des extraits végétaux traduit leur aptitude a piéger les
radicaux libres de 1’organisme. Deux méthodes sont utilisées pour évaluer ’activité
antiradicalaire des extraits méthanoliques: ce sont les méthodes DPPH ou (2,2-diphényl-1-
picryihydrazyl), et méthodes FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

7.1. Méthode DPPH
Le test DPPH® permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systéme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire
le radical chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne.

Le DPPH?, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle (Molyneux, 2004).

NO, NO,
. H
IO,N N—N + AHe= OZNQ\N_N + A
NO, NO, @
Forme radicalaire DPPHe Forme non radicalaire DPPH

Figure 15: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH-entre I'espéce radicalaire
DPPHe et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004).

Selon Tekao et al. (1994) Test de piégeage du radical libre DPPH : Le test
antioxydant a été réalisé avec la méthode an DPPH. 50 pul de chaque solution méthanolique
des extraits a différentes concentrations (de 0.001 a 1 mg/ml) sont ajoutés a 2 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,04 g/L). Parallélement, un contrble négatif est préparé
en mélangeant 50 pul de méthanol avec 2 ml de la solution méthanolique de DPPH. La
lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517

nm apres 30 mn d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

2
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Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons

et pour chaque concentration, le test est repéte 3 fois.

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour
I’acide ascorbique pris comme antioxydant standard 0.001 a 10 mg/ml. L’activité

antiradicalaire est estimée selon I'équation suivante Kumarasamy et al. (2007):
% d’activité antiradicalaire =[ (Abs controle - Abs échantillon)/Abs contrdle] x 100

La concentration efficace de I'échantillon nécessaire pour éliminer le radical DPPH
de 50 % (valeur de I'IC50) a été obtenue par analyse de régression linéaire du diagramme
de la courbe dose-réponse entre % inhibition et concentrations.

Dans ce test on définie deux parametres:
e La concentration effective a 50%, EC50 =1C50/mg de DPPH/mI.
e Le pouvoir antiradicalaire, APR=1/EC50.
Les valeurs de 1'EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

7.2. Methodes FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)
La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune
du fer ferrique (Fe®*") en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe**) (Oyaizu ,1986), I’intensité

de cette coloration est mesuré par spectrophotométrie a 700 nm.
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Figure 16: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH).
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Procédure expérimentale:

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique de Yildirim et al. (2001). Les
différentes concentrations des extraits (0.5 ml) sont mélangées avec 1.25 ml de la solution
tampon phosphate (0.2 M, Ph = 6.6) et 1.25 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)¢]
(1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min au bain marie. Apres
refroidissement, 1.25 ml de ’acide trichloracétique (10%) est additionnée pour stopper la
réaction. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min.

A la fin, deux répétitions de 1 ml du surnageant de chaque concentration est

mélange avec 1 ml d'eau distillée et 0.2 ml de FeC1; (1%).

Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions, et le controle
positif est représenté par ’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesurer dans les

mémes conditions que les échantillons 10 mg/ml. L’absorbance est mesurée a 700 nm.

La concentration des composes réducteurs (antioxydants) dams 1’extrait est exprimée

en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g de matiere séche selon la formule:
C (%) = (cx Cx 100) / M x Ci

C: concentration en composes réducteurs d’extrait sec;
c: Concentration de 1’échantillon lue;
Ci: Concentration de la solution mére d’extrait;

M: Masse molaire de 1’acide ascorbique (176,1 g/mol)

Le controle positif est représenté par un standard d’un antioxydant, 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testes (Singleton et Rossi, 1965). Le pourcentage de pouvoir réducteur de fer

est calculé par la réaction suivant:

Pouvoir reducteur de fer (%) = [{Ao — Al/ Ao}] x 100.

Ao: I'absorbance de FeCls.

Al: I'absorbance de FeCls solution en présence de l'extrait .
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8. Traitement statistique

Les valeurs des paramétres étudiés ont été exprimées sous forme de moyennes +
écart type. La comparaison entre les échantillons a été effectuée par 1’analyse des variances
(ANOVA a un facteur contr6lé suivie du test de Tukey. Ces analyses ont été réalisées en
utilisant le logiciel MINITAB V 17, le seuil de signification est de 0,05.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion
1. Résultats
1.1. Criblage phytochimique

Le Criblage phytochimique a consisté a une mise en évidance de quelques
métabolites dans les tiges de la plante Ephedra alata par des réactions de caractérisation.

Les tests phytochimiques réalisés, ont révélé la présence des flavonoides, des Tanins
catéchiques, des anthocyanes, des Leucoanthocyanes, des alcaloides et des stéroides.
Cependant, on a noté 1’absence des saponosides, des quinones, des coumarines, des tannins
galliques et des terpenoides.

Tableau05 : Tests phytochimiques sur les tiges d'Ephedra alata

Composés phytochimique Observation Résultats
Flavonoides Coloration jaune-rougeétre + flavones
Leucoanthocyanes Coloration rouge +
Quinones Coloration rouge -
Tanins catéchiques Colorations bleue foncé +
Tanins galliques Pas de précipité -
Anthocyanes Coloration bleue +
coumarines Pas de fluorescence -
soponines Pas de mousse -
Terpenoides Coloration verte =
Stéroides Pas de coloration jaune -
Alcaloides Précipite jaune +

(+) Présence (-) Absence
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1.2. Méthodes analytiques
1.2.1. Teneur en matiére organique et en cendre
Les résultats de la composition chimique obtenus ont une forte teneur en matiére
organique de la matiére minérale (Cendre), qui représente en moyenne 91.89 %, par contre

la teneur en cendre est d’une moyenne 8.11% (Tab. 06).

Tableau 06: Teneurs en matiére organique et en matieére minérale des tiges de la plante E.

alata
Teneur (%)
matiére organique (MO) 91.89+ 1.82
matiére minérale (cendre) (MM) 8.11+ 1.82

1.3. Extractions
1.3.1. Teneur en substances extractibles par 1’eau ou éthanol
Les teneurs en substances extractibles par 1’eau et par 1'éthanol a partir des tiges de

la plante Ephedra alata sont exprimées en pourcentage de la matiére seche (% MS)

Tableau 07: Teneur en substances extractibles par 1’eau ou éthanol des tiges d'Ephedra.

alata
Teneur (%)
Substances extractibles par 1’eau 25.80 + 5.62
Substances extractibles par 1’éthanol 23.33+ 5.77

L’analyse de la variance représentée dans le tableau 09 a montré des résultats non

significatifs entre les teneurs en substances extractibles par I’eau ou éthanol

Tableau 08 : Analyse de la variance de teneur en substances extractibles par 1’eau ou

éthanol des tiges de la plante E. alata

Source DL SC CM F p
Méthodes 1 9.127 9.127 0.28 0.624 NS
Erreur 4 129.847 32.462
Total 5 138.973

*** Tres hautement significatif. **Hautement significatif. *Significatif. NS non
Significatif




1.3.2.Rendements des extraits bruts

RESULTATS

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles

extraites par 1’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans

la matiere végétale (Vuong et al., 2013).

Les tiges de la plante Ephedra alata ont été soumises a trois types d’extractions des

composés phénoliques, ces méthodes sont basées sur le mélange de la poudre végétale a

chaud ou a froid (macération, décoction et infusion) avec un mélange hydrométhanolique.

Les résultats montrent que le rendement le plus élevé est obtenu par la méthode d'infusion

(61.87 + 8.31%) suivi du rendement de I’extrait réalisé avec la macération (49.93 +

5.42%), et la valeur la plus faible est celle obtenue par la décoction (32.67+ 13.37 %),

(Fig.17).
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Figure 17 : Rendements des extraits méthanoliques bruts au niveau des tiges de la plante

E. alata

a, b groupes selon le test de Tukey

L’analyse de la variance a montré des résultats significatifs entre les méthodes

d'éxtraction, (Tab .10). Les valeurs suivies par la méme lettre ne sont pas significativement

différentes selon le test de Tukey ; la comparaison a été fait au seuil de o = 0. 05

Tableau 09 : Analyse de la variance de rendements des extraits méthanoliques bruts des

tiges de la plante E. alata

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 1293.2 646.59 7.00 0.027 *
Erreur 6 554.3 92.39
Total 8 1847.5
*** Tres hautement significatif. **Hautement significatif. *Significatif.
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1.4. Dosages des composés phénoliques

1.4.1.Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux, de 1’extrait Brut d'Ephedra alata est déterminée en

utilisant les méthodes de Folin-Ciocalteu, et calculée par (mg EAG/g MS) a partir des
équations de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimées en pg équivalent

d’acide gallique Y =0.0104 X + 0.046 (Annexe 2).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont illustrés par la figure 18 ou la
teneur la plus élevée est obtenue par la décoction: 58.37+ 2.31 mg EAG/g MS suivies par

la I'infusion: 28.95 + 1.67 mg EAG/g MS, et la macération: 27.03 + 2.45 mg EAG/g MS.
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Figure 18 : Teneurs en polyphénols totaux de trios extraits méthanoliques d'Ephedra
alata
a, b groupe selon le test de Tukey

L’analyse de la variance des résultats du dosage des polyphénols totaux est

représentée dans le tableaul0 avec des différences trés hautement significatives (p<0.001).

Tableau 10: Analyse de la variance des résultats du dosage des polyphénols totaux

des tiges de la plante E. alata

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 3085.15 1542.57 326.68 0.000 Hkx
Erreur 12 56.66 4.72
Total 14 3141.81
*** Tres hautement significatif. **Hautement significatif. *Significatif.
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D’autre part, le test de Tukey, fait ressortir deux groupes homogenes, le 1* groupe
(a) représente par la méthode de valeur le plus élevé la decoctionet le 2°™ groupe (b) qui
renferme deux methodes avec les valeurs les plus faibles représenté par I'infusion et la

macération

1.4.2.Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides de I’extrait brut de la tige d'Ephedra alata est déterminée en
utilisant les méthodes du trichlorure d’aluminium ; Celle ci a été calculée en mg ECAT/g
MS a partir des équations de la régression linéaire du courbe d’étalonnage exprimées en ug
équivalent catéchine: Y =0.0229 X-0.0198 (Annexe 3).

La figure 19 présente les teneurs de la tige de I'Ephedra alata en flavonoides, la
teneur la plus élevée est obtenue par la méthode de décoction: 6.24 + 1.86 mg ECAT/g
MS, suivies par la méthode d'infusion avec une teneur de 3.91 + 1.03 mg ECAT/g MS, et

les en dernier la méthode de macération avec une teneur de 1.85 + 0.32 mg ECAT/g MS.
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Figure 19 : Teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques par différentes methodes
d'extraction d'Ephedra alata

a, b groupe par le teste de Tukey

L’analyse de la variance, représentée dans le tableau 11, révéle des différences tres

hautement significatives (p <0.001).
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Tableau 11 : Analyse de la variance des résultats du dosage des flavonoides des tiges

de la plante E. alata.

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 48.29 24.143 15.58 0.000 bkl
Erreur 12 18.60 1.550
Total 14 66.88
*** Tres hautement significatif. ~ **Hautement significatif. *Significatif.

Les résultats du test de Tukey fait ressortir deux groupes homogenes, le groupe (a)

2°™ groupe

représente par la méthode de la valeur la plus élevée en comparaison avec le
(b) qui renferme deux méthodes avec les valeurs les plus faibles. Les valeurs suivies par la

méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey.

1.4.3.Dosage des flavonoides aglycones
La figure 20 présente les teneurs des tiges de I'Ephedra alata en flavonoides
aglycones, la teneur la plus élevée est obtenue par la méthode de décoction: 8.54 + 1.05 mg
ECAT/g MS, suivies par la teneur obtenue par la méthode d'infusion: 7.66 + 0.67 mg
ECAT/g MS, et les teneurs faibles sont obtenues par la méthode de macération: 6.10 + 0.69
mg ECAT/g MS
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Figure 20: Teneurs en flavonoides aglycones de trios extraits méthanoliques d'E. alata

a, b groupe selon le test de Tukey

L'analyse de la variance, représentée dans le tableau 12, révéle des différences

hautement significatives (p < 0.01).
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Tableau 12: Analyse de la variance des flavonoides aglycones des trois méthodes
d'extraction chez les tiges de la plante E. alata.

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 15.252 7.6260 11.07 0.002 *k
Erreur 12 8.266 0.6888
Total 14 23.518
*** Tres hautement significatif. ~ **Hautement significatif. *Significatif.

Les résultats du test de Tukey font ressortir deux groupes homogenes, le groupe (a)
pour la décoction et l'infusion en comparaison avec le 2°™ groupe (b) la macération. Les
valeurs suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Tukey

1.4.4.Dosage des anthocyanes
La teneur en anthocyanes de ’extrait brut des tiges d'Ephedra alata est déterminée
selon la modification de leurs couleurs en fonction du pH.
Les résultats obtenus sont présentés par la figure 21, elle montre que la plus forte
valeur a été obtenue par la méthode d'infusion 1.44 + 0.27 mg/g MS suivie par la teneur
obtenue par la méthode de décoction 1.28 +0.38 mg/g MS et la teneur plus faible est

obtenue par la méthode de macération 0.33 £ 0.08 mg/g MS.
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Figure 21: Teneur en anthocyanes des trois extraits méthanoliques d'Ephedra alata

a, b groupe selon le test de Tukey

L’analyse de la variance, représentée dans le tableaul3, révele des différences tres

hautement significatives (p < 0.001).
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Tableau 13 : Analyse de la variance des résultats du dosage des anthocyanes des
tiges de la plante E. alata.

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 5.741 2.87050 37.67 0.000 bkl
Erreur 21 1.600 0.07621
Total 23 7.341
*** Tres hautement significatif. ~ **Hautement significatif. *Significatif.

Les résultats du test de Tukey font ressortir deux groupes homogenes, le groupe (a)
représenté par la décoction et I'infusion avec des valeurs élevées en comparaison avec le

2°™ groupe (b) macération qui renferme la méthode de la valeur la plus faibles.

1.4.5.Dosage des tanins condensés
La teneur en tanins condensés de 1’extrait brut des tiges d'Ephedra alata est
déterminé par la méthode de la vanilline en milieu acide, Celle ci est calculée a partir de
I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage exprimées en milligramme
équivalent d'acide tannique par gramme de matiere séche (mg EAT/g MS):
Y =0.2504X - 0.0011 (Annexe 4).

La figure 22 présente les teneurs des tiges de I'Ephedra alata en tanins condensés.
La teneur la plus élevée est obtenue par la méthode de décoction: 0.30 £ 0.04 mg EAT/g
MS Suivie par la méthode d'infusion: 0.16 + 0.07 mg EAT//g MS, et en dernier lieu la
macération: 0.06 £ 0.02 mg EAT//g MS.
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Figure 22: Teneurs en tannins condensés par les trois méthodes d'extraction de extrait
méthanolique d'E. alata
a, b et c groupe de comparaison par le test de Tukey

L’analyse de la variance, représentée dans le tableau 14, révéle des différences tres
hautement significatives (p < 0.001) entre les méthodes d'extraction.

Tableau 14 : ANOVA des résultats du dosage des anthocyanes des tiges de la plante E.

alata.
Source DL SC CM F p
Méthodes 2 0.14085 0.070423 27.35 0.000 HxE
Erreur 12 0.03089 0.002574
Total 14 0.17174
*** Trés hautement significatif. ~ **Hautement significatif. *Significatif.

Les résultats du test de Tukey fait ressortir trois groupes, la décoction suivie par

I'infusion et en dernier la macération.

1.5. activités antioxydantes
La mise en evidence du pouvoir antioxydant des extraits de la plante a eté réalisée

par deux techniques chimiques (la réduction de fer et le piégeage du radical libre DPPH).

1.5.1. L’activité antioxydant au DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :
Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition du radical libre

DPPH en fonction des concentrations des extraits. La figure —montre que les extraits
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d'Ephedra alata obtenues par différents méthodes d'extraction sont présentes un effet en
comparaison avec l'antioxydant standard « acide ascorbique ».

Le pourcentages d'inhibitions est de l'ordre de (57.87 + 23.94%) exercé par
I'antioxydant standard (acide ascorbique) suivi par l'extrait obtenu par décoction
(56.51+£23.95%) puis I'extrait obtenu par infusion (55.34 + 25.31%) et enfin I'extrait
obtenues par macération (53.1698+ 29.7374%)

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, les résultats sont exprimés en
termes d'ICsp (concentration de substrat qui inhibe 50% de radicaux DPPH présent dans le
milieu réactionnel). Plus la valeur d'ICsy est petite, plus l'activité de l'extrait testé est
éleveée.

L'ICso est déduit a partir de I'équation de régression correspondant a sa courbe

d'étalonnage et exprimé en mg/ ml Y= 304.15 X + 4.8642 pour l'acides ascorbique
(Annexe 5).

Les valeurs des ICsp trouvées pour tous les extraits testés sont représentées dans le
tableau 15.

Tableau 15: comparaison de I'lCs, des extraits des tiges d'Ephedra alata

décoction infusion macération VITC
IC50 (mg/ml) 0.18 0.20 0.21 0.14

L'extrait de I'Ephedra alata obtenu par macération montre une activité antiradicalaire
élevée avec une 1Csq de 0.14 mg/ml de DPPH ce qui identique a I'lCso du contréle positif a
la bibliographie. L'extrait obtenu par décoction enregistre une meilleur ICsy de 0.18
mg/ml de DPPH, suivée par I'extrait obtenu par infusion avec 1Csp de 0.20 mg/ml de
DPPH et en dernier lieu la macération montre une ICso de 0.21 mg/ml de DPPH
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Figure 23: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations d'extrait de la macération, décoction et

infusion.
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L'analyse de la variance de pourcentages d'inhibitions représentée dans le tableau
a montre des résultats non significatifs entre de différentes méthodes d'extraction

Tableau 16 : Analyse de la variance de pourcentages d'inhibitions des extraits des

tiges de la plante E. alata

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 444.6 222.3 0.36 0.704 NS
Erreur 30 18782.4 626.1
Total 32 19227.0

*** Tres hautement significatif. **Hautement significatif. *Significatif. NS non

Significatif

1.5.2. Réduction de fer : FRAP
Les résultats de I'activité réductrice des extraits méthanolique d'Ephedra alata sont
représentés dans la figure 27. Le pouvoir réducteur de fer est calculé a partir d'équation de
la régression linéaire Y = 5,3689 X + 0,1097 de courbe d'étalonnage du contréle positif
(acide ascorbique) dont l'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons (Annexe 6)

Les résultats obtenus montrent que les extraits brut de la tige d'Ephedra alata
possedent un pouvoir réducteur de fer. Ces résultats sont exprimés en pourcentage (%). Ou
on trouve que le pouvoir réducteur de fer le plus élevée est obtenue par la méthode de
décoction: 18.14 + 1.74 EAA/ g MS Suivies par le pouvoir obtenue par la méthode de
d'Infusion: 10.62 + 2.13 EAA/ g MS Tandis que les teneurs faibles obtenue par la méthode
macération: 8.7 £ 1.27 EAA/ g MS.
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Figure 24: Pouvoir réducteur du fer des extraits méthanoliques bruts de E. alata

a, b groupe de comparaison par le test de Tukey

L'analyse de la variance, représentée dans le tableau 17, nous révele des différences

entre les méthodes et qui sont trés hautement significatives (p <0.001).

Tableau 17: Analyse de la variance pouvoir réducteur de fer des extraits
méthanoliques bruts de E. alata

Source DL SC CM F p
Méthodes 2 2987319 1493659 48.90 0.000
Erreur 15 458201 30547
Total 17 3445520
*** Trés hautement significatif. ~ **Hautement significatif. *Significatif.

Les résultats du test de Tukey fait ressortir deux groupes homogénes, le groupe (a)

pour la décoction suivie par un 2°™

groupe (b) formé par I’infusion et la macération.
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2. Discussion Générale et Conclusion

Les analyses phytochimiques des extraits est une étape préliminaire et d’une grande
importance, puisqu’elle révéle la présence des constituants bioactives responsables des
vertus thérapeutiques ce qui indique que la plante est parmi les plantes médicinales.
(Sofowora, 1993 ; Konkon et al., 2006).

Notre travail a mis en évidence cing sur onze des principes actifs testés dans les tiges
de la plante Ephedra alata. Ces résultats sont conformes a ceux de Kessal et Bouafia
(2003) et Kabili (2013) effectués sur I'évolution de quelques activités biologiques des
extraits d'Ephedra alata de la région d'Ouargla ou ils mettent en évidence des polyphénols,
des tannins catéchiques et des anthocyanes . 1l est de méme pour les résultats des travaux
de Bourmita et al. (2013)qui ont mis en évidence la présence des alcaloides. La présence
d’un grand nombre de principes actifs laisse suggérée que E.alata posséde des propriétés

pharmacologiques non negligeables.

L’essai des cendres totales permet d’informer sur la teneur en minéraux, ces derniers
n’étant pas transformés en substances volatiles a haute température, contrairement aux
matiéres organiques dont elle est trés riche. La teneur en cendres totales a été évaluée a
8.11%o, ce résultat est proche des résultats des travaux de Chehma et al. (2010) effectués
sur les valeurs nutritionnelles de plantes vivaces des parcours sahariens algériens pour

dromadaires ou ils trouvent une teneur en cendre de 10.2% chez I'E. alata.

Aprés la confirmation de la présence des principes actifs du groupe des polyphenols
dans notre plante, la recherche des meilleurs volumes d'extraction solvant /eau par le
calcule des rendements extractibles par I'eau et le méthanol a été faite. Les resultats
obtenus ne montrent pas de différence significative entre les rendements d'extraction
hydrique et méthanolique, dela un mélange hydro-methanolique a été effectué avec des
volumes bassé sur la différence des moyennes obtenues. Notre choix est basé notamment
sur certain travaux tels que Mahmoudi et al. (2013) effectués sur I’extraction des
composés phénoliques de différentes parties de la fleur d’artichaut (Cynara scolymus L.) a

savoir que l'extraction par 1’eau et le méthanol ont donnés les meilleurs valeurs.

Une fois le volume d'extraction fixé I'extraction a été faite par macération, décoction

et infusion.
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Les résultats obtenus pour les rendements apres extraction montre une déferance
entre les méthodes d'extraction, ces résultats sont confirmeés par les travaux de Lehout et
Laib, (2015) effectués sur Artemisia herba alba pour les méthodes d'infusion et de
maceration ou ils trouvent respectivement un rendement de 28.4 % et 13.3% .Nos
résultats pour I’infusion et la décoction sont accord avec cette études ou on note un
rendement de 21 % pour la décoction. Les travaux de Haoulia, (2015) effectués sur la
partie aérienne d’Ammoides verticillata montrent un rendement de 14% et de 7%

repectivement pour la maceération et la décoction.

Il est & noter que la comparaison des rendements avec les résultats de la bibliographie
est délicat car le rendement d’un extrait n’est que relatif et dépend de la méthode et des
conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée. Dela, la variation des rendements

d’une plante montre une variabilité des teneurs en principes actifs (Mahmoudi et

al.,2013).

Afin de caractériser quantitativement les extraits préparés a partir des tiges d' E.
alata, des dosages sont effectués afin de déterminer les teneurs des polyphénols totaux, des

flavonoides, des flavonoides aglycones, des tanins condensés et des anthocyanes.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux indiquent que les trois extraits
méthanoliques contiennent des teneurs variées entre 58.3717 et 27.0346 mg EAG/g MS
respectivement pour decoction et infusion, ces résultats concordent avec les résultats de
Jarada et al. (2015) pour I'extrait méthanolique avec I'E. alata qui contient 47.62 + 0.94
mg EAG/g MS par macération, alors que les résultats de kebili (2016) montre une teneur
plus élevée de 291.45+4.37 mg EAG/g MS aussi par macération dans le solvant hydro-
methalique. Nos résultats sont nettement supérieurs a ceux obtenues par Uddin et al.
(2012), effectué sur Portulaca oleracea L. qui ont obtenus des concentrations variées entre
1.428 et 3.603 mg EAG/g pour différentes des extraits

L’évaluation quantitative des flavonoides indiquent que les trois extraits
méthanoliques contiennent des teneurs variées entre 6.24 et 1.85 mg ECAT/g MS en
fonction des méthodes d'extraction. Les résultats de Jarada et al. (2015) avec I'utilisation
d’un controle positif qui est la rutine enregistre chez E. alata 54.66 £0.12 mg ERU/g MS

dans un extrait méthanolique.
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D'apres Guenzat, (2012) les résultats du dosage des flavonoides dans I'extrait aqueux
de Portulaca oleracea été estimés de 0,14pug EC/mg d’extrait sec, qui est un taux trés

faible comparé nos résultats.

Nos résultats sont inférieurs a ceux déterminés par Uddin et al. (2012) qui ont
obtenus des concentrations de 28 mg ER/g MS pour I’extrait aqueux, 41mg ER/g MS pour
I’extrait hydroéthanolique et 49 mg ER/g MS pour I’extrait méthanolique.

De fortes teneurs en flavonoides impliquent des rdles trés importants dans la
coloration des végétaux, la protection des plantes contre le stress hydrique et génére une
tolérance des plantes aux métaux lourds (Ribéreau- Gayon et Reynaud, 1968). Hors la
plante, les flavonoides possédent plusieurs effets pharmacologiques. Ce sont des

antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2010).

Les teneurs obtenues en tannin sont comprises entre 0.30 et 0.06 mg EAT/ g MS
d'E. alata pour réspectivement la décoction et la macération .Ces résultats sont inclus dans
I'intervalle déterminé par I'étude de Ricco et al. (2003) effectuée sur la famille des
Ephedraceae ou ils notent des teneurs en tanins condensés comprises entre 2,47 + 0,41 et
0,01 £ 0,0082 mg EAT/ g MS.

Les tanins sont utilisés pour le traitement des maladies respiratoires et la toux,
d’autres vertus leurs sont attribués , ainsi les tanins exercent une activité anti-diarrhéique.
Antiseptiques, antibactériennes et antifongiques. Les tanins possédent une forte activité
anti- oxydante, ce sont des trés bons pieges a radicaux libres et ils inhibent la formation de
radicaux superoxydes (Badiaga, 2011). En paralléle, le golt amer d'Ephedra expliqué par
la présence de tannins dans E.alata, la rende impropre a la consommation pour les insectes
ou le bétail (Eberhard et al., 2005).

L’évaluation quantitative des flavonoides aglycone et des anthocyanes indiquent que
les extraits méthanoliques des trois méthodes d'extraction contiennent des teneurs variées
respectivement de 8.54 £ 1.05a6.10 £ 0.69 mg ECAT/g MS et de 1.44+ 0.02 4 0.33+0.08
mg/g MS . Pour les deux paramétres aucune différence significative entre la décoction et
I’infusion qui sont nettement supérieures a la macération; une études réalisée par
N’Guessan et al. (2012) effectuée sur les teneurs en composés phénoliques de 10 plantes

médicinales en Cote d’Ivoire montrent des teneurs en anthocyanes €quivalentes aux notre
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avec 1.07+0.03 a 0.5+0.007 mg/g, ce qui montre qu’'E. alata contient une quantité
importante en principes actifs.

Ces composées possedent un large panel de propriétés médicinales. Certains
alcaloides sont antimicrobiennes ou/et employés pour traiter certains cancers (Omulokoli
et al., 1997). Ainsi que la présence des alcaloides font d'elle aussi une plante pouvant étre

toxique.

Le stress environnemental, sécheresse, la pauvreté du sol en nutriments ainsi que le
fort ensoleillement, peuvent contribuer a l'augmentation du nivau de production des

composés phénoliques chez certaines plantes (Timmermann et al., 1984 in kebili, 2016)..

Les teneurs élevées en polyphénols totaux par comparaison aux, flavonoides,
flavonoides Aglycones, anthocyanes et Tanins condensés, sont logiques, ainsi que Les
teneurs élevées en flavonoides par apport aux anthocyanes et Tanins condensés étant
donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols
(Boussahel, 2011).

Les résultats des teneurs obtenues par les méthodes de macération et décoction sont
confirmées par les résultats obtenues par Harrar (2012) effectuées sur les extraits de
Rhamnus alaternus L. ou il a conclu que le solvant chaud est le solvant qui permet d’avoir
le plus de teneurs en différent composés phénoliques en comparaison au solvant froid, ce
qui peut étre expliqué par la lyse des cellules dans 1'eau chaude et la libération d’un

maximum de molécules poly-phénoliques.

Selon Vuong et al.( 2013) cette variation de la quantité des polyphénols est due a la
température et le temps d'extraction de I'échantillon.

Nos résultats sont en accord aussi avec ceux rapporté dans la littérature par les
travaux de Joki¢ et al. (2010) effectués sur Soja pour les teneurs des polyphénols,
flavonoides, tanins et anthocyanes obtenues par les méthodes de décoction et d’infusion ou
ils trouvent que 1’augmentation de la température favorise la diffusion et la solubilité des

substances extraites.

Les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les

especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene (Jovanovic et al., 1994)
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La valeur de I’IC50 de 1’acide ascorbique que nous avons trouvé (0.14 mg/ml) est
proche de celle trouvée par Talbi et al., (2015)qui est de I’ordre de 0,13879 mg/ml. Les
IC50 des différents extraits obtenus par les trois méthodes d'extraction sont de 1’ordre de
0.18 a 0.21 mg/ml ils sont en accord avec plusieurs travaux. Khadri et al. (2010) ont
démontré sur différents extraits de Cymbopogon schoenanthus (une plante saharien) en
Tunisie, une forte activité antioxydante avec un IC50 de 0.17 mg/ml.II est de méme pour
Jarada et al. (2015) dont l'activité antioxydante d'E. alata est de lI'ordre de 0.16 mg/ml

pour un extrait méthanolique obtenu par une extraction au soxhlet.

Les extraits des tiges d'E. alata presentant un pouvoir antioxydant au DPPH ont été
aussi estimé par un deusiéme test d’activité antioxydante qui est le test FRAP. L'extrait
obtenu par la décoction présente le meilleur pouvoir réducteur de fer par rapport a l'acide

ascorbique . La comparaison des deux tests de I’activité anti oxydante sont concordants.

Selon Parsaeimehr et al. (2010), I’activité antioxydante des extraits méthanoliques
(90%) des parties aériennes obtenus de 3 especes d'Ephedra iranienne : E. procera, E.
pachyclada et E.strobilacea testées par la méthode de FRAP étaient de 464.43, 452.82 et
467.33 mg EQ/ g d'extrait respectivement. Ainsi que I'etude de Kebili (2016), a montrée un
pouvoir reducteur de fer de 419.12+6.02 au niveau des tiges.

En conclusion a ce travail, il s’avére que pour la quasi-totalité des paramétres
¢étudiés la décoction est le meilleur moyen d’extraire des teneurs élevées en comparaison
avec la macération qui restera le dernier recours pour une extraction. L’infusion est partagé
entre la décoction et la macération selon le composé phénolique a extraire.L’extraction a
chaud est le meilleur résultat obtenu d’apreés les teneurs obtenues des composés

phénoliques a partir des tiges d ’E.alata.

Les composes phénoliques, flavonoides et tanins contenus dans E.alata peuvent
étre responsables de son activité de piégeage des radicaux libres. Donc, pourraient servir

de source potentielle de médicaments a base de cette plante.

Ce travail est une contribution qui ajoute un peu pour faire un tout autour de
Ephedra alata pour le choix des solvants et des méthodes d’extraction qui restent a

explorer et a exploiter.

Notre travail reste une étape préliminaire pour des études plus larges, plus
approfondies et plus accomplies:
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Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments
synthétiques.

Un fractionnement des extraits et identification des molécules responsables du
pouvoir antioxydant en utilisant des techniques d’identification plus performantes.
Evaluation de l'autre activité biologique éventuelle telle que [lactivité
antibactérienne, antifongique...

De faire des tests in vivo afin de vérifier les propriétés biologiques des différents
composants de la plante étudiée.

Utilisation d'autres méthodes d'extraction
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Annexe 01: screening phytochimiques
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Annexe 02: courbe d'étalonnage en acide gallique
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Annexe 03: courbe d'étalonnage en catechines
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Annexe 04: d'étalonnage en acide tannique
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Annexe 04: Pourcentage d'inhibition en DPPH en fonction de I'acide ascorbique
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