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Résumé

Dans ce travail, on a choisi I’Atriplex halimus L. pour identifier ses composants et essayer
d’étudier son comportement antioxydant. La zone d’étude représente trois communes de la

région de Tébessa (Wanza, Tébessa ville et Négrine).

Le criblage phytochimique révéle la présence des polyphénols entre autres. L’extraction solide-

liquide et liquide-liquide a été faite avec des solvants différents et avec deux méthodes.

Des tests, par voltamétrie cyclique, du piégeage des radicaux superoxydes a donné une efficacité
de I'extrait ACOEt similaire a celui de ’acide gallique, tandis que I’extrait But-OH a montré une

densité de courant supérieur a celle de I’oxygene.

Mots clés : Atriplex halimus L., Wanza, Négrine, Tebessa, activité antioxydante, voltamétrie

cyclique.



Abstract

Atriplex halimus L. was chosen to identify its components and try to study its antioxidant
behavior. The study area represents three municipalities in the Tébessa region (Wanza, Tébessa,

and Negrine).

Phytochemical screening reveals the presence of polyphenols, among others. The solid-liquid

and liquid-liquid extraction were done with different solvents and with two methods.

Tests, by cyclic voltammetry, of the scavenging of superoxide radicals gave an efficiency of the
AcOEt extract similar to that of gallic acid, while But-OH fraction showed a higher current

density than oxygen.

Keywords: Atriplex halimus L., Wanza, Neégrine, Teébessa, antioxidant activity, cyclic

voltammetry.
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Introduction

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours
été une source importante de soins thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des sources naturelles

(plantes, animaux, bactéries, champignons, etc.) ( Nergard, (2005) , Dzingirai, (2007)).

Plusieurs populations mondiales recours aux remédes naturels d'origine végétale. En Afrique,
80% de la population utilise la médication traditionnelle a base de plantes surtout que les

produits de synthése présentent de nombreux effets néfastes pour la santé.

L’Atriplex halimus L. est une plante tres répandue en Algérie et encore plus dans les zones
arides et semi-arides comme Tébessa. C’est 1’une des plantes médicinales utilisée par les
algériens pour guerir certaines maladies telles que le diabéte (Rodriguez, Murray, (2010),
Shani, (1972)), la dépression, I’inflammation et le cancer. Elle est reconnue pour son pouvoir
de faire dissoudre les kystes et les calculs rénaux (Aharonson, Sulman, (1969)). Parmi ses

vertus aussi qu’elle est stimulante, anti-fatigue, tonique et diurétique.

Dans cette recherche nous avons choisi cette plante de trois endroits différents de la willaya
de Tébessa, a savoir Wanza, Tébessa ville et Négrine, pour des raisons climatiques et
géographiques. Ce choix a été fait pour savoir si ces différences vont influer sur la
composition de ces plantes vis-a-vis des métabolites. Pour cela, nous allons identifier ses
composants et essayer de les valoriser, ainsi que 1’étude de leur comportement envers les

radicaux libres nuisibles a la santé humaine.

Le manuscript comporte une partie théorique et une partie expérimentale.

e Dans la partie théorigue :

- Un premier chapitre sera consacré a 1’étude botanique de /’Atriplex halimus L. de la
région de Tébessa, en choisissant trois différentes communes (Wanza, Tébessa ville
et Negrine). Ce choix a été fait pour étudier 1’effet de Ialtitude et du climat sur la
composition en polyphénols de cette plante.

- Un deuxiéme chapitre portera sur le stress oxydatif et ’efficacité des extraits de

plantes contre les radicaux libres.
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Dans la partie expérimentale :

La partie matériel et méthodes, qui indiquera le matériel et les produits utilisés dans

ces investigations, ainsi que les différentes méthodes et protocols utilisés pour

I’identification des molécules actives dans cette plante, ainsi que les différents

dosages éffectués et I’explication de la méthode électrochimique utilisée pour

I’étude du pouvoir antioxydant.

La partie résultats et discussion qui comportera :

o

o

L’identification qualitative (screening phytochimique) de la plante,
L’optimisation des facteurs d’extraction des métabolites de la plante, a
savoir le choix de la meilleure méthode d’extraction, du meilleur solvant
pur et du meilleur mélange hydro-alcoolique,

La comparaison entre les trois régions d’étude,

L’étude du pouvoir antioxydant par voltammeétrie cyclique.
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Chapitre I :
Généralités sur

["Atriplex Halimus L.



Partie théorique / Chapitre | : Généralité sur [’atriplex Halimus

1.1. Introduction :

L’Homme a toujours utilisé les plantes de son entourage pour sa nourriture,
comme médicaments pour soigner ses maladies et comme matérieaux a différents usages (lit,

tois, corde, etc.).

Le pouvoir thérapeutique des plantes s’est transmit de génération en génération
dans tous les pays du mondeavant 1’apparition des médicaments. Dans les pays d’asie et
d’Afrique enparticulier, I’utilisation des plantes médicinales est toujours d’actualité a
cause des expériences et des pratiques socio-culturelles des populations, sans connaitre leur

composition chimique respensable de leur effet thérapeutique.

Les plantes médicinales sont utilisées pour géurir ou soulager les douleurs. Les plantes
meédicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés
meédicamenteuses. Environ 35 000 especes de plantes sont emploiyées par le mode a des
fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilise par les
étre humain. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I’influence croissante du systeme sanitaire moderne (Ybert, (2007) ; Hans, (2007)).

En Algérie, la médecine traditionnelle est basée essentiellement sur les plantes. Malgré
I’apparition de la médcine moderne, ¢’est-a-dire 1'utilisation des médicaments de synthese, les

populations se soignent toujours par les plantes a effet thérapetique.

1.2. L Atriplex Halimus L. (description botanique) :

Atriplex sont des plantes arbustives vivaces appartenant a la famille des

Chenopodiaceae.  L’Atriplex comprend environ 417 espéces, dont 48 dans le  bassin

méditerranéen (Houérou, (1992)).

L'Atriplex HalimusL. (figure 1) se développe dans des conditions environnementales

difficiles, c’est pour cela qu’il est utilisé comme source de fourrage pourle bétail.

C’est une plante ramifiée a partir de la base, I'écorce est decouleur gris-blanc,

arbrisseau de 50-200 cm, a tiges érigées-dressées,ligneuses . Ses Feuilles sontovales-obtuses.
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Valves fructiferes coriaces, arrondies-rénifonnes, lisses. Plante polymorphe des  rocailles,

talus argileux, zones d'épandage plus ou moins salées.
1.3. Distribution de |’A#riplex Halimus L. :

L’Atriplex Halimus L. est une espece xéro-halophyte largement répartie dans les
zones non saline etsalines, dans les régions subhumides et arides d’Europe du Sud et de

Meéditerranée orientale (Afrique du Nord) (Chikhi, (2014)).
1.4. Classification de |’Atriplex Halimus L. -
D’aprées Quezel, (1962), la classification de 1’espece Atriplex Halimus dans le

régne végetal est la suivante :

Reégne: Végetal.

Embranchement: Spermaphyte ou Magnoliopyta.

Sous-embranchement: Angiospermes.

Classe: Dicotylédones ou Magnoliopsida

Sous classe: Caryophyllidae. Apétale

Ordre: Caryopyllales

Famille: Chénopodiacées

Genre: Atriplex

Espéce: Atriplex Halimus

Sous-espéce: Atriplex Halimus L.
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Figure 1 : Arbuste de /’Atriplex Halimus L.

1.5. L Atriplex Halimus L. dans le monde :

L’ Atriplex se trouve dans la plus part des régions du monde comme le montre le tableau 1.

Tableau 1 : Répartition des espéces d’Atriplex Halimus L. dans le monde (Houérouh, (1992))

Pays ou régions Nombre d’espéces Pays ou régions Nombre d’espéces
et/ou sous-especes et/ou sous espéces

Etats unis 110 Baja Californie (Mexique)| 25

Australie 78 Afrique du Sud 22

Bassin-Méditerranées | 50 Texas 20

Europe 40 Afrique du Sud 20

URSS 40 Iran 20

Proche orient 36 Syrie 18

Mexique 35 Paléstine/Jordanie 17

Argentine 35 Algérie/ Tunisie 17

Californie 32 Bolivie/Pérou 16

Chili 30

1.6. L Atriplex Halimus L. en Algérie :

En Algérie, [’Atriplex Halimus L. pousse spontanément dans presque toutes les régions

arides et semi-arides (Tiaret, Tébessa, Msila, Saida, Djelfa, Telemsen, Biskra, Batna, Béchar,

EI’Oued, etc. (Benrebiha, (1987)) avec différentes espéces (Quezel, (1962)).
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I.7. Propriétés écologiques de I'Atriplex Halimus L. :

L’Atriplex présente une bonne tolérance aux conditions défavorables du milieu tel que les
températures élevées (sahara) et basses (Alaska), ainsi que la salinitté qui peut

avoisinercelle de I’eau de mer (30g/L de NaCl).

L’Atriplex halimus L. s’adapte a tous types de sols : argileux( particules fines, sol
lourd, humide, collant, compact et retient ’eau), marneux (la terre contient de 10 a 30% de
carbonate de chaux, associé a de l'argile, ce qui donne une terre plut6t collante avec des
cailloux), limoneux (Les limons constituent le stade intermédiaire entre ’argile et le sable.
Les terres limoneuses se tassent facilement) et sableux (sol trés poreux qui ne retient pas

I'eau;glisse entre les doigts en raison de I'absence de cohésion entre les particules).

1.8. Description morphologique de I’Atriplex Halimus L. :

L’Atriplex Halimus L. est une plante polymorphe, qui est une caractéristique des
chénopodiacéas. Il a des feuilles sous forme de valves fructiferes, tige, graine, fleurs, feuilles,
etc. (Géraldine., (2007) ; Ozenda., (2004)).

L’Atriplex halimus L. adulte peut atteindre 2 m de hauteur, 1 a 3 m de diamétre, tres
rameux ayant un aspect blanc argenté, a tige dressée, s’orientant horizontalement, alternés
mais nettement pétiolées, le limbe foliaire est entierement ou légérement sicuré, parfois sub-

nécroné au sommet mesurant 0,5 a 1 cm de largeur et de 2 a 4 cm de longueur (Berri, (2009)).
* |es racines :

Le systéme racinaire est formé par une racine principale de profondeur avec des

racines secondaires de méme longueur ou parfois plus longue (figure 2) (Osmand, (1969)).


https://www.gerbeaud.com/jardin/fiches/utiliser-la-chaux-au-jardin,2041.html
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Figure 2 : Racines de I’Atriplex Halimus L.
* Les tiges :

Les tiges d’Atriplex Halimus L.sont ligneuses, vaguement anguleuses dans leurs
longueur, trés rameuses. Généralement les tiges sont érigées, robustes et términées par des

grappes allongées (figure 3) (Bonnier, (1996)).

Figure 3 : Tiges de I’Atriplex Halimus L.
* Les feuilles :

Elles sont, en générale, deux fois plus longues quelarges muserant de 2a5cm de
longueur donc oblongues ou ovales. Les feuilles sont alternées, brievement mais nettement
pétiolées plus ou moins charnues et luisantes. Elles sont aussi recouvertes de poils

vésiculairestres riches ensels (figure 4) (Osmand, (1969) ; Mozafar, (1970)).
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Figure 4: Feuilles de I’Atriplex Halimus L.
* Les fleurs :

Ses fleurs (figure 5) comprennent des fleurs males a cing étamines et des fleurs
femelles dépourvues  de périanthe dont la gynécée est constituée  d’un ovaire surmonté de
styles, enveloppées de2  bractées opposees de forme triangulaire, la  structure

hermaphrodite lors de I’initiation florale peut exister (Berri, (2009)).

Figure 5 : Fleurs d’Atriplex Halimus L.
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*Les graines :

Sont brunes foncées de 02 mm de diametre environ, ternes et entourées du
péricarpe  membraneux. C’est une plante chaméphyte ou monophanérophyte qui fleurit et

fructifie a partir du mois d’avril jusqu’en novembre (figure 6) (Berri, (2009)).

Figure 6: Graines de I’Atriplex Halimus L.
* Les fruits :

Sont composés de 02 bractéoles, en forme de rein, dentées ou entiéres, lisses ou
tuberculeuses, droite ou recourbées (figure 7). Les fruits sont des akenes, secs et disperseés.
Ils sont contenus dans des bractées épaisses, membraneuses, un peu charnues et concrescentes

(Nerge, (1961)). Elles sont en baie ovoide vert jaunatre au début puis rouge orangé ou

pourpre.
Leur taille est trés variable, leur poids peut aller de quelques grammes a 200 g mais dans la

plupart des cas le poids varie entre 30 et 60 g (Ozenda, (2004)).

Figure 7 : Fruits de I’Atriplex Halimus L.
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11.1. Introduction :

Tout organisme vivant a besoin d’un élément trés important qui est 1’oxygéne pour produire
de I’énergie en oxydant la mati¢re organique. Au cours de ces transformations, les cellules générent
des entités bénéfiques et/ou toxiques a partir de cet oxygéne qui sont les radicaux libres organiques.
En fait, ces radicaux libres permettent au corps de contrbler la tonicité des muscles lisses, de
combattre les inflammations et de lutter contre les bactéries. Cependant, I’opération bénéfique des
radicaux libres dépend d’un certain nombre de facteurs, tels que les polluants présents dans 1’air
que nous respirons comme la fumée de cigarette, le dégagement des carburants, etc., ’eau, les

aliments que nous consommons, les rayons UV du soleil et le stress. (Descheemaeker, (2004))

11.2. Les radicaux libres :

Par définition, un radical libre est tout atome, groupe d’atomes ou molécules possédant un
électron non apparié (célibataire), sur leur orbitale externe. Il s’agit d’espeéces chimiques trés
réactives qui cherchent dans leur environnement un électron pour s’apparier (pour former une
liaison chimique) (Passwater, (1997) ; Jadot, (1994)).

Les especes oxygénées réactives (EOR) renferment les radicaux libres de 1’oxygene tels que
le radical superoxyde, le radical hydroxyle, le monoxyde d’azote, etc., ainsi que certains dérivés
non radicalaires réactifs dont la toxicité est plus importante, comme I’oxygene singulet, le peroxyde
d’hydrogéne et le peroxynitrite, qui peuvent étre des générateurs de radicaux libres (Cooper,

(1997)). Le tableau 2 regroupe les différentes espéces citées.

Tableau 2 : Les principales espéeces oxygéneées reactives générees dans les

systemes biologiques (Bartosz, (2003) ; Jadot, (1994))

Nom Symbole
Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle OH’

10
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Monoxyde d’azote NO*
Peroxyde d’hydrogéne H.02
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulet 0,
Peroxynitrite ONOO ™
Radical alcoxy RO’
Radical peroxy ROO’

Les espéces oxygéneées reactives sont instables et leur durée de vie est trés courte (de la nano
a la milli seconde) (Bonnefont, (2003) ; Lehucher, (2001)).

Dans plusieurs cas, des espéces peu réactives peuvent étre tres toxiques en raison de leur
demie vie longue qui leur permet d’interagir et causer des dommages a longue distance de leurs
sites de production, puisqu’elles ont le temps de se déplacer tranquillement vers les zones d’action

(Kohen, (2002)).

11.3. Pathologies causées par les EOR :

Ces radicaux libres sont responsables du vieillissement cellulaire, de I’altération de I’ADN,
du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neuro-dégénératives et du diabéte

(Cadenas, (2002)).

11.4. Stress oxydant :

Le stress oxydatif est une perturbation du métabolisme cellulaire soit par une augmentation
de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses antioxydantes. Ce déséquilibre
peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants d’origine
inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale

a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets,

11
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herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques). L’accumulation des EOR a pour conséquence
I’apparition de dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les
plus vulnérables sont les protéines, les lipides et ’acide désoxyribonucléique (figure 8) (Smirnoff,

(2005)).

g [ Mn®
e / 02'. a0 Métaux de transition
S~ +3 +)
\( \Dismutation spontanée . (Fe™, Cu™)
‘ + etlou enzymatique \\.\_ fi(édufﬁon
' H (9] Pl € metaux
ONOO" 272 0,
—J.\!_;'dopero.\)wV ' _\mn-nl
- - + ‘Z,C +
@ v“"Roo~roon * P )
HOCl OH' 1
—_ r RO’
' ! | '
s A | 2 : Proteines (dégradation,
ADN (modification Lipides (peroxydation, fragmentation, peroxydation
* | modification, inactivation)

‘ | des bases, cassures) | perte des acides gras)

- I —p——i| L _— —

Figure 8 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR (Kohen, (2002)).

IL.5. Les antioxydants de I’organisme :

Pour éviter le stress oxydant, il est nécessaire de rétablir 1’équilibre oxydant/antioxydant afin

de préserver les performances physiologiques de 1’organisme.

Les antioxydants sont des espéces capable, a faible concentration, de réagir avec des substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher leur oxydation. Les cellules consomment beaucoup
d’énergie pour controler le niveau d’espéces réactives de I’oxygeéne. La nature des systémes
antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu
intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser

en systémes enzymatiques et non enzymatiques (figure 9) (Shahidi, (1997)).

12
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Figure 9 : Régulation de la production d’espéeces réactives de I’oxygene par les systemes

de défenses antioxydants (Milbury, (2008)).

o Systemes enzymatiques : (Piquet, (2007) ; Smythies, (1998)).

I1 s’agit principalement de trois enzymes ;

1- Le superoxyde dismutase (SOD) : [accélere la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne. Il y a plusieurs iso-enzymes de SOD : SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a
cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD)].

2- La catalase (CAT) : [se trouve dans les hématies et les peroxysomes hépatiques]. Elle
agit en synergie avec la SOD puisque elle accélére la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau
et en oxygéne moléculaire]

3- La glutathion peroxydase (GPx) : [La glutathion peroxydase est une séléno-enzyme
(Se- GPx) qui détoxifie le peroxyde d’hydrogéne résultants de 1’oxydation du cholestérol ou des
acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec ’oxydation de substrats réducteurs
comme le glutathion (GSH : glutathion réduit). La glutathion réductase (GR) a pour réle de
régénérer le GSH a partir du GSSG (glutathion oxydée) tout en utilisant le NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidase : enzyme donneur d’¢lectrons) comme un cofacteur.

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O2°*" et

du H202, conduisant finalement & la formation de 1’eau et de ’oxygéne moléculaire comme le

13
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montre la (figure 10).

o _ SOD CAT
O,———» 0O, ————» H,0,

H>0 + 2 O3

\/ GSH \’/, NADP* ~

GPx ’ GR| ' GePD

A/\>(_;ss(; /\- NADPH 4/

Figure 10 : Mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique.

o Systémes non enzymatiques :

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogénes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine,
I’acide lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est
sans doute le glutathion réduit. La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux
peroxyles et I’oxygene singulet, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des
attaques radicalaires.

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme I’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe?* /[Fe** ou Cu?*/Cu* permettant de prévenir la production des radicaux libres par

la réaction de Fenton (figure 11) (Trivalle, (2002)).

Chaiine 0 Lumieére UV
resp;ratmre 2

(90% des ERO
cellulaires)

0,

Oxvgéne singulet

Dlsmutatlon

Amﬂn’ superoxyde Perox'i de d’hydrogéne

réaciion de Fenton
=
_ [H202 +[Fe2t ..»
réaction d"Haber- Weiss OH + OH™ +[Fed+|]
[02.- H{Fe3+) - /

02 +[Fe2#] © e e
/ Rﬂdf;‘;’f fl‘_}'.(‘.."_r-a.]‘_].‘.f{’
Activation des cascades Pe]l;;a‘idqal:on \
des kinases
Oxydation des Oﬂ':ia'iu’_’ de
protéines IADN

Figure 11 : Especes oxygenées réactives (EOR) non enzymatique.
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D’autres substances exogeénes apportées par 1’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophéral), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. La
vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systéme.

Des composés comme les alcaloides, les polyphénols, les huiles essentielles (Bruneton,
(1999)) et les flavonoides issus de 1’alimentation, jouent un réle similaire de piégeurs de radicaux

libres.

11.6. Les antioxydants d’origine végétale :
11.6.1. Les phénols :

Les phénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
est directement li¢ au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre
fonction telle que : éther, ester, etc. Chimiquement, ils sont réactifs et donnent souvent lieu a

des liaisons hydrogenes, ou chélater des métaux (Bruneton, (1999) ; Gorham, (1977)).

Les différentes classes des polyphénols sont regroupées dans la (figure 12).

Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques. On suppose que les plantes, en les
produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les acides
phénoliques, comme I’acide rosmarinique, sontfortement antioxydants et anti-inflammatoires et

peuvent avoir des propriétés antivirales.

. ' L
Bcides phénoligques Flavonoides Non-flavoneides
|
r L | r ! 1
Acide Acide Stilhanes Lignans Butres
hydroxybenzoigque hydroxy T R
. . g O A TN
cinnamigue " i il o
i _ !“I'\;:I-:/:u i | TH e o O 'l_lﬁ\-..
HO,_A, HO,_, cooe LI [ = N I.‘._, -
HO ™ Coow s i | OCH Conmarines
" o oH
Acide galligue Acide fernligue Resveratrol Secoisolariciresinol

15



Partie Théorique / Chapitre Il : Activité antioxydante

Figure 12 : Les différentes classes de composés phénoliques.

11.6.2. Les flavonoides :

Les flavonoides sont le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Plusieurs
d’entre eux sont des pigments responsables de la coloration des végetaux. Ils peuvent se trouver
sous forme libre appelée aglycone ou liées sous forme d’hétérosides, c'est-a-dire des sucres.
(Heller, (1993)).

Les flavonoides peuvent empécher les dommages oxydatifs par différentes
mécanismes : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes
(Hodek, (2002)) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont Initiateurs
des réactions radicalaires ; soit par I’inhibition des enzymes responsables de la génération
des radicaux libres (Van acker, (1996); Benavent garcia, 1997)).

IIs jouent un role trés important dans le traitement des  inflammations, du diabéte,
des tumeurs, des hépatites, de 1’hypertension, des thromboses, des allergies et des

affections bactériennes et virales (Anderson, (1996) ; Cowan, (1999) ; Yao, (2004)).

Les différentes classes des flavonoides sont regroupées dans la (figure 13).
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Figure 13 : Les différentes classes de flavonoides.

11.6.3. Les tanins:

Ce sont des composés polyphénoliques qui permettent de stopper les hémorragies, lutter

contre les infections, drainer les sécrétions excessives et réparer les tissus endommagés par un

eczéma ou une brdlure.

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

de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto-oxydation des lipides (Smythies, (1998)).

Les différentes classes des tannins sont regroupées dans la (figure 14).
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Figure 14 : Les différentes classes de tannins.

11.6.4. Les coumarines :

Les coumarines se trouvent dans plusieurs especes vegétales et possedent des propriétés tres
diverses. lls peuvent prévenir la peroxydation des lipides membranaires et capter les radicaux
libres. Les conditions structurales requises pour I’activité anti-peroxydante des coumarines sont
similaires a celles signalées pour les flavonoides (Madhavi, (1996)).

La structure des coumarines est donnée dans la (figure 14).

/ 0
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Figure 15 : Les coumarines.
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I.1. Matériel végétal :

Notre choix du matériel végétal s’est porté sur /’Atriplex Halimus L., communément

appelée « Gtaf » car elles est trés abandante dans la région de Tébessa et nous avons

sélectionné trois communes de Tébessa (au nord Wanza, au centre la ville de Tébessa et au

sud Négrine) pour deux raisons, la différence d’altitude d’une part et les conditions

climatiques d’autre part.

I.1.1. Situation géographique :

Les caractéristiques des zones d’étude sont représentées sur le tableau 3 et leur

position est donnée sur la (figure 16).

Tableau 3 :

Figure 16 : Carte géographique des régions de récolte

[l Wenza
I Tébessa
[ Negrine

Caractéristiques des zones d’études.

Région Altitude (m) Latitude Longitude Etage bioclimatique
Wanza 483 N35.92521° E8.20602° Semi-aride

Tébessa 960 N35.21284° E8.11667° Aride et semi-aride
Négrine 312 N34.48.33330° | E7.5166670° aride

I.1.2. Récolte et séchage :

Pour cette étude nous anons utilisés les parties aériennes de |’Asriplex Halimus L. La récolte a

été faite au mois de Décembre 2020, dans les trois communes de Tébessa.
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Le traitement préleminaire des plantes, aprés la récolte, a été de les débrasser des débrit (mauvaises
herbes) et des possiéres (lavage a 1’eau), puis les sécher a I’ombre. Elles ont été broyées en poudre

fine a ’aide d’un broyeur électrique et la poudre a été conservé a I’abri de I’humidité.

1.2. Matériel de laboratoire utilisé :

Le materiel et les produits utilisés sont representés dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Gros matériel utilisés.

Matériel Photo

Lampe UV

Spectrophotomeétre UV-Vis

Voltalab 40
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Rotavapeur

Lyophilisateur

Agitateur magnétique

Balance électronique de preécision
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Bain thermostaté

Chauffe ballon

Montage de filtration

Micropipettes
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Etuve

- T WS

Tableau 5 : Matériel et produits utilisés.

Petit matériel Produits
1- Papier filtre 1- MeOH
2- Erlenmeyer 2- EtOH

3- Ampoule a décanter 1l

3- Ether diéthylique

4- Cristallisoir

4- Ether de pétrole

5- Entonnoir 5- CH:Cl;

6- Papier PH 6- MgSO4

7- Plague CCM 7- CHCIs

8- Buchner 8- Acétate d’éthyle
9- Spatule 9- n-butanol

10- Becher de (50ml, 100ml, 250ml, 500ml) 10- FeCl3

11- Ballon a fond rend 11 11-HCl cc

12- Pierre ponce 12-NH4OH

13- Tubes a essais 13- Folin

14- Eprouvette graduée

14-Tournure de Mg

15- Fiole jaugée

15- Liqueur de fehling
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16- NaOH

17- AICl3

18- H2S04 cc

19- Carbonate de Na

20- Acide formique

21- Acétone

22- Eau distillée
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23- lode

24-KI

25- DMF

26- Acide trichloroacétique

27- Acide gallique

28-Toluéne

29- Empois d’amidon

30- Acétate de sodium.

31- Tartrate de potassium

32- Tartrate de sodium

33- Anhydride acétique

34-Formol

35- PFe

I. 3. Etude qualitative ( screening phytochimique)

Les plantes contiennent de nombreux métabolites (primaires et secondaires). Parmi les
métabolites secondaires, on peut citer les flavonoides, les alcaloides, les tanins, etc. Ces
composes sont des molécules actives présentes dans les plantes représentant un grand intérét

dans de nombreuses industries (pharmaceutique, parfumerie, agro-alimentaire, cosmétique,

etc.).

Dans notre travail, nous avons essayé plusieurs tests phytochimiques sur la plante
d’Atriplex halimus L., obtenue a partir des différentes régions de Tébessa (Wanza, Tébessa ville
et Négrine) pour voir les composés actifs présents dans cette plante en fonction de 1’altitude et
du climat. Nous avons eu recours a différentes méthodes de détection (Mazari, (2010)) qui

consistent a réaliser des réactions spécifiques conduisant a ’apparition d’un précipité ou un

changement de couleur confirmant la présence de ces constituants.
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Les extraits utilisés pour les tests ont été obtenus selon le protocole suivant : 50g du
matériel végétal en poudre séche est mis dans 300 ml de solvant dans un ballon surmonté d’un

réfrigérant, une ébullition a reflux pendant une heure et une filtration du mélange.

1.3.1. Extraction a I’eau distillée : (Mazari, (2010))

1.3.1.1. Recherche d’amidon :

Le test consiste a chauffer 5 mL de l'extrait aqueux avec 10 mL d'une solution
saturée de NaCl dans un bain-marie jusqu’a €ébullition. Ensuite on ajoute le réactif d’amidon.

» Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleu violacé .

1.3.1.2. Recherche de saponosides :

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant 1,5 mL d'eau distillé a 2 mL
de l'extrait aqueux, puis la solution estfortement agitée. Aprés 20 minutesla teneur en
saponosides est évaluée.

» Pas de mousse = test négatif.
» Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.
» Mousse de 1-2 cm = test positif.

» Mousse plus de 2 cm = test trés positif.

1.3.1.3. Recherche de tannins galliques :

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant & 1 mL de lextrait aqueux, 1
mL d'eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution diluée de FeCls.

» L'apparition d’une coloration bleu-vert indique la présence des tanins galliques

1.3.1.4. Recherche de tannins catéchiques :

Ajouter 10 ml de formol a 30% et 5 ml d'acide chlorhydrique concentré a 5 ml de la
solution a tester. Le mélange est chauffé dans un bain-marie pendant 15 minutes.

» L’obtention d’un précipité indique la présence des tannins catéchiques.
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1.3.1.5. Recherche de mucilages :

Introduire 1 ml de décocté dans un tube a essai, puis 5 ml d’alcool absolu est ajouté

(Awor, (2003)).
» L’obtention d’un précipité floconneux aprés agitation indique la présence de mucilages.
1.3.1.6. Recherche de polyphénols :

Quelques gouttes de perchlorure ferrique (FeCls, 10%) sont ajoutées a 2 ml d’extrait
aqueux, la formation d’un précipité noir-vert intense est le signe de présence des Polyphénols

(rajeshwar, (2013)).

1.3.1.7. Recherche de caroténoides :

On ajoute 3 ml d’HCL et 3 ml d’H2SO4 a 5 ml de I’extrait aqueux.
» L’apparition d’une coloration verte devenant bleu par la suite indique la présence de

caroténoide (Bruneton, (1999)).

1.3.1.8. Recherche de glycosides cardiaques :

2 ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I’extrait aqueux.
» L’apparition d’une coloration brun-rougeatre aprés 1’ajout de H.SO4 indique la présence de

glycosides cardiaques (YYam, (2009)).

1.3.1.9. Recherche des composés réducteurs :

Traitez 2 ml de la solution aqueuse d'extrait avec quelques gouttes de la liqueur de
Fehling (0,5 ml de réactif A (acide) et 0,5 ml de réactif B (basique)) puis chauffer.

» L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence d’hydrates de carbone.

1.3.2. Extraction a I’éthanol : (Mazari, (2010))

1.3.2.1. Recherche d’alcaloides (sels) :

26



Partie experimentale / Chapitre | : Matériel et méthodes

Deux essais ont été effectués :
» Evaporer 20 ml de la solution éthanolique.
Ajouter 5 ml d’acide chlorhydrique (HCI) a 10% au résidu et chauffer dans un Bain-marie.
Filtrer le mélange et I’alcaliniser avec une solution d’hydroxyde d’ammonium(NH4OH) a 10%
jusqu’a pH = 9, extraire la solution avec 1’éther diéthylique (Et20), ensuite dissoudre le résidu
obtenu dans I’acide chlorhydrique (HCI) a 2%.
Les alcaloides sont décelés par les réactifs de Mayer et de Wagner.
» Evaporer 20 ml de la solution éthanolique.
Ajouter SmL d’acide chlorhydrique (HCI) 2N au résidu et chauffer dans un Bain-marie. Filtrer
puis diviser le filtrat en deux parties : La premiére est traitée avec le réactif de Mayer et la
seconde avec le réactif de Wagner.
e [’observation d’une turbidité ou d’un précipité indique la présence d’alcaloides.
Une légére opacité: test faiblement positif (+)
Une turbidité et non une floculation: test positif (+)

Une floculation ou un précipité lourd: test trés positif (++)

1.3.2.2. Recherche d’anthracénosides et anthocyanosides :

25 ml d'extrait éthanolique sont ajoutés a 15 ml d'acide chlorhydrique a 10% dans un
ballon surmonté d’un réfrigérant et chauffé pendant 30 minutes. Aprés refroidissement, la
solution est extraite trois fois avec 15 ml d'éther diéthylique, ensuite les deux phases sont traitées
séparément.

e Anthocyanosides :

Doser la phase aqueuse acide par une solution de soude (KOH). Un changement de

couleur en fonction du pH prouve la présence des anthocyanosides.

> PH < 3 la solution se colore en rouge, coloration qui décroit quand le pH augmente vers
la neutralité.
> 4 < pH < 6 la solution prend une coloration bleue.

e Anthracénosides :

On ajoute a 8 ml de la phase éther quelques gouttes de réactif de Borntréger.
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» L’apparition d’une couleur qui varie de I’orange-rouge au violet pourpre indique la présence

d’anthracénosides.

1.3.2.3. Recherche des flavonoides :

Les flavonoides sont recherchés en ajoutant quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré (HCI) a 5 ml d'extrait éthanolique en présence de 0,5 g de tournures de magnésium
(Mg).

Il apparait aprés 3 minutes une coloration :
> rose-orangé (flavones).

» rouge (flavonols).

» violet, bleu (flavonones).

>

sans coloration (isoflavones).

1.3.2.4. Recherche des stérols et stéroides :

Pour la détection de ces composés, on évapore 10 ml d'extrait éthanolique a sec puis on traite le
résidu obtenu avec 10 ml de chloroforme anhydre (CHCIs), puis on filtre le mélange. On ajoute
5 ml d’anhydride acétique a la solution obtenue avec quelques gouttes d'acide sulfurique
concentré(H2S04). Agitez la solution, puis laissez-la reposer.

» L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert indique la présence des stérols

et stéroides.

1.3.2.5. Recherche des coumarines :

Evaporer 5 ml de la solution éthérique extraite de I’extrait éthanolique, on ajoute 1 ml
d'eau chaude, puis on divise le volume en deux parties. Prendre la moitié du volume comme
contrdle et ajouter a l'autre volume 0,5 ml de NH4OH (10%), ensuite placez deux gouttes sur du
papier filtre et vérifiez-les sous la lumiéere UV.

» La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence intense.
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1.3.2.6. Recherche des composés réducteurs :

Ajouter 2 mL d’eau distillée et quelques gouttes de la liqueur de Fehling a ImL de
I’extrait éthanolique puis chauffer. La formation d’un précipité rouge brique prouve la

présence de sucres.

1.3.2.7. Recherche des tannins :

Traiter 2 mL de la solution éthanolique avec quelques gouttes d’une solution de chlorure
ferrique (FeClz) a 1%. Puis les Réactifs de Stiasny et Bath Smith sont utilisés.

» LD apparition de la couleur verte ou bleu verdatre indique la présence des tanins.

1.3.3. Extraction a I’éther diéthylique : (Mazari, (2010))

1.3.3.1. Recherche des acides gras :

Evaporer & sec 20 ml de I'extrait éthérique, dissoudre le résidu obtenu dans de 1’éthanol,
on obtient une solution éthanolique, que l'on traite avec une solution basique d'hydroxyde de
sodium ou d'hydroxyde de potassium, suivie de I'addition de 2 ml d'eau distillée. Extraire la
solution avec I'éther diéthylque et la concentrer a sec.

» Un test positif est révéle par l'obtention d'un résidu gras.

1.3.3.2. Recherche des huiles volatiles :

Evaporer & sec 20 ml de I'extrait éthérique, dissoudre le résidu obtenu dans de 1’éthanol
puis évaporer a sec la solution éthanolique obtenue.

»  Untest positif est révélé par I'obtention d'un résidu aromatique.

1.3.3.3. Recherche des lipoides :

Apres la macération de 2 g de poudre dans 15 ml d’éther de pétrole pendant 30
min, le filtrat est récupéré puis évaporé sur une plaque chauffante jusqu’a [’obtention
d’un résidu huileux.

» Dapparition d’une coloration verte ou violéte aprés 1’ajout de quelques gouttes d’H2SO4
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indique la présence de lipoides (Bruneton, (1999)).

1.3.4. Extraction a I’acide sulfurique : (Mohamed Chenni, (2010))

1.3.4.1. Recherche des quinones combinées :

Extraire la solution obtenue avec du chloroforme (CHCIs), décanter puis évaporer la
phase organique, on ajoute alors quelque goutte d’une solution d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) diluée a 50%

» L’apparition d’une couleur rouge indique la présence de quinones combinées.

1.3.5. Extraction au chloroforme : (Mohamed Chenni, (2010))

1.3.5.1. Recherche des stérols insaturés et terpénes :

Les stérols insaturés et les terpenes ont éte recherchés par le réactif de Lieberman. 5 ml
de I’extrait chloroformique sont évaporés a sec. Le résidu est dissout dans 1 ml d’anhydride

acetique, puis chauffé. On ajoute ensuite 0,5 ml d’acide sulfurique concentré (Yam, (2009)).

» L’apparition a I’interphase d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert,

indique une réaction positive.
1.3.5.2. Recherche des anthraquinones :

Ajouter ImL d’une solution de potasse (KOH aqueux 10% (V/V)) a [Pextrait
chloroformique. Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage

de la phase aqueuse au rouge.
I.4. Etude quantitative :

1.4.1. Méthode d’extraction :

1.4.1.1. Macération :
Elle consiste a macérer 100g de la poudre de plante dans 300ml de solvant
pendant 24h. On filtre et on refait 1’opération 2 autres jours. Apres réupération de toutes

les fractions, on évapore a sec et on mesure le rendement brut.
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1.4.1.2. Décoction :
Mettre 100g de la poudre de plante dans 300ml de solvant et chauffer a

reflus pendant 30min. On filtre et on évapore a sec et on mesure le rendement brut.

1.4.2. Choix du solvant :

Les opérations d’extractions sont conduites en présence de différents solvants a
savoir le méthanol, I’éthanol, 1’acétone, 1’acétate d’éthyle et I’eau. Ces solvants ont été

choisi polaires pour extraire le maximum de la plante.

Un mélange hydroalcoolique peut étre envisagé selon les résultats obtenus avec

différents pourcentages solvant/eau.

1.4.3. Extraction liquide-liquide :

L’extraction liquide-liquide des métabolites secondaires dépend de leur solubilité dans les
solvants organiques. Ainsi, le fractionnement de 1’extrait brut a été mené, d’abord en ajoutant
de I’eau chaude et en filtrant, ensuite en utilisant successivement quatre solvants organiques de
polarités différentes (I’éther de pétrole, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le 1-butanol).
Les extraits sont conservés a froid jusqu’a leur utilisation. La (figure 17), résume les étapes de

fractionnement de ’extrait brut.
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MeOQH/H-O (30%/30%)

Extrait brut

1-Eau chaude, filtration | 2- Extraction avec I'éther de pétrole

(rmime e l

| Extraction avec le dichlorométhane
Phase d’acétate

Extraction avec I'acétate d’éthvie
d*éthyle Extraction avec le 1-butanol

k
Phasze aqueuse

Figure 17 : Les étapes d’extraction de la plante solide/liquide et liquide/liquide
1.4.4. Dosage des polyphénols :
I.4.4.1. Principe :

Ce dosage s’effectue au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM012040) qui est réduit lors de I’oxydation des polyphénols, en mélange d’oxydes bleus de
tungstene (WgO23) et de molybdene (MOsgO23). La coloration bleue est mesurée a 750 nm. La

méthode est standardisée par rapport a I’ Acide Gallique (Daels rakotoarison, (1999)).
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1.4.4.2. Mode opératoire :

Une prise de 125 pl de I’extrait dilué 10 fois est mélangée avec 500ul d’cau distillée et
125ul du réactif de Folin-Ciocalteu sont agité vigoureusement pendant 3 min. Une prise de
1250 pl de Na;COsza 7 % est additinnée. Enfin le mélange obtenu est ajusté par 1’eau distillée
a 3 ml. Aprés un repos de 90 min a I’obscurité, la lecture de ’absorbance est effectuée a une
longueur d’onde de 760 nm. La gamme étalon est préparée avec ’acide gallique a des

concentration variant de 50 a 500 mg.I™. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG.g'l MS)

(Bourgou, (2016)).

1.4.5. Dosage des flavonoides :

1.4.5.1. Principe :

Ce dosage est base sur la quantification des flavonoides totaux decrit par (Lamaison,
(1990)) Elle repose sur le pouvoir de ces molécules a former des complexes avec 1’AlCI3
donnant un chromophore mesurable a 430nm. La methode est standardisée par rapport a la

catéchine.

1.4.5.2. Mode opératoire :

Dans une fiole jaugée de 50ml, une quantité de 100ul de chaque extrait préparé dans |
e méthanol pur est ajouté a 100ul d’AlCl; a 10% et 30ml de méthanol pur, ensuite la fiole
est complétée avec de I’eau distillée. L’ensemble est incubé a 'ombre a la température
ambiante pendant 30 minutes,l’absorbance est lue a 430 nm. La quantification des flavonoides
se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard, la
catéchine. La teneur en flavonoides  est exprimée en milligramme d’équivalent de

catéchine par gramme d’extrait (Kosalec, (2004)).
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I.5. Etude de Dactivité antioxydante totale par voltammétrie cyclique
(Bouhamed, (2019)) :

L.5.1. Principe :

Les méthodes électrochimiques utilisent la propriété de certaines substances de pouvoir
échanger des électrons avec un conducteur €électronique qui est 1’électrode.

La voltamétrie cyclique est une méthode d'analyse électrochimique pour détecter et
caractériser des composés oxydables et réductibles en solution.

En voltamétrie cyclique, on fait varier le potentiel de I'électrode de travail d'un potentiel
initial Eo, qui va augmenter jusqu'au potentiel Emax, puis il diminue jusqu'a Emin avant de
retourner a Eo. On peut enregistrer plusieurs cycles.

Dans le cas d'une réaction réversible, on trouve un courant inverse au retour du balayage

de potentiel si le produit de la réaction est stable (figure 21).

2.00E-04
1.50E-04
1.00E-04
5.00E-05
0.00E+00

-5.00E-05

Current [pA)

-1.00E-04

-1.50E-04

-2.00E-04

-2.50E-04

-3.00E-04 T r
15 1 0.5 0 -0.5 -1 15

Potential (V)

Figure 18 : Voltamogramme d’un systéme réversible.

* Epa et Epc : sont les potentiels d’oxydations et de réductions.

Par contre, si le produit se decompose avant le retour du balayage de potentiel, le vague

retour n’est pas observée, c’est le systeme irréversible (figure 22).
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[y

"O:

Figure 19 : Voltamogramme d’un systéme irréversible

Siun composé contient plusieurs degrés d'oxydation, ou s'il y a plusieurs produits presents
avec des potentiels rédox différents, le voltamogramme montre plusieurs vagues successives.

La (figure 23) montre deux vagues réversibles.

Courant {unilé arbitrara)

1.2 [ L] (%] .5 .4 02 .6 0.2
Potantisl {V vs_ élactrode de riférence)

Figure 20 : Voltamogramme d’un systéme réversible a deux vagues.

L'activité antioxydante des extraits naturels est liee au comportement redox des
substituants attachés aux polyphénols (-OH, -OMe, etc.), ce qui est traduit par des pics
d’oxydation (intensités (Ipa) et potentiels d’oxydation (Epa)) et des pics de réduction si le

systéme est réversible.

L’acide gallique est utilis¢é comme standard dans notre étude, pour évaluer Iactivité

antioxydante de nos extraits, a cause de ses propriétés antioxydantes intéressantes.
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. 1.5.2. Mode opératoire (Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage de
I’anion superoxyde O>") :

o Comportement de I’oxygeéne :

D’aprés Benabdesselam (2017). Les mesures sont effectuées dans une cellule
¢lectrochimique de 25 ml et un systéme a trois électrodes. L’anion radical superoxyde est généré
par ’oxygéne moléculaire commercial dissout dans le DMF qui contient 0.1M de NaBu4PFs &
la température ambiante. La vitesse de balayage est de 100mV/s. La gamme de potentiel
appliquée a été réalisée de - 1.6V a 0.0V par rapport a I’ECS. Les voltammogrames de ’oxygéene

sont ensuite enregistrés et seront du type (figure 24) :

HA)
A (¥,
b,
v s = "
02 —%’ 02+ le
R
+ ‘ +4 0F
' /o8 a4 02

Figure 21 : Voltammograme cyclique de I’oxygéne (Benabdesselam, (2017))

e Comportement de I’acide gallique :

L’¢étude électrochimique du comportement de I’acide gallique est effectuée a une
concentration de 0.1mM a 1.1 mM, un potentiel variant de -0.4 mV a 1.6 mV et une vitesse de

balayage de 100 mV/s.

e Comportement des extraits :
Dans les mémes conditions précédentes, on traite les extraits de /’Atriplex halimus L., en
ajoutant une quantité bien déterminée de 1’extrait dans la cellule électrochimique (Boubekri,

(2014)), on obtient les voltammogrammes cycliques suivants :
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La capacité du produit testé a piéger les radicaux superoxydes (O2") est calculée en
utilisant I'équation suivante (Benabdesselam, (2017)) :

Capacité inhibitrice de 1’ion superoxyde (%) = 100*(Ip0-Ips)/1p0

Ou : 1p0 : intensité du courant du pic anodique de I’oxygéne seul

Ips : intensité du courant du pic anodique de I’oxygéne plus I’extrait
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I1.1. Analyse qualitative (screening phytochimique) :

La plante d’Atriplex Halimus L., est parmi les plantes utilisée dans les domaines
pharmaceutiques et médicinales (Benallou, (2018)). Un criblage phytochimique qualitatif a été
¢laboré pour la partie aérienne de la plante en vue d’une caractérisation des substances
chimiques susceptibles d’étre exploités a plusieurs échelles (pharmaceutique, alimentaire,
cosmétique, etc.) (Hamida, (2019)). L’extraction de ces composés différents est une étape

primordiale pour la valorisation de la plante qui dépend de la méthode et du solvant approprié.

Notre étude phytochimique réalisée sur la plante d’Atriplex Halimus L., a montré des
résultats qui sont confirmés avec d’autres travaux, a savoir la présence ou I’absence de certaines
familles chimiques. Ceci peut étre expliqué par une différence au niveau de plusieurs parametres
géographiques, physicochimiques ou biologiques tels que : la différence du site de récolte y
compris I’environnement de la plante, la lumicre, les précipitations, la topographie, la saison, le
type de sol, la période de récolte, le patrimoine génétique ou la partie de la plante étudiée.

Nous avons réalisés des tests phytochimiques, en utilisant des extraits aqueux,
éthanolique, éthérique, acide sulfurique et chloroformique, sur la partie aérienne de la plante
d’Atriplex Halimus L. provenant de trois différentes altitudes de la région de Tébessa : Tébessa
ville, Wanza et Négrine. Les tableaux suivants regroupent les résultats obtenus selon le solvant

utilisé puisque chaque type de molécule peut étre extrait par un solvant différent.

I1.1.1. Extraction a ’eau distillée :

Des tests phytochimiques ont été réalisés sur un extrait aqueux préparé a partir de la
plante d’Atriplex Halimus L. Les résultats ont montré la présence de composés réducteurs,
polyphenols, glucosides cardiaques, mucilages et tannins cathéchique dans les trois régions.
Concernant les composés saponosides ils ont éte trouvés dans la plante dérivée de Wanza, et
leur absence dans la plante de Tébessa ville et Négrine, et cela est di a la présence de la plante
dans des conditions climatiques différentes (type de sol, I'numidité de l'air et de la température).

(Tahan, (2019))

Quant aux résultats négatifs, ils indiquent que les composés ne sont pas présents dans

cette plante, tels que I'amidon, les tannins galliques et les caroténoides (tableau 6).
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Les résultats des tests phytochimiques de I’extraction a I’cau distillée.

Tableau 6 :
Plante Composé réactif Résultats Observation
recherché Test Avant Apres
Bleu
N Violaed
|, /réactif Bleu
T ' S
AMIdONS | 4> midon Violacé
Bleu
w Violacs
précipité rouge
N brique
Composés | Liqueur de precipité rouge
T . Fehling brique
Réducteurs
précipité rouge
w + brique
N - PasMousse
Saponosides e . iﬁi’;‘i:t’;;
T p de mousse - = PasMeusse
W + Mousse=1
- Bled-vert
Tannins
Gallique FeCl3 ) Bley—vert
w - Bleu—vert
N + Précipité
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Tannins Reactif de
T o stiasny + Precipité
Cathéchique
w + Précipité
précipité noir-
N + ver

précipité noir-

T Polyphénols | FeClz a 10% + ver

précipité noir-
ver

brun-rougeatre

Glucosides | Chloroforme brun-rougeatre

T cardiaques +

brun-rougeatre

précipité
floconneux

précipité
floconneux

Mucilages EtOH

\

précipité
floconneux

2. e

Bleu

Bleu
T Caroténoides | HCI+H2S04 -

=

N
?

11.1.2. Extraction a I’éthanol :
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Les résultats obtenus ont montré la présence de flavonoides. Les tests sur les coumarines
ont montré une fluorescence positive, mais sur la plaque CCM, on peut remarquer que la plante
de Wanza contient plus de coumarines que celle de Tébessa ville et moins dans la plante de
Négrine. Pour les composes réducteurs, nous avons remarqué la présence d’une grande quantité
de preécipité pour la plante de Wanza, moins pour la plante de Tébessa ville et encore moins pour
la plante de Négrine. Les mémes résultats ont été trouvés par (Benhammou, (2009), pour la
plante d’Atriplex Halimus L. de la région de Biskra. Concernant les composés anthracénosides,
une couleur rouge foncé est apparue dans la plante de Négrine, moins foncé dans la plante de
Tebessa ville et dans une moindre mesure a Wanza.

Les tests sur les alcaloides, les anthocyanosides, les stérols, stéroides et les tannins ont

été trouvés negatifs pour toutes les régions (tableau 7).

Tableau 7 : Les résultats des tests phytochimiques de I’extraction a 1’éthanol.

Plante Composé réactif Résultats Observation
recherché Test Avant Apres
. | T e
- blane

T Alcaloide Réactif de -

[ Ak
blane

Mayer
w (M) -

T Alcaloide Réactif de -
Wagner

'N e
‘ blane
e

blane

& o
blane

Violet

=ENEENE
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Violet
T Antracénoside | Réactifde | +/-
Borntrager = i
Violet
W -
N - Reuge
Anthocyanoside Dosage
T avec - Reuge
NaOH
w - Rouge
précipiteé
N + rouge brique
. i précipité
T Composés Liqueurde | 4 rouge brique
réducteurs Fehling
précipité
W + rouge brique
violet, bleu
N +
violet, bleu
T HCl cc +
Flavonoide N
violet, bleu
W Mg *
Violet
N -
Réactif de .
Stérols et Lieberman Vielet
T stéroide Burchard )
Violet
W -
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N - Bleu-vert
Tannins FeCl
T 3 ] Bley-vert
w - Bleu-vert
fluorescence
N + intense
Les coumarines | NH4OH fluorescence
T 10% + intense
fluorescence
w + intense
N +
T Les coumarines NHsOH +
10%
w +

I1.1.3. Extraction a I’éther diéthylique :
Pour I’extrait étherique, les résultats des tests des lipoides et les acides gras ont montrés la
présence dans les trois régions. Les huiles volatils sont absent dans les trois régions

(tableau 8).

Tableau 8 : Les résultats des tests phytochimiques de 1’extraction a 1’éther diéthylique.
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Plante Composé | réactif Résultats Observation
recherché Test Avant Apres
résidu gras
N +
_ résidu gras
T Acides NaOH +
gras
g . résidu gras
W +
- sid
N - aromatigue
i
T Huile EtOH - aromatique
volatile
\ -
w - \ aromatigue
verte ou viol
N + N cte
_— S verte ou viol
T Lipoides H2S04 . ‘ S
| verte ou viol
w + cte

11.1.4. Extractions par le chloroforme et I’acide sulfurique :

Pour I’extrait chloroformique, les résultats des tests de stérols insaturés, terpenes et

anthraquinones étaient tous négatifs dans les trois régions. Dans I'extrait d'acide sulfurique, le

résultat du test des quinones combinés est positif (couleur rouge) dans les trois plantes

(taableau 9).

Tableau 9 : Les résultats des tests phytochimiques des extractions par le chloroforme et 1’acide

sulfurique.
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Plante Composé réactif Résultats Observation
recherché Test Avant Apres
Finterphase
N - bleu
Stérols Finterphase
T insaturés et H2SO4 ) bley
terpenes
w .
N -
T Anthraquinones -
NaOH a
10% :
W - i
Rouge
N +
Quinones NH4OH I. Rouge
T _ +
combinés
; Rouge
w +

11.2. Analyse quantitative :

11.2.1. Rendements (bruts, polyphénols et flavonoides) :

L’étude quantitative des extraits bruts d’Atriplex Halimus L., au moyen des dosages

spectrophotométriques UV-Visible, ont pour objectif la détermination de la teneur des

polyphénols totaux et des flavonoides. Deux courbes d’étalonnages ont €té tracées avec des

solutions étalons a différentes concentrations (I’acide gallique pour le dosage des polyphénols

(figure 25) et la catéchine pour le dosage des flavonoides (figure 26). Les quantités des

polyphénols et des flavonoides correspondantes ont été rapportées en milligramme

d’équivalents de 1’étalon utilisé¢ par millilitre d’extrait (mg Eq AG/ml d’extrait) donnant des

droites d’équation :
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(Y =ax +b) Y étant ’absorbance et x la concentration.

g 1431
g b

0789 | _/
0,763 | ./ Y=9 045X

0,508
0,337

0,195

1595 312 625 125 250 500 .
' C(mg/ml)

Figure 25: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

® 0,30 -

0,25 4
Y=1,53
0,20 4
0,15 -

0,10 S

0,05 4

T T T \
o 50 100 150 200 C(

mg/ml)

Figure 26 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

I1.2.1.1. Choix de la méthode d’extraction et du solvant pure :
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Pour notre matiére végétale, nous avons essayé 1’extraction a chaud et a froid avec différents
solvants. Les résultats rendements (bruts, polyphénols et flavonoides) obtenus sont regroupés

dans le tableau 10 et les figures 26-28.

Tableau 10 : Rendements (bruts, polyphénols et flavonoides) a chaud et a froid et différents

solvants.
Plante | Solvant A chaud A froid
Extrait | Polyphénols | Flavonoides | Extrait | Polyphénols | Flavonoides
brut(%o) C(mg/ml) C(mg/ml) | brut(%o) C(mg/ml) C(mg/ml)
W 7,61 18,46 0,56 8,31 28,64 0,74
T EtOH 9,10 15,70 0,10 9,47 20,68 0,15
N 5,3 19,76 0,19 7,15 31,73 0,22
w Acétate 4,32 14,58 0,60 4,98 18,02 0,65
T d’éthyle 6,09 13,97 0,07 6,26 15,92 0,10
N 2,06 16,81 0,14 3,87 19,85 0,21
w 2,4 3,53 0,089 3,26 5,53 0,09
T Acéton 3,7 1,48 0,05 3,95 4,42 0,06
N 1,3 4,98 0,06 2,69 7,74 0,08
w 98 26,98 0,72 10,34 34,27 0,96
T MeOH 12,13 23,80 0,23 13,21 24,58 0,34
N 8,65 29,39 0,44 9,93 44,23 0,74
W 11,5 28,12 0,72 12,87 42,12 1,17
T Eau 13,34 24,78 0,26 13,9 39,09 0,94
N 11,9 34,65 0,60 10,77 48,20 1,06
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achoud e T

[51 froid

Rendements (%)

1 I 1
EtOH Acetate d'éthyle Aceton MeOH Eau
Les solvants

Figure 27 : Les rendements des extraits bruts (a chaud et a froid) dans les trois régions

de Tébessa dans différents solvants.
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Figure 28 : Concentration des polyphénols (a chaud et a froid) dans les trois régions de

Tébessa dans différents solvants.
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Figure 29 : Concentration des flavonoides (a chaud et a froid) dans les trois régions de

Tébessa dans différents solvants.

Quel que soit le solvant utilisé, la méthode a froid a donné les meilleurs résultats. Cette
méthode est la macération a température ambiante. Nous avons donc utilisé ce procédé pour le

reste de nos investigations sachant que cette méthode donne une grande protection des molécules

thermosensibles confirmée par (Leybros, (1984) ; Laaboudi, (2015)).

Lors de I'extraction de nos plantes des trois régions de Tébessa (Wanza, Tébessa et
Négrine), nous avons travaillé avec des solvants de forte polarité a savoir : le méthanol,
I’éthanol, I’acétone, 1’acétate d’éthyle et 1’eau, dont les résultats ont été représentés dans les
figures 27-29 et le tableau 10. Nous avons remarqué une différence dans les rendements bruts,
polyphénols et flavonoides, dans chaque solvant utilisé. D'aprés ces résultats, 1’eau donnait les
meilleurs rendements pour toutes les régions, suivies par le méthanol, ensuite I'éthanol, puis
l'acétate d’éthyle, et le rendement le plus faible était celui de l'acétone. Les deux meilleurs

solvants, c’est-a-dire I’ecau et le méthanol sont confirmés par d’autres recherches (Slamani,

(2018)).
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Malgré que ’eau ait donné le meilleur résultat, il ne peut étre considéré seul pour des
raisons de biodégradabilité, c’est-a-dire le risque de la fermentation et la contamination
bactérienne, surtout si plusieurs jours se sont écoulés. Ces phénoménes peuvent conduire a la

dégradation des molécules actives (Leybros, (2015)).

11.2.1.2. Choix du mélange solvant-eau :
Comme I’eau et le méthanol ont donné les meilleurs rendements, nous avons voulu tester

les mélanges hydro-alcooliques. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Rendements (bruts, polyphénols et flavonoides) dans différents les mélanges

hydro-alcooliques.

Plante Solvant Rendement
(MeOH /eau) Extrait Polyphénol Flavonoide
(VIv) % brut (%) | C (mg/ml) C (mg /ml)
N 11,075 44,23 0,74
T 100/0 15,38 24,58 0,34
W 12,125 34,27 0,96
N 7,45 25,43 0,27
T 90/10 9,46 21,46 0,25
W 8,55 24,32 0,29
N 8,45 25,76 0,36
T 80/20 10,32 22,55 0,34
W 9,8 23,99 0,41
N 9,13 24,55 0,35
T 70/30 11,76 22,67 0,31
W 10,90 23,32 0,37
N 11,06 25,65 0,33
T 60/40 13 23,319 0,32
W 12,35 24,98 0,52
N 12,86 45,28 0,98
T 50/50 16,93 35,41 0,38
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W 13,11 36,30 1,07
N 10,71 26,45 0,22
T 40/60 12,91 24,26 0,14
W 11,88 26,35 0,26
N 12,65 46,43 1,06
T 0/100 19,01 38,09 0,94
W 14,15 42,34 1,17
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Figure 30 : Les rendements des extraits bruts dans les trois régions de Tébessa dans les

mélanges hydro-alcooligues.
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Figure 31 : Concentration des polyphénols dans les trois régions de Tébessa dans les

mélanges hydro-alcooligues.
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Figure 32 : Concentration des flavonoides dans les trois régions de Tébessa dans les

mélanges hydro-alcooliques.
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A partir du tableau 11 et des figures 30-32, nous avons remarqué que les meilleurs
rendements des extraits (bruts, polyphénols et flavonoides) ont été obtenus pour 1’eau et le
mélange hydro-méthanol (50%/50%). Sur la base de ces résultats, nous allons nous concentrer,

dans notre étude, sur ce mélange.

Le tableau 11 et les figures 31 et 32 montrent que la région de Négrine contient la plus
grande quantité de polyphénols suivis par Wanza et la plus petite quantité est pour Tebessa. Par
contre, la plus grande quantité de flavonoides était enregistré pour la région de Wanza, suivi

par la région de Négrine est enfin la petite quantité est pour Tébessa.

A partir de 13, nous pouvant dire que lI'incompatibilité des résultats des flavonoides avec
les polyphénols dans les trois régions est d au fait que les polyphénols ne contiennent pas
seulement les flavonoides, mais contiennent également d'autres composés tels que les

coumarines, les tanins, etc.

Les composes phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement et participent de maniére tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés. Ces composés jouent donc un role essentiel dans I'équilibre et I’adaptation de la plante

au sein de son milieu naturel (Macheix, (2005)).

Les différents résultats peuvent s'expliquer par les conditions climatiques (température
élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites
secondaires (Falleh, (2008) ; Yosr, (2010)) la localisation géographique (Ebrahimzadeh,
(2008)), le stade de maturation et la période de cueillette. (Theerawitaya, (2014)).

11.2.1.3. Préparation des extraits des métabolites secondaires :

L'extraction des plantes choisies, des différentes régions de Tébessa (W, T et N) par le
meilleur mélange hydro-alcoolique méthanol-eau (50%/50%) a donné les meilleurs rendements

bruts (métabolites primaires et secondaires) comme indiqué sur le tableau 12 et la figure 33.
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Tableau 12 : Rendements des extraits avec le mélange méthanol-eau (50%/50%).

W T N
Meétabolites Primaires

3,7 6,96 1,54
Métabolites secondaires

21,16 21 21,34
Déchets 75,14 72,04 77,12

Métabolites Prirmaines
I atabolites secondaines
| Dechets

T5,14% T2.04% TTAZ%

Figure 33 : Métabolites primaires, secondaires et déchets de chaque plante étudiée.

Les résultats indiquent que la quantité d'extrait brut varie d'une région a l'autre, ot nous
avons constaté que le plus grand rendement a été observé dans la plante de Tébessa, suivie par
la plante de Négrine, ensuite la plante de Wanza.

Par rapport aux métabolites secondaires la plante de Négrine est la plus riche par rapport

a la plante de Wanza et celle de Tébessa (figure 33).

Concernant les deférentes classes des métabolites secondaires, nous avons utilisé des
solvants de polarité croissante qui permettent d'obtenir quatre extraits différents. L’extrait Brut
a été obtenu a partir de I'épuisement de la plante par le mélange MeOH/Eau (50%/50%). Aprés
I’ajout de I’eau chaude et refroidissement du mélange pendant une nuit, on procéde a I’extraction
par 1’éther de pétrole pour éliminer les métabolites primaires (chlorophyle, lipides, acides gras,

etc.) ; on extrait alors avec le dichlorométhane (DCM), suivi par l'acétate d'éthyle (AcOEt),
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ensuite le butanol (Bu-OH) et enfin 1’évaporation de 1’eau restante nous donne 1’extrait aqueux

(AQ). Les résultats sont regroupés dans le tableau 13 et monteés sur la (figure 33).

Tableau 13 : Métabolites secondaires de chaque plante étudiée.

Solvant Extraits Rendements
W T N
Méthanol/eau DCM 0,24 0,22 0,21
(50%0/50%0) AcOEt 0,16 0,18 0,17
Bu-OH 0,7 1,2 1,4
AQ 20,06 194 19,56
25 -
20 -
9 w
B 15- T
& N
E
o
2104
['7]
o
5
'D | | | | . — f 1 l_

DCM AcOEt Bu-OH Aq

Les solvants

Figure 34 : Les différents extraits des métabolites secondaires de chaque plante étudiée

dans les solvants de polarité croissante.
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D’apres la figure 34, le meilleur rendement était pour I'extrait aqueux, suivi par l'extrait
du butanol, puis le dichlorométhane, et le rendement le plus faible a été observé dans I'extrait

d'acétate d’éthyle pour les trois plantes étudiées.

Nous pouvons noter aussi des différences dans le rendement de chaque extrait d'une
plante a l'autre. Par exemple, le rendement de 1’extrait aqueux dans la plante de Wanza est
supérieur a celui de Tébessa et Négrine. Quant a I'extrait du butanol, le meilleur rendement a été
trouvé pour la plante de Négrine. On note également que le plus grand rendement de I'extrait de
dichlorométhane a été trouvé a Wanza et celui de I’extrait acétate d’éthyle de la plante de

Tébessa est le meilleur.

Le type de molécules dans chaque extrait sera déterminé ultérieurement par des analyses

HPLC. Ces composés sont affectés par plusieurs facteurs, notamment la chaleur, I’humidité et

le sol (Tahan, (2019)).

I11.1. Evaluation de P’activité antioxydante par voltammétrie cyclique (piégeage de
I’anion superoxyde O2") :

L'activité antioxydante des extraits naturels est liée au comportement redox des
substituants attachés aux polyphénols (-OH, -OMe, etc.), ce qui est traduit par des pics
d’oxydation (intensités (Ipa) et potentiels d’oxydation (Epa)) et des pics de réduction si le
systeme est réversible.

L’acide gallique est utilis¢é comme standard dans notre étude, pour évaluer 1’activité

antioxydante de nos extraits, a cause de ses propriétés antioxydantes intéressantes.

111.1.1. Comportement de I’oxygéne :

D’aprés Benabdessalam (2017), les mesures sont effectuées dans une cellule
¢lectrochimique de 25 ml et un systéme a trois €lectrodes. L’anion radical superoxyde est généré
par I’oxygéne moléculaire commercial. La vitesse de balayage est de 100mV/s. La gamme de

potentiel appliquée a eté réalisée de - 1.6V a 0.0V par rapport a I’ECS a la température ambiante.
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Dans notre étude, un premier essai a été effectué¢ dans 1’eau en présence de 0.1M de NaCl
comme électrolyte support. Le voltammogramme de I’oxygéne enregistré (figure 34) ne montre
pas de vague retour car une fois I’ion radical oxygene formé, il réagit avec I’eau pour se

transformer immédiatement en eau oxygénée.

°[ Inaci

-250 |

-300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1,8 -16 -14 -1,2 -10 -0,8 -06 -04 -02 00 0,2

potentiel [V]

Figure 35: Voltammograme cyclique de 1’oxygéne dans ’ecau et NaCl.
Il faudrait donc éviter 1’eau pour ne pas avoir des sous-produits et une perte de
réversibilité. Nous avons donc travaillé avec le DMF contenant 0.1M de NaBusNPFs comme
électrolyte support. La figure 35 montre le voltammogramme de 1’oxygene enregistré dans ces

nouvelles conditions.

2 =
1 DMF/PFg
O_
CT‘E 14
Q
<
E 21
-3 4 /
-4
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-1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2
potentiel [V]

Figure 36: Voltammograme cyclique de 1’oxygene dans le DMF et PFe’
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D’apres cette figure, nous pouvons voir clairement la vague retour de I’oxygene.

L’intensité du courant du pic anodique vaux 1,394 mA/cm?2.

111.3.2. Comportement de ’acide gallique :
L’¢tude électrochimique du comportement de 1’acide gallique est effectuée a une
concentration de 0.1 mM, un potentiel variant de - 1.6V a 0.0V et une vitesse de balayage de

100 mV/s. On obtient les voltammogrammes cycliques suivants :

2
i —— (02
1r — AGH
oL
S B
ERh
3 r
A F
- 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-14 -12 -1.0 0.8 0.6 04 02
potentiel [V]

Figure 37 : Voltammogrammes de 1’acide gallique barboté (AGB) et I’oxygéne.

L’intensité du courant du pic anodique de ’acide gallique avec le barbotage a I’oxygéne

vaux 0,2751 mA/cm?.

111.3.3. Comportement des extraits de I’Atriplex Halimus L. :

Dans les mémes conditions précédentes, on traite les extraits de /’Atriplex Halimus L. en
ajoutant une quantité bien déterminée de I’extrait dans la cellule électrochimique (Boubekri,
(2014)). Dans notre cas nous avons utilisé 0,0178 mg d’extrait dans 20 ml de solvant. On
obtient les voltammogrammes cycliques suivants (figures 37) correspondant aux extraits bruts,
dichlorométhane (DCM), acétate d’éthyle (AcOELt), n-butanol (Bu-OH) et aqueux (Aq) de la

plante de Tébessa (T) respectivement avec et sans barbotage a I’oxygéne.
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Figure 38 : Voltammogrammes de tous les extraits de la plante de Tébessa avec barbotage

comparés a I’oxygene.

La capacité du produit testé a piéger les radicaux superoxydes (O2) est calculée en

utilisant I'équation suivante:
Capacité inhibitrice de I’ion superoxyde (%) = 100*(Ip0-1ps)/Ip0

Ou : Ip0 : intensité du courant du pic anodique de 1I’oxygéne seul
Ips : intensité du courant du pic anodique de I’oxygene plus I’extrait
En se basant sur cette équation, on peut calculer les pourcentages d’inhibition de 1’anion
superoxyde par I’antioxydant standard qui est ’acide gallique ainsi que par les extraits étudiés.

Les résultats sont regroupeés dans le tableau 14.

Tableau 14: Pourcentages d’inhibition de 1’ion superoxyde par I’acide gallique et les

differents extraits de /’Atriplex Halimus L. de Tébessa.
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Partie experimentale / Chapitre 11 : Résultats et discussion

Entité ou Intensité du courant Potentiel (V) Pourcentages
extrait du pic anodique d’inhibition de I’ion
(mA/cm?) superoxyde (%)

02 1,3940 -0,5225 -

AGB 0,2751 -0,5188 80,20
Brut 0,4403 -0,4254 68,40
DCM 1,1640 -0,4854 16,40
AcOEt 0,2798 -0,5149 79,92
Bu-OH 1,9235 -0,5410 -

AqQ 1,1280 -0,4380 19,08

D’apres ce tableau, nous pouvons dire que ’acide gallique donne la meilleure inhibition

des radicaux superoxydes avec un pourcentage de 80%.

Parmi les extraits de [’Atriplex Halimus L. de Tébessa, nous avons noté que I’extrait
ACcOEt a donné une inhibition similaire a 1’acide gallique avec un pourcentage de 80% ce qui
implique que I’extrait ACOEt contient des molécules contenant des OH qui interviennent dans

ce processus. Les autres extraits DCM et Aq n’ont pas donné une valeur significative.

L’extrait Bu-OH a donné une valeur de courant supérieure a celle de I’oxygene, ce qui
implique que cette fraction contient probablement plusieurs molécules oxydables qui ont
générées une grande quantité de radicaux libres qui a dépassé celle de I’oxygene. L’ information

sur I’inhibition des radicaux superoxydes n’est pas disponible.

L’extrait brut a montré une bonne inhibition, mais pas aussi importante que 1’extrait
AcOEt avec un pourcentage de 68%. Ceci est di a la quantité de radicaux générée par la fraction

Bu-OH.

Une analyse HPLC confirmera cette hypothese.
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Conclusion

Le présent travail est consacré a I'étude phytochimique et a l'activité antioxydante des extraits
des plantes d'atriplex halimus L., choisie sur la base de son usage traditionnel. La zone d’étude
représente trois communes de la région de Tébessa (Wanza, Tébessa ville et Négrine) pour des

raisons climatique et géographique.

Pour ce faire, on a effectué au préalable un criblage phytochimique des métabolites contenus
dans cette espéce. Les composés chimiques mis en évidence sont: composés
réducteurs ,saponosides, tannins cathéchique, polyphénols ,glucosides cardiaques mucilages,
antracénoside, flavonoide, les coumarines, acides gras, lipoides quinones combinés.

L'extraction des composés phénoliques est une étape importante pour la valorisation des
principes actifs d’une plante. Elle dépend & la fois du solvant d'extraction et de la nature des

COMpOSes a extraire.

On atenté, dans un premier temps, d'extraire les composes phénoliques par extraction solide-
liquide en utilisant des solvants purs de forte polarité (eau, méthanol, éthanol, acétate d'éthyle et
acetone), de maniére a solubiliser un maximum de composes. Les différents extraits obtenus ont
été analysés quantitativement par spectrophotomeétre UV-visible pour leur contenu en flavonoides
et en polyphénols. Par ailleurs, on a démontré que I'eau et le méthanol sont les meilleurs solvants

extracteurs des flavonoides et polyphénols contenus dans cette espece.

Les mesures ont été menées a chaud et a froid et quel que soit le solvant utilisé, la méthode a

froid a donné les meilleurs résultats offrant une grande protection des molécules thermosensibles.

Dans un deuxiéme temps, on a réalisé I’extraction avec un mélange hydro-alcoolique
(méthanol/eau), pour des raisons de biodégradabilité et on a obtenus le meilleur rendement avec le

mélange (50%/50%).

Les dosages ont montré que la région de Négrine contient la plus grande quantité de
polyphénols, suivie par Wanza et la plus petite quantité a été enregistrée pour Tébessa. Par
contre, la plus grande quantité de flavonoides a été enregistré pour la région de Wanza, suivi
par la région de Négrine est enfin la petite quantité est pour Tébessa. Cette différence est di au
fait que les polyphénols ne contiennent pas seulement les flavonoides, mais contiennent

également d'autres composés phénoliques.
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Conclusion

Des extractions successives avec des solvants de polarité croissante ont été menées, dans un
troisieme temps. Le meilleur rendement a été obtenu pour I'extrait aqueux, suivi par I'extrait du
butanol, puis le dichlorométhane et le rendement le plus faible a été observé dans I'extrait d'acétate

d’éthyle pour les trois plantes étudiées.

Un test de ces extraits dans le piégeage des radicaux superoxydes a été effectué, par
voltamétrie cyclique, et on a constaté que les différents extraits ont présenté des activités
antiradicalaires et antioxydantes intéressantes. Il a été constaté que l'efficacité des molécules
antioxydantes dans l'extrait ACOEt (80%), similaire a celui de 1’acide gallique, I'emporte sur
I'activité antioxydante des extraits Brut (68%), DCM (16%) et Aq (19%). L’extrait Bu-OH a montré
une densité de courant supérieur a celle de I’oxygene, ceci est di probablement a la quantité élevée

de radicaux genérée par cette fraction.

Une analyse HPLC confirmera cette hypothése.
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Résum

Dans ce travail, on a choisi | 'Atriplex halimus L.pour identifier ses

composants et essayer d’étudier son comportement antioxydant. La zone
d’étude représente trois communes de la région de Tébessa (Wanza,

Tébessa ville et Négrine).

Le criblage phytochimique révele la présence des polyphénols entre
autres. L’extraction solide-liquide et liquide-liguide a été faite avec

des solvants différents et avec deux méthodes.

Des tests, par voltamétrie cyclique, du piégeage des radicaux
superoxydes a donné une efficacitéde I'extrait ACOEt similaire a celui
de I’acide gallique, tandis que I’extrait Bu-OH a montré unedensité de

courant superieur a celle de I’oxygeéne.

Mots clés : Atriplex halimus L., Wanza, Négrine, Tébessa, activité

antioxydante, voltamétrie cyclique.
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Abstract

Atriplex halimus L. was chosen to identify its components and
try to study its antioxidant behavior. The study area represents three

municipalities in the Tébessa region (Wanza, Tébessa,and Negrine).

Phytochemical screening reveals the presence of polyphenols, among
others. The solid-liquid and liquid-liquid extraction were done with

different solvents and with two methods.

Tests, by cyclic voltammetry, of the scavenging of superoxide radicals
gave an efficiency of the AcOEt extract similar to that of gallic acid,

while But-OH fraction showed a higher current density than oxygen.

Keywords: Atriplex halimus L., Wanza, Négrine, Tébessa, antioxidant

activity, cyclic voltammetry.
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