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Résumé

Le choix de notre plante s’est porté sur /’Atriplex halimus L. pour ces vertus térapeutiques
traditionnels contre le diabete, la dépression, I’inflammation et le cancer. Elle a un pouvoir de
faire dissoudre les kystes et les calculs rénaux. Dans ce travail, nous avons identifié ses
composants et etudier son comportement antioxydant par voltamétrie cyclique.

Les tests phytochimiques ont mis en évidence les polyphénols et les flavonoides (flavonones)
entre autres. Des extractions solide-liquide et liquide-liquide ont été faites dans différents
solvants et par différentes méthodes.

Un test antioxydant des différents extraits de cette plante, pour le piégeage des radicaux
superoxydes, a été effectué par voltamétrie cyclique, et I’'un des extrait a montré une efficacité

inhibitrice similaire a celle de ’acide gallique.

Mots clés : Atriplex halimus L., comparaison, méthodes d’extractions, activité antioxydante,

voltamétrie cyclique.



Abstract

The Atriplex halimus L. was our plant choice for its traditional therapeutic virtues against
diabetes, depression, inflammation, and cancer. It has the power to dissolve cysts and kidney
stones. In this work, we have identified its components and studied its antioxidant behavior by

cyclic voltammetry.

Phytochemical tests revealed the presence of polyphenols and flavonoids (flavonones) among
others. Solid-liquid and liquid-liquid extractions were made in different solvents and by several

methods.

An antioxidant test of different extracts of this plant for the scavenging of superoxide radicals
was carried out by cyclic voltammetry, and one of the extracts showed an inhibitor efficacy

similar to gallic acid.

Keywords: Atriplex halimus L., comparison, extraction methods, antioxidant activity, cyclic

voltammetry.
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Introduction

La population mondiale et particulierement celle des pays d’afrique a recours aux remedes
naturels d'origine végétale. Les traitements médicamenteux provoquent souvent des effets
secondaires néfastes, c’est pour cela qu’ils se tournent vers la médecine traditionnelle, en

particulier vers les remeédes a base de plantes appelé phytothérapie.

Les plantes médicinales renferment plusieurs molécules actives utilisées dans
I’agroalimentaire (additifs antioxydants et conservateurs), la cosmétologie (flaveurs et
dermatologie) ainsi que la pharmacologie thérapeutique (médicaments). Parmi ces molécules,
on retrouve, les alcaloides, les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, etc. (Bahorun,

1996), qui possedent des activités biologiques tres intéressantes (Bekkara, 2007).

Les polyphénols, issus des plantes, font I’objet de plusieurs recherches récentes pour leur
propriétés inhibitrices de la corrosion, ainsi que leur utilisation pour la préparation des surfaces
lors de 1’électrodéposition des métaux (Hanini, 2020). Leur extraction, identification et
séparation des métabolites végétaux sont largement décrites (Sanchez, 2002 ; Marc, 2004

;Huang, 2005).

L’Atriplex halimus L. est une plante a usage traditionnel qui posséde de nombreuses propriétés
biologiques, telles que les propriétés antioxydantes de ces métabolites secondaires issus des
parties aériennes (Benhammou, 2009), des propriétés hypoglycémiante et antidiabétique

(Bouchoucha, 2018).

La plupart des espéces d’Atriplex contiennent des phénols totaux, des tannins, des alcaloides,
des saponines glycosides, des betaines et des flavonoides (surtout des flavonols) (Abd El-

Rahman, 2006 ; Benhammou, 2009).

Dans cette recherche nous avons donc choisi d’étudier [’Atriplex halimus L. de la région de
Tébessa, qui est une plante trés répandue en Algérie, pour identifier ses métabolites et essayer
d’étudier son comportement antioxydant (Bouthaina, 2009 ; Al Turkis, 2000 ; Nedjimi,

2013).

Le mémoire comportera quatres chapitres :



Introduction

Un premier chapitre sera consacré a des généralités sur les plantes médicinales, le deuxiéme
chapitre présentara 1’étude botanique de /’Atriplex halimus L., le troisieme chapitre comportera
le matériel utilisé, les produits chimiques et les protocoles opératoirs du screening
phytochimique et des dosages des polyphénols et des flavonoides, ainsi que 1’explication de la

meéthode électrochimique utilisée pour I’étude du pouvoir antioxydant.

La partie résultats et discussion comportera :

L’analyse de quelques parametres physico-chmiques,

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,

» L’étude du pouvoir antioxydant par voltammétrie cyclique.

On terminera par une conclusion.
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I . Les plantes médicinales

1.1. Définition

Pendant longtemps, les praticiens traditionnels utilisaient les plantes médicinales pour soigner
certaines maladies sans savoir a quoi éetaient dues leurs actions bénéfiques. Récemment la
pharmacologie étudie les principes actifs, contenus dans les plantes qui sont responsables des
propriétés positive ou négative ressenties par I’étre humain. Cette approche permet de
sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter le nombre de découvertes de

nouvelles molécules théraoeutique (Pelt, 2001).

Les plantes fabriquent de nombreux composés appelés métabolites primaires (protéines,
lipides, acides nucléiques et glucides) essentiels a leur alimentation et a leur reproduction
(Small, 2000) ainsi que des métabolites secondaires (molécules complexes et tres diverses
présentant des structures riches en composés phénoliques) responsables de leurs effets
thérapeutique (Graham, 2002). lls protégent les plantes contre les champignons, les bacteries
et les animaux (Wichtl, 1999).

Jusqu’a présent, sur les 300000 especes végétales recensées, on estime que seules 15% d’entre
elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités biologiques, ce
qui fait des plantes un reservoir de molécules bioactives encore peu exploré (Verpoorte,
2002).

En raison du traitement sir offert par la plante par rapport aux medicaments puissants
fabriqués a partir d'agents isolés, les herboristes utilisent la plante entiére pour préparer des

remedes plus efficaces.

Les applications traditionnelles des plantes contre les maladies sont nombreuses telles que les
brulures, la douleur, les inflammations le rhumatisme, les troubles mentaux et nerveux, etc.
(Kintzio, 2000).

I.2. Origine des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont deux origines différentes, nous avons les plantes spontanées dites

« sauvages » ou « a récolter », et les plantes cultivées (Bézanger-Beau, 1986).

. Plantes spontanées
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Ce sont des plantes qui poussent naturellement sans étre cultivées ou introduites (Ozenda,
1991).

. Plantes cultivées

La culture garantit une quantité suffisante des plantes pour répondre aux besoins des
populations (Bilgarmi, 1992). En médecine traditionnelle, qui sont utilisées de différentes
manieres, décoction, macération et infusion de la plante fraiche ou séchée (Dutertre, 2011).

L1.3. Historique de la plante médicinale

Depuis des milliers d’années ’homme utilisait les plantes (feuille, bulbe, racine, graines,
fruits et fleurs) pour se nourrir et se guérir. La découverte des vertus des plantes et leur
toxicité était progressif jusqu’a la classification d’un nombre important de plantes dites
médicinales ou thérapeutiques (Biljana, 2012). Environ 35 000 espéces de plantes sont
employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de

biodiversité utilisé par les étres humains (Elgaj, 2007 ; Zeghad, 2009).

Des médecins du monde islamique, dont Abu Ali lbn Sina, ont apporté leurs travaux, leurs
techniques, leurs observations cliniques et leurs expériences pour identifier les substances des
plantes. Les médicaments peuvent provoquer des effets secondaires indésirables, d'ou la
nécessité de ne les utiliser que lorsque cela est vraiment nécessaire et de les remplacer chaque

fois que possible par des plantes ayant un effet efficace sur le risque actif (Cherif, 1981).
L.4. Partie des plantes médicinales utilisées

Le phytothérapeute sait quelle partie de la plante a des propriétés thérapeutiques. La pomme
de terre, connue de tous pour ses qualités nutritives, est le tubercule d’une plante de la famille
des solanacées. Les feuilles et les fruits de cette plante sont en revanche toxiques. (Guide des

plantes qui soignent, 2010).

En matiére de plante médicinale, seule la partie qui contient le plus de principes actifs est
employée. Il arrive que la plante entiere soit utilisée, comme dans le cas de la piloselle ou de
la saponaire. Mais la plupart du temps, c’est seulement une partie de la plante qui est
employée : rhizome du petit-houx, sommité fleurie du mélilot, écorce de la bourdaine, racine
de la gentiane, feuille du boldo, baies de I’argousier, graines du psyllium, etc. Plusieurs
parties sont parfois employées dans une méme préparation: racine, feuilles et fleurs pour

I’arnica, sommités fleuries et feuilles pour le millepertuis, ou encore tige et plante entiére pour


https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/petit-houx-ruscus-aculeatus.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/melilot-melilotus-officinalis.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/bourdaine-rhamnus-frangula.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/gentiane-jaune-gentiana-lutea.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/boldo-peumus-boldus.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/psyllium-ispaghul-plantago.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/arnica-montagnes-montana.html
https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/millepertuis-hypericum-perforatum.html
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la préle, etc. Enfin, on peut également utiliser un suc extrait du vegeétal par incision : baume
du baumier du Pérou, opium du pavot, gomme de sterculia ou suc d’aloes. (Guide des

plantes qui soignent, 2010).

Les plantes qui ont des propriétés thérapeutiques peuvent étre utilisées également a des fins
alimentaires ou cosmétiques. 1 s’agit soit des mémes parties de plante (pissenlit par exemple),

soit de parties différentes (Guide des plantes qui soignent, 2010).

L.5. Différents mode de traitement des plantes

1.5.1. L’extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est un transfert de matiere entre la plante a extraire «solide», et un
solvant d’extraction «liquide». Pour cela, on met en contact la poudre de la plante séchée ou
fraiche, avec un ou plusieurs solvants liquides (chloroforme, méthanol, eau, etc.) (Herodez,
2003 ; Clémentine, 2012).

L'extraction d'un composé se fait en plusieurs étapes :

- la solvatation du composé par le solvant d'extraction,

- la désorption de la surface de la matiere,

- et, le transport du composé dans le liquide d’extraction (Dean, 1996).
1.5.2. L’extraction liquide-liquide

Apres la mise en contact de la plante avec le solvant organique, on ajoute de I’eau et on extrait
par un solvant appropri¢ et non miscible a I’eau. L’extraction est effectuée sur un volume
important de 1’échantillon dans une ampoule a décanter puis le solvant est évapore et le résidu
est repris dans le milieu adéquat pour étre analysé. L’utilisation de solvants de différentes
polarités permet la séparation des différents groups de molécules actives dans la plante. Cette
méthode consiste a faire passer des métabolites (solutés) dissous dans une phase liquide, dans

une seconde phase liquide non miscible (Bouzid, 2011).

1.6. Phytothérapie
1.6.1. Définition

Le mot "Phytothérapie™ du grec « phuton » et « therapeia » qui désignent respectivement
"plante" et "traitement" et qui veut dire «Soigner par les plantes» (Les plantes

médicinales, 2016). C’est une science qui utilise des plantes médicinales (fraiche, séche,


https://www.vidal.fr/parapharmacie/phytotherapie-plantes/aloes-barbadensis-vera-capensis.html
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extrait), riches en principes actifs, pour soulager les symptémes de diverses maladies
(Caroline, 2013). Selon les phytothérapeutes, une maladie ne survient pas par hasard. Elle est
la conséquence d’un déséquilibre interne a I’organisme qui doit en permanence s’adapter a

son environnement (Devoyer, 2012).
1.6.2. Métabolites secondaires

Toutes les plantes ont la capacité de produire des substances naturelles tres variées appelées
métabolites primaires tels que les lipides, les protéines et les glucides, ainsi que des
métabolites secondaires qui représentent les principes actifs (les composés phénoliques, les
terpénes, les stéroides, les flavonoides, les alcaloides, etc.). Tous ces composés (Krief, 2003)
interviennent dans la nutrition de la plante, dans son systéme d’autodéfense c’est-a-dire
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la défense contre les prédateurs et les
pathogénes, ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits ainsi que dans son effet thérapeutique pour prévenir plusieurs maladies (cancer,
inflammations, maladies circulatoires et respiratoires, les infections virales, le diabete, etc.)
(Marin, 2002 ; Makkar, 2007). Ils sont utilise dans la fabrication des produits cosmétiques,

des produits pharmaceutiques et des additifs alimentaires (Bruneton, 1993 ; 1999).

Les métabolites secondaires sont emmagasinés dans toutes les parties de la plante (racines,
tiges, feuilles, fruits et graines), et leur concentration dépend de plusieurs facteurs
environnementaux (température, lumiere, humidité, etc.). Plus de 200.000 structures de

métabolites secondaires ont été identifiées (Khenaka, 2011).
1.6.3. Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grandes classes : les composés
phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Chacun de ces groupes contient une large

gamme de composes possedant plusieurs activités biologique.

Les composés phénoliques sont une grande classe de substances organiques cycliques avec au
moins un cycle aromatique hydroxylé (I’exemple le plus simple est le phénol CsHsOH). Ces
composés peuvent se trouver sous forme d’esters ou d’hétérosides. Ils existent également sous

forme de polymeres naturels (tanins) (Bruneton, 1993 ; 1999).

Les composeés poly-phénoliques sont définis selon leur squelette de base (tableau 1).
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Tableau 1: Les différentes classes des composés phénoliques (Daayaf, 2008).

Squelette carboné Classes de composés phénoliques

C6 Phénols simples et benzoquinones

C6-C1 Acides phénoliques

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques

C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropénes,
chromons

C6-C4 Naphthoquinones

C6-C1-C6 Xanthones

C6-C2-C6 Stilbénes et anthraquinones

C6-C3-C6 Flavonoides et isoflavonoides

(C6-C1)2 Tannins hydrolysables

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides

(C6-C3) n Lignines

(C6)n Catéchols

(C6-C3-C6) n Tannins condenses

Parmi les polyphénols les plus connus, on peut citer :

1.6.3.1. Acides phénols

Les acides phénols sont dérivés de I’acide cinnamique et de ’acide benzoique. Nous citerons

trois sous-familles de composés importants pour leurs effets biologiques: les dérivés de
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I’acide salicylique a effets anti-inflammatoires, de 1’acide vanillique a effet antimicrobien
(figure 1) et les tanins hydrolysables pour leur effet antioxydants (Bruneton, 1993 ; 1999)
(figure 2).

R2 R Acide salicylique : R1= OH, R2=R3= R4=H
O
R3 Acide vanillique : Ri= H, R,.= OCH3, R3=OH, R4=H
OH
R4 Acide protocatéchique :R,= Rs= OH,R1= R3=H

Acide gallique : :R1=H, R2=R3=R4=0OH

Figure 1 : Structure des dérivés de 1’acide salicylique (Ghesttim, 2001).

0 HO

HO

OH
Bl "

(A) © (B)

Figure 2 : Structure de I’acide ellagique (A) et gallique (B) (Ghesttim , 2001).
1.6.3.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent une grande famille des polyphénols, qui sont des pigments de
végetaux. Ils peuvent étre des flavones, des flavonols, des flavanones, des flavanonols, des
flavanes, des flavans, des flavyliums et leurs dérivés (figure 3). La présence de plusieurs
fonctions phénol donne a ces composés leur activité antioxydante en captant des radicaux
libres. Les flavonoides peuvent inhiber des enzymes tels que la 5-lipoxygénase, la
cycloxygénase, etc. (Francis, CRC press). lls sont stockés dans les vacuoles et les

chloroplastes (Brunrton, 1987). lls sont généralement glycosylés (contenant des sucres et des

&
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groupes hydroxyles) augmentant leur solubilit¢ dans 1’eau. D’autres substituants tels que les

méthyls et les isopentyls, rendent les flavonoides lipophiles.
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Figure 3 : Structure des différentes classes des flavonoides.

. Flavones et flavonols

lls dérivent de la 4, 2° 4> ,6° —tétrahydroxychalcone (figure 4) et possedent au moins trois
hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés.

Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 (Morreel, 2006).

On peut citer quelques exemples : la quercétine, le kaempférol, la myricétine et ’apigénine.

OH O
FLATVONOL

OH

4, 2°,4°,6  —tétrahydroxychalcone
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Figure 4 : Structure des flavones, flavanols et 4, 2°,4°,6’-tétrahydroxychalcone.
o Flavanones et hydroflavonols

IIs sont caractérisés l'absence de la double liaison C2-C3 et des variations structurales
semblables a celles des flavones et les flavonols (figure 5). Les dihydroflavonols se

distinguent des flavanones par I’ hydroxylation de la position C-3 (Ono, 2006).

OH OH
HO\@;’?J @ Homg

OH
OH O OH O

Flavanone Dikydroflavonol

Figure 5 : Structure des flavanones et dihydroflavonols.

Les flavanones (naringénine) ainsi que les dihydroflavonols (dihydrokaempférol,
dihydroquercétine) sont considérés comme des flavonoides minoritaires a cause de leur faible
distribution naturelle (Ghedira, 2005).

o Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du groupe
carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée
(flavan-3,4-diols) (figure 6). Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de
I’OH en C3 dans une liaison héterosidique. On peut citer le palargonidol-3,4-Oglucoside et le
cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine. Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a
lorigine des polymeéres flavoniques appelés proanthocyanidols ou tannins condensés
(Bruneton, 1999).

o
ol oGl

OH OH
Flavan-3-ols Flavan-3, 4-diols

Figure 6 : Structure des flavan-3-ols et flavan-3,4-diols.
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. Propriétés pharmacologiques des flavonoides

Leur activité la plus intéressante est le piégeage des radicaux libres comme le superoxyde, le
peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene ou par la chélation des ions
métalliques impliqués dans la production des espéces oxygeneées réactives (Van Acker,
1996).

Ils sont aussi de bons inhibiteurs d’enzymes comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase

et la lipooxygénase (Di Carlo, 1999).

D’autres effets ont été signalés tels que les effets : antiallergique, anti-inflammatoire, anti-
ulcérogene, anticancéreux, antidiabétique, anti-tumorale, analgésique, antispasmodique,

antibactérienne, hépato-protectrice, etc. (Tringali, 2001).
1.6.3.3. Coumarines et lignanes

Les coumarines sont des substances naturelles dont la structure comporte le noyau benzo-a
pyrone (coumarine) résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique
(figure 7). Elles seraient vasculo-protectrices, veinotoniques, stimulantes du drainage

lymphatique et anti-cedémateuses.

L
(@] @)
Figure 7 : Structure de coumarine.

Les lignanes sont les composés responsables de la dureté, de la résistance et de

I'imperméabilité de la plante, représentés par les unités phénylpropane. Elles sont lipophiles.

Ces constituants possédent une ou plusieurs fonctions phénoliques, éthérifiées ou non (a
I'exception de la coumarine). On les divise en coumarines simples et coumarines complexes
(Small, 2000).

o Coumarines simples

Les coumarines les plus répandues possedent des OH ou des OCHj3 en position 6 et 7 (figure

8). Exemples :
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R1 R2 R3
Ombéllifrone H OH
Esculétile OH OH H
Scopolétole OCH3 OH
Herniarine H OCH3 H
fraxétole OCHz3 OH OH

Figure 8 : Structure des coumarines simples.

o Coumarines complexes

Elles se constituent d’un noyau furane ou pyrane associé au noyau benzo- a-pyrone, elles sont

a ’origine des coumarines polycycliques (figure 9). On distingue :

- les furocoumarines (ou furanocoumarin es) : 6,7 furocoumarines (linéaire):

R2
A A
0~ 0" o
R1
R1 Rz
Psoraléne H H
Xanthotoxine -OCHs H
Bergapténe H -OCH;s
Impératorine OH,C—CH= C,\CHa H
CH,

Figure 9 : Structure des coumarines complexes.
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1.6.3.3. Tanins

Les tanins sont définis comme étant des composés phénoliques hydrosolubles pouvant
précipiter les protéines a partir de leurs solutions aqueuses. On peut les classer en deux
catégories : les tanins condensés (formés de flavonoides et de pro-anthocyanidines et forment

des pro-anthocyanidols).

Les propriétés biologiques des tanins sont d’imperméabiliser les couches les plus
superficielles de la peau et des muqueuses, protégeant ainsi les couches les plus internes et
régénérant les tissus. lls ont des effets antidiarrhéique, anti-septique, antioxydant et anti-

inflammatoire. De plus, les tanins empéchent I’absorption des alcaloides (Wynn, 2007).
On distingue 2 groupes de tanins différents :
. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont facilement hydrolysables par
les acides et les enzymes (tannase) en ose (généralement le glucose) et en acides phénols.

Selon la nature de I’acide phénol on distingue :

Tanins galliques ou gallo-tanins (figure 10) : par hydrolyse ils libérent I’ose et ’acide gallique

oH

OH oH

HO OH JO\.H

[+]
1

o
WO, A -_ii__q J’\'L“ -
Boras s

& | o=g v
COOH w#@\

—H
Acide gallique o ={ penta-0-galloylglucose
oH HO oH

Figure 10 : Structure de l'acide gallique et penta-O-galloylglucose.

Tanins ellagiques ou ellagi-tanins : par hydrolyse, ils libérent 1’ose, ’acide HHDP et

différents dérivés (acide ellagique et acide chébulique) (figure 11) :
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Acide ellagique

Figure 11 : Structure des HHDP et acide ellagique.
o Tanins condensés

Comme les pyrocatéchiques ou proanthocyanidols) : lls différent des tanins hydrolysables
par :

- Une structure voisine a celle des flavonoides.
- Absence de partie osidique.

- Non hydrolysables, en milieu acide fort et a chaud, ils se polymeérisent en donnant des
précipités insolubles rouges bruns appelés phlobaphénes. Ils sont formés de 2 a plusieurs
unités de flavan-3-ols (catéchol ou épicatéchol) et/ou de flavan3,4-diols (proanthocyanidol)

(figure 12) liés entre elles par des liaisons C-C, le plus souvent C4-C8 ou rarement C4-C6.

Flavan-3-ol

OH

[-) épicatéchol
OH

OoH OH

Flavan-3,4-dial

« MOnRoMkne »

Figure 12 : Structure des flavan-3-ols et flavan-3, 4-diols.

Propriétés pharmacologiques : astringentes, anti-diarrhéiques, antibactériennes, antifongiques,

antivirales et antioxydantes.
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1.6.3.5. Terpénoides
. Terpenoides de faible poid moléculaire

L’unité de base des terpénoides est I’isopréne CsHg (figurel3). Les propriétés des
monoterpénoides (2 unités isopréniques), des sesquiterpénoides (3 unités isopréniques) et des
phénylpropanoides (synthétisés par la voie de I’acide shikimique) peuvent étre regroupés.

Leur faible poids moléculaire les rend trés volatiles.

Des propriétés anti-néoplasiques antibactériennes et antifongiques a différents degrés (Wynn,
2007).

CHj;

CH
HZC)\% 2

Figure 13 : Structure de I’isopreéne.
o Diterpénoides

Composés de 4 unités isopréniques, les ditérpénoides sont de poids moléculaire plus
importants, ce qui les rend moins volatiles. Tres lipophiles, ils apportent un godt trés fort a la

plante.

Ils ont des activités antinéoplasiques. Leur toxicité est cependant rapportée par contact avec la
peau et les muqueuses : irritants, ils pourraient provoquer des réactions inflammatoires
importantes (Ghestem, 2001).

o Triterpénoides et Saponines stéroidiens

Les terpénoides et les saponines stéroidiens sont des molécules pentacycliques. lls sont des
agents émulsifiants et détergents, et forment des colloides en contact avec de 1’eau, grace a

leurs propriétés lipophiles.

Ils joueraient un rble sur le métabolisme du cholestérol et diminueraient son absorption
intestinale et inhibant sa synthese hépatique. Ils sont antinéoplasiques, anti-inflammatoires,

antivirales et inhibitrices du catabolisme du cortisol (Wynn, 2007).
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1.6.3.6. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés hétérocycliques (figure 14). lls
influencent le systéme nerveux central (la morphine) ou le systéeme nerveux autonome
(Patropine). Pouvant franchir la barriere hémato-méningeée, ils présentent donc une toxicité
non négligeable. Certains alcaloides tels que la berberine, la bernmine, 1’hydrastine et les

alcaloides isoquinolines présentent des propriétés anti-inflammatoires (Lamnaouar, 2008).

GH3
N 0
¢ ﬁf
N ~CH
cHy o ’

Figure 14 : Structure d’alcaloide.

La classification la plus adaptée est basée sur I’origine biogénétique, par exemple, les indoles
dérivent du tryptophane, sous le méme groupe on peut trouver les indoles non terpéniques et
terpéniques (irridoides). Le groupe est aprés divisé en plusieurs sous-groupes dependant ainsi

du mode de cyclisation de la partie non glucidique de I’alcaloide.

Les alcaloides ne sont pas tous dérivés des acides aminés, et ainsi quatre groupes sont

reconnus :

1. Les alcaloides dérivés des acides aminés comme I’ornithine/arginine, lysine, histidine,

phénylalanine/tyrosine, tryptophane, I’acide anthranilique ou nicotinique ;
2. Alcaloides purines, comme la xanthine caféine ;
3. Terpenes aminés, comme le diterpene aconitine ou triterpene solanine ;

4. Alcaloides poly-cétoniques ou I’azote est inclus dans le squelette poly-cétonique comme la

conine et la coccinelline (Robert, 1998).

Les alcaloides sont des analgéesique (cocaine), anti-cholinergique (atropine, scopolamine,
galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (reserpine), antitussive (codeine),
dépressant cardiaque, stimulant centrale (caféine), diurétique, anesthésiant local (cocaine),

narcotique (morphine) et anti-tumeur (Bhat Sujata, 2013).
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I1. Généralités sur I’Atriplex Halimus
II. 1. Informations générales

L’ Atriplex Halimus est un arbuste natif d’Afrique du Nord (Kinet, 1998) (figure 15), et qui
s’étend au littorale méditerranéen de 1’Europe. C’est une plante qui supporte les conditions

climatiques d’aridité (sécheresse, salinité, etc.) (Souayah, 1998).

Figure 15 : Arbuste de I’Atriplex Halimus.

Les Atriplex comprennent environ 417 especes dont 48 dans le bassin méditerranéen, et 5

espéces fourragéres pour les raisons suivantes (Wilson, 1994):

Atriplex nummularia : en raison de sa productivité élevée.
Atriplex halimus : en raison de sa grande rusticité et sa facilité d’implantation.
Atriplex canescens : en raison de sa haute productivité et son adaptation au sol sableux.

Atriplex glauca : en raison de sa facilit¢ d’implantation par semis direct et de son role

antiérosif.

Atriplex mollis : en raison de son adaptation au sol hydro morphes salés (Berri, 2009).

Atriplex halimus est un Arbuste de 1 a 3 m de haut, trés rameux, formant des touffes pouvant
atteindre 1 a 3 m de diamétre. Les feuilles sont alternes, pétiolées, plus au moins charnues,
couvertes de poils vésiculeux blanchatres, ovales, assez grandes et font 2 a 5 cm de longueur
et 0,5 & 1 cm de largeur. L’inflorescence est monoique, en panicule d’épis, terminale et nue.
La valve fructifiére est cornée a la base. La graine est d’une teinte roussatre (Franclet, 1971).
Atriplex halimus comprend deux sous especes : - Atrplex halimus subsp halimus - Atrplex
halimus subsp Schweifurthii (Maalem, 2002).



PARTIE THEORIQUE

11.2. L’ Atriplex Halimus dans le monde

L’Atriplex Halimus se trouve dans la plus part des régions du monde en grande Bretagne, la
Sibérie, 1’Alaska, la Norvége, 1’ Afrique du nord et du sud, le proche Orient, etc. (Tableau 2)
(Franclet, 1971 ; Choukr-Allah, 1996).

Tableau 2 : Répartition des espéces d’Atriplex Halimus dans le monde (Houérou, 1992).

Pays ou régions Nombre Pays ou régions Nombre d’espéce

d’espéce et/ou et/ou sous-espece

sous-espéce

Australie 78 Californie(Mexique) 25
Bassin-méditerranéen 50 Afrique du nord 22
Europe 40 Texas 20
Proche Orient 36 Afrique du sud 20
Mexique 35 Iran 20
Argentine 35 Syrie 18
Californie 32 Palestine & Jordanie 17
Chili 30 Algérie & Tunisie 17

11.3. L’Atriplex Halimus en Algérie

En Algeérie, [’Atriplex Halimus est spontané dans les étages bioclimatiques et les régions
arides et semi-arides, elle est présente dans les régions (Tiaret, Thessa, Msila, Saida, Djelfa,
Boussaada, Biskra, Batna). Atriplex Halimus se rencontre aussi au Sahara, particulierement
dans la région de Béchar (Benrbiha, 1987).

L’Atriplex Halimus est utilisé comme fourrage hebdomadaires des troupeaux et spécialement
pour les ovins (H.C.D.S, 1996).

En Algérie, Quezel et Santa (Quezel, 1962). ont dénombré 13 espéces natives dont 5
pérennes et 8 annuelles (Houérou, 1992). a ajouté a cette liste deux especes naturalisées (A.

semibacata R.Br : Espece pérenne et A. injlata F. V Muell : Espéce annuelle).

Le haut-commissariat algérien au développement de la steppe (H.C.D.S.) et dans le cadre du
programme d'amélioration des parcours steppiques, a introduit en 1985, les espéces d'Atriplex
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suivantes : A. lentiformis S.Wats (originaire de Californie), A. canesoens (purch) (originaire
des USA) et A. nummularia Lindl. subsp nummularia (originaire d'Australie).

I1.4. Propriété sécologique de L’Atriplex Halimus

L’Atriplex Halimus supporte les conditions défavorables du milieu. Il résiste a la salinité
(NaCl) qui peut avoisiner celle de 1’eau de mer (30g/L) (Zid, 1977) et supporte des
températures de -10 °C a 10 °C (Fromont, 1972 ; Rosas, 1989).

C’est une espéce spontanée ou cultivée dans les étages bioclimatiques humide, semi-aride et
aride (Franclet, 1971). Elle prospere dans les sols sableux et limoneux (Killian, 1953) et
peut s’adapter a d’autres types de sol (argileux et marneux). Elle peut s'adapter a des milieux
divers (Fromont, 1972).

IL.5. Intérét de L’Atriplex Halimus
IL.5.1. Intérét thérapeutique

En médicine traditionnelle, elle présente des propriétés (Aharonson, 1969), antioxydantes,
anti-acidité gastrique contre les maladies cardiovasculaires, le diabete, I’hypertension, le
rhumatisme (Bellakhdar, 1997).

Les feuilles fraiches sont utilisées comme cataplasme sur les blessures et les plaies (Chehma,
2006).

Les racines sont utilisées pour les soins de la bouche et des dents (Bellakhdar, 1997).

L’ Atriplex halimus est utiliseée comme plante fourragére utilisable par les ovins, les caprins et
les camélidés (Castroviejo, 1990). Elle est riche en protéines et sucre, et tres apprécié durant
la longue période de sécheresse lorsque les autres espéces herbacées ont disparu. L’Atriplex
halimus peut produire jusqu’a cinq tonnes a I’hectare de matiére séche par an sur des sols

dégradés ou salins inutilisables pour d’autres cultures (Dutuit, 1991).
I1.5.2. Intérét écologique

Le probleme de la désertification qui est le recule de zones boisées (incendies ou autres
ravages) et ’envahissement du sable est un probléme émergent des régions méditerranéennes
arides et semi-arides. Le repeuplement des zones affectées par les plantes fourragéres
constitue une bonne solution. En effet, ces plantes possédent des racines tres développées

pour puiser dans les réserves d’eau du sol, permettant d’agréger le sol et le rendre résistant a
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I’érosion. Ces plantes peuvent former une bonne couverture végétale protégeant le sol des

agressions climatiques (pluie, vent, gréle, etc.) (Barrow, 2002).
I1.5.3. Intéréts médicinaux

L’Atriplex halimus présente des effets thérapeutiques intéressants tels que la lutte contre les
affections : coliques, dilatation des vaisseaux, respiratoires et diarrhéique.

I1.6. Description de I’Atriplex Halimus L.
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Famille : Chénopodiaceae
Genre : Atriplex
Espéce : Atriplex halimus
Sous espece : Atriplex halimus L.
I1.7. Origine

L’Atriplex halimus L. est originaire d’Afrique du Nord, elle s’adapte aux terrains salino-
argileux. Elle s’installe également dans les zones littorales méditerranéennes de I’Europe et

dans les terres intérieures gypso — salines d’Espagne (Le Houérou, 1980).
I1.8. Description

L’ Atriplex halimus L. est un arbuste vivace pouvant se développer au ras du sol, elle a une

hauteur pouvant atteindre jusqu'a 4 metre (Negre, 1961).

La plante adulte est trés ramifiée, ayant un aspect blanc argenté, a tige dressé d'une couleur
blanche-grisatre, a racine blanchatre, s'orientant horizontalement, pivotante en surface et sa

tige peut atteindre 3 a 5 fois sa longueur (Benrbiha, 1987).

- Les feuilles (figure 16) sont persistantes de 2 a 6 cm de long, alternées, avec un court
pétiole, ovales arrondies lorsqu'elles sont jeunes, triangulaires plus au moins lancéolées, vert
argenté et plus ou moins charnues, luisantes couvertes de poils vésiculaires blanchatres trés

riches en sel (Duperat, 1997).
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Figure 16 : Feuilles de I’Atriplex halimus L.

- Les fleurs (figure 17) sont monoiques jaunatres, elles se regroupent en panicules
allongées terminales et nues. Ces inflorescences portent souvent des fleurs males a cing

pétales et cing sommets et des fleurs femelles a la base dépourvue de périanthe (Kinet, 1998).

* S i N o T =

Figure 17 : Fleurs d’Atriplex halimus L.

- Les fruits (figurel8) composés par les deux bractéoles, arrondies en réne, dentées ou
entieres, lisses ou tuberculeuses et droites.

Figure 18 : Fruits de I’Atriplex halimus L.

- La graine (figure 19) est verticale, lenticulaire de couleur brune foncée de 2 mm de
diametre environ (Negre, 1961). Elle possede a sa base des valves fructiferes cornées de 0,3 a

0,4 cm de longueur et de 0,4 a 0,5 cm de largeur, furfuracé et papyracées (Benrbiha, 1987).

Figure 19 : Graines de I’Atriplex halimus L.
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- Les racines (figure 20) sont grosses, d’abords étalées obliques puis s’enfongant
verticalement jusqu'a une profondeur variable avec le sol et I’age de la plante. Elle peut
atteindre 3 a 5 fois la longueur de la tige. Elle est formée de radicelles blanchatres. La
croissance racinaire est souvent un indicateur de la capacité de la plante a s’adapter a la

sécheresse (Ben Ahmed, 1996).

Figure 20 : Racines de I’Atriplex halimus L.

La période de floraison s’étend a partir du mois d'avril jusqu'en novembre. Elle préfére les

sols frais, riches en humus (Sean, 2005).
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III. Activité antioxydante
II1. 1. Introduction

Tout organisme vivant a besoin d’un ¢lément trés important qui est ’oxygéne pour
produire de I’énergie en oxydant la matiere 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 contrdler 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 I’air que nous respirons comme la fumée de cigarette, le dégagement des
carburants, etc. L’eau, les aliments que nous consommons, les rayons UV du soleil et
le stress sont également des facteurs qui augmentent considérablement la quantité de
ces radicaux libres dans notre corps (Descheemaeker, 2004).

III.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’espéces 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 I'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 1’oxygéne singulet, le peroxyde d’hydrogene et le peroxynitrite, qui peuvent
étre des generateurs de radicaux libres (Cooper, 1997). Le tableau 3 regroupe les

différentes especes citées.

Tableau 3 : Les principales especes oxygenées réactives générées dans les systémes
biologiques (Bartosz, 2003 ; Jadot, 1994)

Nom Symbole

Anion superoxyde oF)

Radical hydroxyle OH’



PARTIE THEORIQUE

Monoxyde d’azote NO
Peroxyde d’hydrogéne H20:
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulet 102
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO’
Radical peroxy ROO’

Les especes oxygenées réactives sont instables et leur durée de vie est trés courte (de

la nano a la milli seconde) (Bonnefont-Rousselot, 2003, Lehucher-Michel, 2001).

Dans plusieurs cas, des especes 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).

I11.3. Pathologies causées par les EOR

Ces radicaux libres sont responsables du vieillissement cellulaire, de 1’altération de
I’ADN, de [Iathérosclérose, du cancer, des maladies inflammatoires,

cardiovasculaires, neuro-dégénératives et du diabéte (Cadenas, 2002).

II1.4. 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
endogeéne d’agents prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en

antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants
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(tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, 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 I’acide désoxyribonucléique (Figure
21) (Smirnoff, 2005).
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Figure 21: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR
(Kohen, 2002).

IIL.5. Les antioxydants de ’organisme

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

I’organisme.

Les antioxydants sont des espéces capable, a concentration relativement faible, de
réagir avec des substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher leur oxydation. Les
cellules consomment beaucoup d’énergie pour contrler leurs niveaux d’especes
réactives de I’oxygéne. La nature des systemes 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 22) (Shahidi, 1997).
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Figure 22 : Régulation de la production d’espéces réactives de ’oxygéne par les
systémes de défenses antioxydants (Milbury, 2008).

Systémes enzymatiques : (Piquet, 2007 ; Smythies, 1998).

Il s’agit principalement de trois enzymes ;

a 1- Le superoxyde dismutase (SOD) [accélére 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 manganéese (Mn-SOD)].

a 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 oxygene moléculaire]

4 3- La glutathion peroxydase (GPx) [La glutathion peroxydase est une
séléno-enzyme (Se- GPx) qui détoxifie le peroxyde d’hydrogeéne résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérives
réactifs avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH :
glutathion réduit). La glutathion réductase (GR) a pour rdle de régénérer le GSH a
partir du GSSG (glutathion oxydée) tout en utilisant le NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidase : enzyme donneur d’électrons) comme un
cofacteur.

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
0,* et du H20,, conduisant finalement & la formation de 1’cau et de I'oxygene

moléculaire comme le montre la figure 23.
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Figure 23 : Mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique
(Piquet, 2007).
Systémes non enzymatigues :

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, ’acide urique, la bilirubine, la mélanine,
la mélatonine, 1’acide lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les
cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau
intracellulaire). La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux
peroxyles et ’oxygene singulet, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras liés a
I’albumine des attaques radicalaires.

Les protéines chelatrices de métaux de transitions comme 1’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 24) (Trivalle, 2002).
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Figure 24 : EOR non enzymatique.
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D’autres substances exogénes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en
piégeant les radicaux et en neutralisant 1’¢lectron 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 systeme. Par exemple, la vitamine E est régénérée par
la vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases. Des composes
comme les alcaloides, les polyphénols, les huiles essentielles (Bruneton, 1999) et les
flavonoides apportés également par 1’alimentation, jouent un réle similaire de

piégeurs de radicaux libres.

II1.6. Les antioxydants d’origine végétale
Les antioxydants d’origine végétale regroupe presque tout les métabolites secondaire,

c¢’est-a-dire les phénols, les  flavonoides, les tanins, les coumarines, etc.



HARTIE
EXPETIMENTALE



PARTIE EXPERIMENTALE

I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végétale

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de I’Atriplex halimus L., communément

appelée « Gtaf », car elles est trés abandante dans la région de Tébessa.

L.2. Situation géographique
Les caractéristiques de la zone d’étude sont représentées sur le tableau 4 et sa position est

donnée sur la figure 25.

iebessa

=)

Google Earth

97 m altitude "14.19 km

Figure 25 : Carte geographique du lieu de récolte dans la ville de Tébessa.

Tableau 4 : Caractéristiques de la zone d’étude.

Région Altitude (m) Latitude Longitude Etage bioclimatique

Tebessa 793 N35°.26°35.9944 | 8°0427.19”E Aride et semi-aride
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I.3. Récolte et séchage de la plante

Cette plante a été récoltée durant le mois de Décembre 2020 dans la ville de Tébessa. Aprés la
récolte, les parties aériennes débarrassées des débris, lavées et séchées a 1’ombre. Elles sont
broyées en poudre fine a I'aide d’un broyeur électrique et conservées dans des boites

hermétiquement fermé et a I’abri de I’humidité.
I.4. Matériel de laboratoire utilisé
Le gros materiel utilisée est representé dans le tableau 5.

Tableau 5 : Gros matériel.

Matériel Photo

Four a moufle

Lampe UV

Spectrophotometre UV-Vis
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Voltalab 40

Rotavapeur

Ultra-son

Lyophilisateur
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Agitateur magnétique

Balance électronique de précision

Bain thermostaté
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Soxhlet

Dessiccateur

Chauffe ballon
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Montage de filtration

Micropipettes

Etuve

Le petit maériel et les produits utilisés sont regroupés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Petit matériel et produits.

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- CHClIs
8- Buchner 8- Acétate d’éthyle
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9- Spatule 9- n-butanol
10- Becher de (50ml, 100ml, 250ml, 500ml) 10- FeCls
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

16- NaOH

17- AICI3

18- H»S04 cc

19- Carbonate de Na

20- Acide formique

21- Acétone

22- Eau distillée

23-lode

24-Kl

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-PFs
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L.5. Les parametres physico-chimiques

Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata. L’erreur est mentionnée directement sur

toutes les figures.
1.5.1. Détermination de la teneur en eau

Les échantillons sont séchés jusqu’a ce qu’ils atteignent un poids fixe. Neuf échantillons de
la partie aérienne fraiche de 1 g chacun sont placées dans une étuve a 104°C (4 h), ensuite les
capsules sont retirées de 1’étuve, chaque Y2 h, et placées dans un dessiccateur pour étre pesées
une fois refroidis. La teneur en eau des feuilles est déterminée comme suit (Benkhaled,
2018) :

Teneur en eau (%) = [(Mf- Ms) / Mf] x 100
Mf : matiere fraiche
Ms : matiére séche
1.5.2.Détermination de la teneur en cendre et de la matiére organique

La matiere végétale est calcinée pour detruire totalement toutes les particules charbonneuses

et la pesée de la matiere minérale restante (Hireche, 2013).

La poudre de 1 g est mise dans un creuset (M1) qui est placé dans un four a moufle a 550°C

pendant deux heures jusqu'a obtention d'une poudre grise claire ou blanchatre.
- Apres refroidissement dans un dessiccateur, peser la capsule (M2).
On exprime la matiere organique (MO) par la formule suivante:
MO % = (M1 - M2/ P) x 100
La teneur en cendre (Cd) est calculée comme suit:
Cd (%) = 100-MO%
Ou:

M1: masse de la capsule + prise d'essai
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M2: masse de la capsule + cendres

P: masse de la prise d'essai

1.6. Screening phytochimique (dosage qualitatif)
L.6.1. Introduction

Le screening phytochimique est une étude qualitative pour rechercher les métabolites
primaires et secondaires contenus dans notre plante (phénols, tanins, alcaloides, flavonoides,
composés réducteurs, etc.). Des réactions de précipitation et de complexation, par des réactifs
chimiques spécifiques, constituent les tests de caractérisation de ces groupes de molécules
(Bammou, 2014). Les tests ont été réalises sur plusieurs extraits (extrait aqueux, extrait
éthanolique, extrait chloroformique, extrait éther de pétrole, extrait éther diéthylique et extrait

acide).

1.6.2. Caracterisation des métabolites (Bruneton, 1993, 1999 ; Bentab, 2015;
Rajeshwar, 2013 ; Awor, 2003 ; Yam, 2009 ; Chenni, 2010; Mazari, 2010 ;
Beddiar, 2016 ; Ribéreau, 1968)

1.6.2.1.Produit végetal épuisé avec I’eau

5g de matiere végétale sont introduites dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et contenant

50 mL d’eau distillée. Le mélange ainsi formé est porté au reflux pendant 1h.
L’extrait aqueux obtenu apres filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

1.6.2.1.1. Caractérisation de I’amidon
Traiter ImL de la solution préparée avec I’empois d’amidon ou avec I’iode I,. L’apparition de

la couleur bleu violacée indique la présence d’amidon.

1.6.2.1.2. Caracteérisation des composés réducteurs
Traiter 2 ml de la solution avec quelques gouttes de la liqueur de Fehling (0,5 mL de réactif A
et 0,5 ml de réactif B) et chauffer. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la

présence d’hydrates de carbone.

1.6.2.1.3. Caractérisation des Saponosides
Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire respectivement 1, 2, 3, ...,

10 ml de la solution & analyser. Ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de I’eau
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distillée. Agiter chaque tube pendant 15 secondes. Laisser reposer 15 min et mesurer la
hauteur de la mousse produite dans chaque tube.

La hauteur de mousse doit étre égale a 1 cm.

1.6.2.1.4. Caractérisation des tanins

Traiter 1ml de la solution aqueuse avec 1 ml d’ecau et quelques gouttes d’une solution de
chlorure ferrique (FeCls) a 1%. L’apparition d’une coloration vert foncée ou bleu-verdatre

indique la présence de tanins.
% Tanins catéchiques et galliques

10 ml de formol a 30 % et 5 ml d'acide chlorhydrique concentré sont ajoutés a 5 ml de la

solution a tester. Le mélange est chauffé au bain-marie pendant 15 mn.

L’obtention d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques. Pour les tanins galliques,
nous avons filtré la solution précédente. Ensuite, on ajoute au filtrat recueilli 5ml d’acétate de
sodium et 3 gouttes de FeCls. L’apparition d’une coloration bleu-noir intense, signe la

présence de tanins galliques.
1.6.2.2. Produit végeétal épuisé par infusion

Consiste a introduire 1g de poudre végétale dans 20 ml d’eau bouillante qu’on laisse infuser
pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d’eau chaude de maniere a

obtenir 20 ml de filtrat.
1.6.2.2.1. Caracteérisation des polyphénols

Quelques gouttes de perchlorure ferrique (FeClz, 10%) sont ajoutées a 2 ml d’extrait, la

formation d’un précipité noir-vert intense fut le signe de la présence des polyphénols.

1.6.2.2.2. Caracteérisation des mucilages

Introduire 1 ml de décocté dans un tube a essai, puis 5 ml d’alcool absolu. L’obtention dun

précipité floconneux apres agitation indique la présence de mucilages.
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1.6.2.2.3. Caractérisation des glycosides cardiaques
2 ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I’extrait, I’apparition d’une coloration brun-

rougeétre aprés 1’ajout de H2SOj4 indique la présence des glycosides cardiaques.

1.6.2.2.4. Caractérisation des caroténoides
On ajoute 3 ml d’HCI et 3 ml d’H2SO4 a 5 ml d’infusé de la plante. L’apparition d’une
coloration verte devenant bleu par la suite indique la présence de caroténoides.

1.6.2.3.Produit végétal épuisé avec de I’éthanol

20g de matiere végétale sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et contenant
100 ml d’éthanol. Le mélange ainsi formé est porté au reflux pendant 1h. L’extrait obtenu

apreés filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

1.6.2.3.1. Caractérisation des alcaloides
Aprés évaporation de 20 ml de la solution éthanolique, ajouter 5ml 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.
L’observation d’une turbidité ou d’un précipité indique la présence d’alcaloides.

e Une légére opacité : test faiblement positif (%)
e Une turbidité et non une floculation : test positif (+)

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

1.6.2.3.2. Caracteérisation des anthracénosides et les anthocyanosides
25 ml de I’extrait éthanolique sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et
contenant 15 ml d’acide chlorhydrique (HCI) a 10%. Le mélange ainsi formé est porté au
reflux pendant 30 mn. Aprés refroidissement, on extrait la solution trois fois avec 15ml

d’éther diéthylique, ensuite, les deux phases sont traitées séparément.

% Anthracénosides
Traiter 8ml de la solution extractive éthérique avec le réactif de Borntrdger. L’apparition
d’une couleur qui varie de I’orange-rouge au violet pourpre indique la présence

d’anthracénosides.
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¢+ Anthocyanosides
Doser la phase acide par une solution de soude (NaOH). Un changement de couleur en

fonction du pH prouve la présence des anthocyanosides.

e pH < 3 la solution se colore en rouge, coloration qui décroit quand le pH augmente
vers la neutralité.

e 4 <pH <6 lasolution prend une coloration bleue.

1.6.2.3.3. Caractérisation des composes réducteurs
Ajouter 2 ml d’eau distillée et quelques gouttes de la liqueur de Fehling a 1ml de I’extrait
¢thanolique puis chauffer. La formation d’un précipité rouge brique prouve la présence de

Sucres.

1.6.2.3.4. Caractérisation des flavonoides
Ajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré (HCI) a 5 ml de [Dextrait
éthanolique en présence de 0,59 de tournures de magnésium (Mg). La présence des
flavonoides est indiqué par I’apparition d’une couleur : rose-orangé (flavones) ; rouge

(flavonols) ; rouge, violet, bleu (flavonones) et pas de coloration (isoflavones).

1.6.2.3.5. Caractérisation des stérols et stéroides

Deux essais ont été réalisés :

¢+ Traiter le résidu obtenu apres évaporation de 10ml d’extrait éthanolique, avec 10 ml
de chloroforme (CHCI3). Aprés filtration, on ajoute quelques gouttes d’acide
sulfurique (H2S0Os) concentré & 5 ml de la solution chloroformique en présence de 5

ml d’anhydride acétique. Agiter puis laisser reposer.

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

stérols et stéroides.

+ Dissoudre le résidu obtenu par évaporation de 10ml de I’extrait alcoolique dans 0,5 ml

de chloroforme (CHCIs). Traiter le filtrat avec 1ml d’acide sulfurique concentré.

L’apparition d’une couleur rouge superposée a une couleur jaune-verdatre indique la présence

des stérols et stéroides.

1.6.2.4. Produit végétal épuisé avec du chloroforme
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5g de matiére végétale sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et contenant
50ml de chloroforme (CHCIz). Le mélange ainsi formé est porté au reflux pendant 30mn.

L’extrait obtenu apreés filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

1.6.2.4.1. Caractérisation des stérols insaturés et terpénes
Traiter 2 ml de la solution chloroformique avec 1 ml d’acide sulfurique (H2SO4) avec
précaution, I’apparition a I’intersection de deux phases, d’une couleur verte qui se transforme

en rouge confirme 1’existence des stérols insaturés et terpenes.

1.6.2.4.2. Caractérisation des anthraquinones
Ajouter 1ml d’une solution de potasse (KOH aqueux 10%) a 1’extrait chloroformique. Aprés
agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au

rouge.
1.6.2.5. Produit végetal épuisé avec I’acide sulfurique

Sg de matiere végétale sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et contenant
50ml d’acide sulfurique (2N). Le mélange ainsi formé est porté au reflux pendant 2h.

L’extrait obtenu apres filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

1.6.2.5.1. Caractérisation des quinones combinees
Extraire la solution obtenue avec du chloroforme (CHCIs), décanter, puis aprés évaporation de
la phase organique, on ajoute quelques gouttes d’une solution d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) diluée a 50%. L’apparition d’une couleur rouge indique la présence de quinones

combinées.
1.6.2.6. Produit végétal épuise avec I’éther de pétrole

Macération de 2 g de poudre de la plante dans 15 ml d’éther de pétrole pendant 30 min puis

filtration.

1.6.2.6.1. Caractérisation des lipoides
Evaporer ’extrait sur une plaque chauffante jusqu’a 1’obtention d’un résidu huileux, on
ajoute quelque goutte de H.SO4 concentré. L’apparition d’une coloration verte ou violéte

indique la présence de lipoides.

1.6.2.7. Produit végétal épuisé avec I’éther diéthylique
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20g de matiere végétale sont introduits dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et contenant
100 ml d’éther diéthylique, le mélange ainsi formé est porté au reflux pendant 1h. L’extrait

obtenu apres filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

1.6.2.7.1. Caractérisation des huiles volatiles
La détection des huiles volatiles consiste a évaporer a sec 20 ml de l'extrait éthérique,
dissoudre le résidu obtenu dans de I'alcool puis concentrer a sec la solution alcoolique

obtenue.
« Un test positif est révélé par l'obtention d'un résidu aromatique.

1.6.2.7.2. Caractérisation des acides gras
L'essai effectué est le méme que celui utilisé pour la recherche des huiles volatiles, seulement
la solution alcoolique obtenu subiras un traitement avec une solution basique de soude ou de
potasse, suivie d’un ajout de 2 ml d'eau distillé. Extraire la solution avec I'éther diéthylique et

la concentrer a sec.
* Un test positif est révélé par I'obtention d'un résidu gras.
1.6.2.8. Tests chromatographiques

1.6.2.8.1. Caractérisation des coumarines

% Test de détection : 2g de matiere végétale en poudre sont melangées a 10ml de
CHCIls. Aprés un chauffage de quelques min et une filtration, les extraits
chloroformiques sont révélés par une CCM, avec le mélange toluéne /AcEt (90 :10)
comme éluant. La visualisation du chromatogramme, apres migration, se fait avec une
lampe UV (356 nm) en absence et en présence de vapeur de NHs.

% Test de confirmation : 1 g de poudre végétale est placé dans un tube, en présence de
quelques gouttes d’eau. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH

diluée et sont portes a ébullition.
Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines aprés examen sous UV.
I.Préparation des extraits

I.7.1. Optimisation des paramétres d’extraction des composés phénoliques

(Recherche du meilleur solvant et de la meilleure méthode d’extraction)

1.7.1.1. Recherche du meilleur solvant et la meilleure méthode d’extraction
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Dans cette premiere partie, on a choisi d’extraire la poudre végétale par macération simple en
variant la polarité du solvant. Cing solvants purs ont été choisis avec des polarités proches
(acétone, éthanol, méthanol, acétate d’éthyle et ’eau) a froid, a chaud et a 1’ultra-son. Les

extraits sont préparés en ajoutant 10 ml du solvant d’extraction a 1 g de poudre végétale.

L’extraction a été faite par sonication, par soxhlet, par macération, par infusion, par décoction

et par extraction a chaud.

1.7.1.2. Recherche du meilleur mélange de solvants hydro-alcooliques
1.7.1.2.1. Méthode d’extraction solide/liquide
e Macération

La macération est une opération qui consiste a laisser séjourner la matiere vegétale (broyat)
dans le méthanol pour extraire les principes actifs (composés phénoliques et flavonoides).

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Hamia, 2014).
Le protocole de la macération de cette plante est le suivant :

-Peser 100 gramme de la matiere végétale,

-Mettre la matiere végétale (100 g) dans 300 ml de solvant,

-Agiter de temps en temps,

-Laisser macérer pendant 24 h,

- Filtrer sur un papier filtre Wathman (n°:1),

-Récupérer le filtrat dans un flacon,

-Répéter la procédure trois fois,

-Les macéras de 3 jours sont placés dans un seul récipient,

-Evaporer a sec.
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e Ultra-son

L’extraction assistée par ultrasons a €été faite dans un bain de nettoyage a ultrason avec une
fréquence de 50 kHz, a température et pression ambiante.

L’extraction assistée par ultrasons est une bonne méthode pour I’extraction des principes
actifs des plantes (Wang, 2006 ; Melecchi 2002).

Le protocole expérimental est le suivant :

-Peser 1 g de la plante séchée,
-Ajouter 10 ml de solvant,
-Placer le mélange dans un appareil ultrasonique,
-Laisser le melange réagir 20 min,
-Filtrer sur un papier filtre wathman n°1,
-Evaporer a ’aide d’un lyophilisateur.

o Soxhlet

Un extracteur soxhlet est un montage a reflux utilisé pour extraire les métabolites d’une
plante. Quand le ballon est chauffe, les vapeurs de solvants se condensent dans le réfrigérant
et retombent dans le corps de I’adducteur, faisant ainsi macérer les résidus. Le solvant
condens¢ s’accumule dans D’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube siphon, qui
provogue alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites. Le
solvant contenu dans le ballon s’enrichit progressivement en composés solubles (Herodez
2003).

Le protocole expérimental est le suivant :

-Peser 25 g de la plante séché,

-Ajouter 100 ml de méthanol dans le ballon,
-Chauffer le ballon avec le montage de soxhlet,
-Extraire jusqu’a ce que le solvant soit transparent,

-Evaporer le solvant.
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e A Chaud

Elle se fait en mélangeant la plante et le solvant a reflux pendant 10 min (Rajeshwar, 2013).
Le protocole expérimental est le suivant :
-Peser 1 gramme de la matiére végetale,

-Mettre la matiére végétale avec 10 ml de solvant,
- Maintenir 1’ébullition pendant 10 min,
- Filtrer sur un papier filtre Wathman (n°:1),
-Récupérer le filtrat dans un flacon,
-Evaporer a ’aide de lyophilisateur.
e Décoction
La plante est versée dans I’eau froide et portée a ébullition pendant 30 min (Awor 2003).
Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole suivant :
-Peser 1 gramme de la plante séché,
- Ajouter 10 ml d’eau distillée puis agiter manuellement et doucement,
- Chauffer le mélange dans un bain-marie bouillant pendant 30 minutes,
- Laisser le mélange refroidir a la température ambiante,
- Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1,
-Evaporer a I’aide d’un lyophilisateur.
e Infusion
La drogue brute est ajoutée a de ’eau chaude et recouverte jusqu’a refroidissement.

Le protocole expérimental est le suivant :

-Peser 1 g de la plante séchee,

-Ajouté 10 ml d’eau distillée bouillante,

-Laisser le mélange refroidir a la température ambiante,
-Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1,

-Evaporer le solvant a I’aide d’un lyophilisateur.
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1.7.1.2.2. Extraction liquide-liquide

L’extraction liquide-liquide des métabolites secondaires dépend de leur solubilité dans les
solvants organiques. Ainsi, le fractionnement de I’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, 1’acétate d’éthyle et le 1-
butanol). Les extraits sont conservés a froid jusqu’a leur utilisation. La Figure 26, résume les
étapes de fractionnement de I’extrait brut.

Les étapes d’extraction de la plante, solide/liquide et liquide/liquide sont représentés sur la
figure 26.

MeOH/H,0 (50%/50%)

Extrait brut

1- Eau chaude, filtration 2- Extraction avec 1’éther de pétrole

Phase éther de pétrole

| Extraction avec le dichlorométhane

dichlorométhan

Phase aqueuse

| Extraction avec ’acétate d’éthyle

Phase aqueuse
Phase d’acétate
d’éthyle Extraction avec le 1-butanol

|

e ——

Phase
1-butanole

Phase aqueuse

Figure 26 : Les étapes d’extraction de la plante solide/liquide et liquide/liquide.
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1.7.1.3. Rendements des extraits bruts
Le rendement en pourcentage de la plante en extrait brut a été calculé par la formule :
R= (M/My) x 100
R : Rendement en extrait brut exprimé en %.
M : Masse (g) de I’extrait brut aprés extraction.

Mo : Masse (g) du matériel végétal sec initial.

1.8. Dosage quantitatif des métabolites secondaires
1.8.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de L Atriplex Halimus L. a été effectué par
spectrophotomeétrie UV selon la méthode du réactif de Folin - Ciocalteu. Ce dosage est fondé
sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans
I'extrait. En milieu alcalin, le réactif de Folin - Ciocalteu oxyde les phénols en ions. (Hireche,
2013).

Le protocole expérimental est le suivant :

Une prise de 125 ul de I’extrait est mélangée avec 500ul d’eau distillée et 125ul du réactif de
Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation vigourcuse du mélange suivie d’un repos de 3min, une
prise de 1250 ul de Na2CO3z a 7,5 % est additionnée. Le mélange obtenu est ajusté par de I’eau
distillée a 3 ml. Apreés un repos de 90 min a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est

effectuée a une longueur d’onde de 760 nm.

La gamme étalon est préparée avec de I’acide gallique a des concentrations variant de 50 a
500 mg.I™ . Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent acide gallique par

gramme de matiére séche (mg EAG.g* MS). (Bourgou, 2016).
1.8.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Des dosages spectrophotométriqgues ont été effectués a partir des extraits bruts,

méthanoliques, éthanoliques, acétate d’éthyle, acétone, mélange méthanol/eau et aqueux.
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La méthode du trichlorure d’aluminium AIClz a été adoptée pour quantifier les flavonoides
dans les différents extraits (Kosalec 2004).

Le protocole expérimental est le suivant :

Dans une fiole jaugée de 50ml, une quantité de 100ul de chaque extrait préparé dans le
méthanol pur est ajouté a 100ul d’AlCls a 10% et 30ml de méthanol pur, ensuite la fiole est
complétée avec de I’eau distillée. L’ensemble est incubé a 1’ombre a la température ambiante

pendant 30 minutes, ’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 (Fadili, 2017).

1.9. Estimation de I’effet antioxydant de I’Atriplex Halimus par voltamétrie cyclique
(Bouhamed, 2019).

I. 9.1. Principe

Les méthodes électrochimiques utilisent la proprieté de certaines substances de pouvoir
échanger des ¢lectrons 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 27).
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Figure 27 : Voltamogramme d’un systéme réversible.

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

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

n’est pas observée, c’est le systeme irréversible (figure 28).

I a

Figure 28 : Voltamogramme d’un systéme irréversible.

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

La figure 29 montre deux vagues réversibles.
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Figure 29 : Voltamogramme d’un systéme réversible a deux vagues.

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.
La réduction de divers radicaux par les polyphénols (Ar-OH) a éteé beaucoup étudiee afin de
déterminer les éléments majeurs de ’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel
redox, ils sont capables de réduire rapidement les radicaux libres oxydants comme le
superoxyde, les peroxyles (ROOv), les alkoxyles (RO¢) et ’hydroxyle par transfert d’hydrogéne
selon 1’équation suivante :

Ar-OH+Xe | Ar-O-+XH

Ou Xe : Représente I’'une des ERO mentionnées ci-dessus ;

Ar-Oe: radical aryloxyle.

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

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

1.9.2. Mode opératoire (Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage de

I’anion superoxyde Oy")

1.9.2.1.Voltammogrames cycliques de I’oxygéne
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D’aprés (Benabdessalam' 2017), les mesures sont effectuées dans une cellule électrochimique
de 25 ml et un systéme a trois électrodes. L’anion radical superoxyde est généré par I’oxygene
moléculaire commercial dissout dans le DMF qui contient 0.1M de NaBusPFs a 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 ’ECS. Les voltammogrames de

I’oxygéne sont ensuite enregistrés et seront du type figure 30 :
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Figure 30 : Voltammograme cyclique d’oxygene.

1.9.2.2. Etude du comportement de I’acide gallique

L’¢tude électrochimique du comportement de I’acide gallique est effectuée a une
concentration de 0.1mM, un potentiel variant de -0.4 mV a 1.6 mV et une vitesse de balayage
de 100 mV/s.

1.9.2.3. Etude du comportement des extraits
Dans les mémes conditions précédentes, on traite les extraits de [’Atriplex halimus en ajoutant
une quantité bien déterminée de 1’extrait dans la cellule électrochimique (Boubakri, 2014).on
obtient les voltammogrammes cycliques suivants :

La capacité du produit testé a piéger les radicaux superoxydes (O2™) est calculée en utilisant
I'équation suivante:
Capacité inhibitrice de 1’ion superoxyde (%) = 100*(Ip0-Ips)/1p0
Ou : 1p0 : intensité du courant du pic anodique de I’oxygene seul

Ips : intensité du courant du pic anodique de I’oxygeéne plus I’extrait
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I1. Résultats et discussions

I1.1. Parametres physico-chimiques
Les analyses physicochimiques de la plante Atriplex Halimus L. sont basées sur la

détermination des teneurs en eau, matiére séche, matiére minérale et matiere organique.
I1.1.1. Détermination de la teneur en eau

La détermination de la quantité de matiere seche est basée sur la détermination de la teneur en
eau de notre plante. Les résultats sont regroupées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Matiere seche et teneur en eau de [’Atriplex Halimus L.

Po| P1L | P2 P3 P4 P5 | P6 | P7 | P8 | P9
T() | 0 050 | 1 1,50 | 2 250 | 3 | 350 | 4 | 450
P(@ | 1]037 | 027 | 026 | 025 | 027 | 028 | 025 | 0,26 | 0,27

MS(%) 37,81 | 27,10 | 26,96 | 2597 | 26,52 | 25,94 | 2583 | 26,08 | 27,47

TE (%) 62,19 | 72,90 | 73,04 | 74,03 | 73,48 | 74,06 | 74,17 | 73,92 | 72,53

P : Poids de la plante en g, MS : Matiere seche, TE : Teneur en eau, T : Temps.

Les figures 31, 32 et 33 montrent les pourcentages en eau et en matiére seche de notre plante.

80%
78%
76%

< 74% '_N 4‘_—‘#
3 72%

2 o //
3 68% 7
S 66%

64% /
62% /

60%

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5
Temps(h)

Figure 31 : Teneur en eau de I’Atriplex Halimus L.
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Figure 32 : Matiere seche de I’Atriplex Halimus L.

La figure 33 montre les secteurs de la teneur en eau et de la matiére séche de notre plante.

B Teneur en eau M Matiére seche

Figure 33 : Teneur en eau et matiere seche de I’Atriplex Halimus L.
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Les résultats montrent un taux d’humidité trés élevé équivalent a 74,17%, ce qui correspond a
plus de % du poids de la plante fraiche, le reste (25,83%) étant de la matiére séche. Le taux

d’humidité des plantes est lié au climat de leur habitat.
I1.1.2. Détermination de la teneur en cendre et la matiére organique

L’Atriplex Halimus L. présent une teneur élevée en matiere organique (85,70%) et une teneur
faible en matiere minérale (14,29%) comme le montre la figure 34. En effet, la teneur en ces

matieres peut étre expliquée par le stade de développement des plantes.

14,29%

m Matiére organique
m Matiére minérale

85,70%

Figure 34 : Teneur en matiéeres organique et minérale de 1’Atriplex Halimus L.
Les résultats obtenus sont résumées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Composition de /’Atriplex Halimus L.

Matiére séche 25,83%

Matiére minérale 14,29%

Matiére organique 85,70%

Teneur en eau 74,17%
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I1.2. Screening phytochimique

Les résultats de cette analyse sont donnés selon le solvant d’extraction.
I1.2.1.Extrait aqueux :
e Extrait préparé par reflux
Les tests effectués sur cet extrait sont regroupés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Résultats des tests chimiques de détection des principes actifs de 1’extrait aqueux.

Principe Réactif | Résultat Photos Observation
actif Avant Apres
Amidon I2 - | Absence de la
couleur bleu
violacée
Composées Liqueur de + Apparition
réducteurs Fehling d’un précipité
+ HCICC rouge brique
Saponosides | La Mousse Apparition d’une
- mousse de 1 cm.
Tanins FeCls + Apparition d’une
coloration vert
foncée
Tanins Réactifs de + Obtention d’un
catéchique Stiasny précipité
Tanins Réactif de - Absence d’une
gallique Stiasny coloration bleu-noir
+FeCls intense
+Acétate de
sodium

+ : réaction positive

+/- : réaction douteuse

: réaction négative
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o Extrait préparé par infusion

Les tests effectués sur cet extrait sont regroupés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats des tests chimiques de détection des principes actifs de 1’extrait

aqueux (par infusion).

Principe actif Réactif Résultat Photos Observation
Apres
Mucilage EtOH + Apparition d’un
précipité
floconneux
Polyphénole FeCl3 1% + Apparition d’un
précipité noir-
vert intense
Caroténoide H2SOu4cc + - Absence d’une
HClcc coloration verte
devenant bleu
par la suite
Glycoside Chloroforme + I’apparition
cardiaque d’une
coloration

brun-rougeatre

D’apres les résultats obtenus concernant I’extrait aqueux (a reflux ou en infusion), nous avons

noté que L’Atriplex Halimus L. contient les polyphénols, des glycosides cardiaques, des

composeées réducteurs, du mucilage, des caroténoides et des tanins catéchiques. D’autre part

nous avons remarqué ’absence des tanins galliques, des caroténoides, des saponosides et de

I’amidon.

I1.2.2.Extrait éthanolique

Les tests effectués sur cet extrait sont regroupés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Résultats des tests chimiques de détection des principes actifs de 1’extrait

éthanolique.
Principe actif Réactif Résultat Photos Observation
Avant Apreés
Alcaloides réactif de Apparition d’une
Mayer + turbidité
Réactif de Apparition d’une
Wagner + , turbidité
Anthracénosides Réactif de Absence d’une
Borntrager + couleur qui varie de
I’orange-rouge au
violet pourpre
Anthracyanosides Dosage Aucune coloration
avec NaOH - ' (rouge ou bleu) avec
le changement de pH
Flavonoides HCI «c +Mg Apparition d’une
+ i couleur violette
Stérols et Reéactif de + Apparition d’un
stéroides Lieberman [ précipité vert
Burchard

Les tests effectués sur cet extrait montrent qu’ils contiennent des alcaloides, des

antracenosides, des flavonoides (la couleur violette indique la présence de flavonones), des

stérols et des stéroides. La plante ne contient pas d’anthracyanosides.

11.2.3. Extraits chloroformique et acide

Les tests effectués sur cet extrait sont regroupés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Résultats des tests chimiques de détection des principes actifs de I’extrait

chloroformique et de I’extrait acide.

Principe actif Solvant Réactif Résultat Photos Observation
d’épuisement Avant | Apres
Quinone Acide Reactifs de L’apparition
combinées sulfurique Borntrager + d’une couleur
rouge
Stérols Chloroforme H2S04 L’apparition
insaturés et - de deux
terpénes phases vertes
qui ne se
transforment
pas en rouge
Anthraquinone | Chloroforme | NaOH a10% L’absence le
- virage de la
phase
aqueuse au
rouge
Coumarines Chloroforme | Lampe UV a +
365 nm
Papier filtre + fluorescence
imbibé de jaune

NaOH dilué
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Au vu des résultats des tests réalises sur ces deux extraits (chloroforme et acide sulfurique),

nous avons noté que notre plante contient les quinones combinées et les coumarines, tandis

que les anthraquinones, les stérols insaturés et les terpenes sont absents.

I1.2.4. Extrait d’éther de pétrole et éther diéthylique

Les tests effectués sur cet extrait sont regroupés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Résultats des tests chimiques de détection des principes actifs des extraits

éther de pétrole et éther diéthylique.

Principe Solvant Réactif | Résultat Photos Observation
actif d’épuisement Avant Aprés
Acide gras | Ether diéthyliqgue | Solution + Obtention dun
de résidu gras
NaOH
Huiles Ether diéthylique EtOH + Obtention d’un
volatiles résidu
aromatique
lipoides Ether de pétrole H2S04 + Apparition

d’une coloration

verte ou violette

Les tests effectués sur ces extraits sont positifs, ce qui indique que la plante contient des

lipoides, des acides gras et des huiles volatiles (une trés faible odeur).

I1.3. Comparaison entre les différentes méthodes d’extraction des principes actifs de

I’Atriplex Halimus L.

I1.3.1.Extraction solide/liquide
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Pour déterminer la quantité des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans la plante de
["Atriplex Halimus L., nous avons utilisés la spectrophotométrie UV/Visible (I’acide gallique
étant le standard pour le dosage des polyphénols et la catéchine pour le dosage des
flavonoides), les résultats sont représentés dans les figures 35, 36.

Les quantités des polyphénols et des flavonoides correspondantes ont été rapportées en
milligramme d’équivalents de I’étalon utilisé par millilitre d’extrait (mg Eq AG/ml d’extrait)
pour les polyphénols et (mg Eq Cat /g MS) pour les flavonoides donnant des droites
d’équation:

Pour les polyphénols : y = 9,0445x

Pour les flavonoides : y = 1,527x

Y étant I’absorbance et x la concentration.

2 1431 ]
=T

0,789 | ./
0,763 /
- e

0:195 |

0,508

0,337

186 312 625 125 250 500 .
' C{mg/ml)

Figure 35 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 36 : Courbe étalonnage de la catéchine.
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I1.3.1.1.Avec difféerentes méthodes et différents solvants purs

A partir de la plante sélectionnée, nous avons procédé a I’extraction par différentes méthodes

et des solvants de polarité voisine. Les rendements bruts, polyphénols totaux et flavonoides

totaux sont regroupés dans le tableau 14 et montrés sur les figures 37-39.

Tableau 14 : Résultats des rendements et de la masse des extraits bruts dans différents

solvants et par différentes méthodes.

Polyphénols Flavonoides
Extrait Solvant La masse | Rendement totaux totaux
d’extraction (9) brut (%) | (mgEqgAG /g (mg Eq Cat /g
MS) MS)
Méthanol 12,13 12,13% 28,63 0,34
Ethanol 9,47 9,47% 20,68 0,15
Macération A cetone 3,00 3% 4,98 0,06
Acétate d’éthyle 6,26 6,26% 15,92 0,10
H.0 16,00 16% 30,09 0,94
Méthanol 6,89 6,89% 23,8 0,23
Ethanol 1,43 1,43% 16,58 0,10
A chaud Acétone 0,66 0,66% 4,42 0,047
Acétate 1,32 1,32% 13,92 0,07
d’éthyle
H20 13,00 13% 22,78 0,26
Méthanol 3,00 3% 18,92 0,21
Ethanol 2,00 2% 15,12 0,084
U-son Acétone 1,00 1% 3,624 0,039
Acétate 2,00 2% 12,76 0,065
déthyle
H20 13,90 13,9% 19,80 0,23
Soxhlet Méthanol 8,52 8,52% 20,12 0,20
Infusion H20 14 14% 17,46 0,52
Décoction H20 13 13% 21,11 0,42
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Figure 37 : Effet du solvant avec différentes méthodes d’extractions sur le rendement brut de

la plante.
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Figure 38 : Effet du solvant avec différentes méthodes d’extractions sur la concentration des

polyphénols de la plante.
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Figure 39 : Effet du solvant avec différentes méthodes d’extractions sur la concentration des

flavonoides de la plante.

Dans cette étude, nous avons utilisé six méthodes d’extractions : la macération (a froid, 72h),
I’ultra-son (a froid, 15 min), ’extraction a chaud (10 min), le soxhlet (48h), I’infusion (15

min), et la décoction (30 min), et nous avons utilisé cing solvants de forte polarité.

L’¢étude comparative des ces six méthodes d’extractions a porté sur le rendement d’extraction

brut, le dosage gquantitatif des polyphénols totaux des flavonoides totaux.

Selon le tableau 13 et les figures 37-39, nous avons remarquée que les rendements bruts, les
concentrations des polyphénols et des flavonoides respectivement, de toutes les méthodes
d'extractions des principes actifs sont différents d'un solvant a ’autre. Le rendement le plus
élevé a été obtenu pour I'extraction avec l'eau puis le méthanol, ensuite I’éthanol suivi de

I'acétate d'éthyle et enfin l'acétone.

Le rendement d'extraction par macération (a froid) est le plus élevé par rapport aux autres
méthodes (a chaud et ultra-son). Les méthodes par infusion, par décoction et par soxhlet sont
toutes des méthodes a chaud qui ont été choisi pour confirmer que la méthode a froid donne
les meilleurs résultats. L’extraction a chaud peut provoquer une dégradation des métabolites

secondaires, c’est pour cela que la macération a froid sera utilisée pour le reste de notre étude.
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Comme I’eau et le méthanol ont donnés les meilleurs rendements, nous avons voulu tester
différents mélanges hydro-alcooliques. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 15

et montrés sur la figure 40.
I1.3.1.2.Avec différents pourcentages de mélanges hydro-alcooliques

La majorité des travaux d’extraction des métabolites secondaires contenus dans les plantes

mentionne que le mélange hydro-alcoolique 30/70 donne les meilleurs résultats.

Dans notre étude nous avons testé tous les mélanges pour confirmer ce résultat. Les valeurs

sont regroupées dans le tableau 15 et montrées sur les figures 40-42.

Tableau 15 : Résultats des rendements des extraits bruts, concentrations des polyphénols
totaux et des flavonoides totaux dans différents mélanges MeOH/H.O.

Méthode | Pourcentage | Rendement | Polyphénols totaux | Flavonoides totaux
MeOH/HO brut % (mg Eq AG /g MS) | (mg Egq AG /g MS)
Macération 100/00 12,13% 28,63 0,34
(a froid) 90/10 8,50% 30,09 0,25
80/20 9,90% 23,55 0,36
70/30 11,90% 22,97 0,31
60/40 12,76% 24,319 0,32
50/50 13,40% 29,41 0,38
40/60 8,66% 25,26 0,14
30/70 11,75% 21,75 0,19
20/80 8,60% 25,09 0,15
10/90 9,83% 23,39 0,30
00/100 8,50% 30,09 0,94
A chaud 100/00 6,89% 23,80 0,18
90/10 3,20% 20,01 0,16
80/20 9,10% 21,22 0,15
70/30 9,10% 12,93 0,16
60/40 6,70% 23,99 0,19
50/50 9,60% 24,64 0,26
40/60 12,00% 22,91 0,08
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30/70 6,69% 23,97 0,13
20/80 3,27% 20,45 0,08
10/90 2,73% 17,13 0,23
00/100 9,65% 24,78 0,36
Ultra-son 100/00 3,00% 18,92 0,21
90/10 3,50% 10,50 0,04
80/20 2,00% 20,23 0,11
70/30 8,90% 10,07 0,08
60/40 8,20% 21,67 0,17
50/50 12,00% 22,11 0,18
40/60 10,00% 19,43 0,03
30/70 8,28% 21,89 0,17
20/80 9,16% 17,80 0,02
10/90 7,49% 14,56 0,01
00/100 10,19% 19,80 0,23
14.00% -
12.00% -
g 10.00% -
;% 8.00%
g 6.00% - m A froid
1,

2.00%

0.00% -

Mélange MeOH/H20 (v/v, %)

Figure 40 : Effet de variation de la composition du mélange hydro-alcoolique sur le

rendement brut de la plante.
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Figure 41 : Effet de variation de la composition du mélange hydro-alcoolique sur la

concentration des polyphénols de la plante.
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Figure 42 : Effet de variation de la composition du mélange hydro-alcoolique sur la

concentration des flavonoides de la plante.
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D’aprées les résultats obtenus, nous pouvons dire que, dans notre cas, le meilleur mélange
hydro-alcoolique a été 50% de méthanol et 50% d’eau pour la majoritaire des méthodes. Ceci

implique que chaque plante a sa spécificité par rapport aux solvants d’extractions.
11.2.3.Extraction liquide/liquide

Apres avoir choisi la meilleure méthode d’extraction qui est la macération et le meilleur
melange de solvant hydro-alcoolique (50% de méthanol et 50% d’eau), nous allons
maintenant procéder a I’extraction liquide/liquide par des solvants successifs de polarité
croissante pour séparer les différentes fractions des métabolites secondaires de notre plante
pour étudier leur effet antioxydant par voltamétrie cyclique. Les résultats sont regroupés dans
le tableau 16 et représentés sur la figure 43.

Tableau 16 : Rendements des extractions par les solvants successifs de polarité croissante.

Extrait Masse moyenne (g) Rendement (%)
Brut 27,96 27,96
Ether de pétrole 6,96 6,96
Dichlorométhane (DCM) 0,22 0,22
Acétate d’éthyle (Act) 0,18 0,18
n-butanol (BuOH) 1,20 1,20
Extrait agueux (AQ) 19,40 19,40
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Figure 43 : Rendements des extractions par les solvants successifs de polarité croissante.

D’apres ces résultats, le meilleur rendement des métabolites secondaires a été obtenu pour
I’extrait aqueux, suivi par I’extrait n-butanol, ensuite I’extrait dichlorométhane et la plus

petite quantité a été obtenue pour I’extrait acétate d’éthyle.

I1.4. Evaluation de I’activité antioxydante par voltammeétrie cyclique (piégeage de

P’anion superoxyde Oz")

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 Dactivité

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

I1.4.1.Comportement de I’oxygéne
Les mesures sont effectuées dans une cellule électrochimique de 25 ml et un systeme a trois
¢lectrodes. L’anion radical superoxyde est généré par ’oxygéne moléculaire commercial. 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 a la température ambiante.
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Dans notre étude, un premier essai a été effectué dans I’eau en présence de 0.1M de NaCl
comme électrolyte support. Le voltammogramme de l’oxygéne enregistré (figure 44) ne
montre pas de vague retour car une fois I’ion radical oxygéne formé, il réagit avec 1’eau pour

se transformer immédiatement en eau oxygénée.
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Figure 44 : Voltammograme cyclique de I’oxygéne dans 1’eau et NaCl.
I1 faudrait donc éviter ’eau pour ne pas avoir des sous-produits et une perte de réversibilite.
Nous avons donc travaillé avec le DMF contenant 0.1M de NaBusPFs comme électrolyte

support. La figure 45 montre le voltammogramme de 1’oxygéne enregistré dans ces nouvelles

conditions.
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Figure 45 : Voltammograme cyclique de 1’oxygéne dans le DMF et PF¢,
D’apres cette figure, nous pouvons voir clairement la vague retour de ’oxygene. L’intensité

du courant du pic anodique vaux 1,394 mA/cm?.
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I1.4.2.Comportement de I’acide gallique :
L’¢tude électrochimique du comportement de IP’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 (figure 46) :

—— OX -PF6
1r —— AGB

I (mA cm?)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2

potentiel [V]

Figure 46 : Voltammogrammes de I’acide gallique barboté (AGB) et ’oxygéne.

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

vaux 0,2751 mA/cm?.

11.4.3. 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 (Boubakri,
2014). Dans notre cas nous avons utilis¢é 0,0178 mg d’extrait dans 20 ml de solvant. On
obtient les voltammogrammes cycliques suivants (figures 47) correspondant aux extraits
bruts, dichlorométhane (DCM), acétate d’éthyle (Act), n-butanol (BuOH) et aqueux (Aq) de

la plante de Tébessa (T) respectivement avec et sans barbotage a I’oxygéne.
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DCM
—— Acétate
—— aq

— but
——— OX -PF6

I (mA cm?)

-10

-12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2

potentiel [V]

Figure 47 : 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 (O>") est calculée en utilisant

I'équation suivante:
Capacité inhibitrice de I’ion superoxyde (%) = 100*(Ip0-1ps)/1p0

Ou : Ip0 : intensité du courant du pic anodique de I’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
I’anion superoxyde par I’antioxydant standard qui est 1’acide gallique ainsi que par les extraits

étudiés. Les résultats sont regroupés dans le tableau 17.
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Tableau 17 : Pourcentages d’inhibition de 1’ion superoxyde par I’acide gallique et les
différents extraits de /’Atriplex Halimus L. de Tébessa.

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

Oxygéne 1,3940 -0,5225 -

AG 0,2751 -0,5188 80,20
Brut 0,4403 -0,4254 68,40
DCM 1,1640 -0,4854 16,40
Act 0,2798 -0,5149 79,92
BuOH 1,9235 -0,5410 -

Aq 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 1’extrait Act a donné
une inhibition similaire a 1’acide gallique avec un pourcentage de 80% ce qui implique que
I’extrait Act 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 BUOH 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 1'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 Act avec un

pourcentage de 68%. Ceci est di a la quantité de radicaux générée par la fraction BuOH.

Une analyse HPLC confirmera cette hypothese.
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Conclusion générale

Ce travail est consacré a I'étude phytochimique, au dosage des polyphénols et des
flavonoides, ainsi que 1’étude de l'activité¢ antioxydante des extraits de la plante
d'Atriplex halimus L., choisie sur la base de son usage traditionnel dans la région de

Tébessa.

Une analyse physicochimique de quelques paramétres a donné une teneur en eau de
74,17% de la plante, 25,83% de matiére seche, 85,70% de matiere organique et
14,29% de matiere minérale.

Les tests phytochimiques qualitatifs ont été effectués pour identifier les métabolites
contenus dans cette plante. Les composés chimiques mis en évidence sont les
polyphénols, les glycosides cardiaques, les composés réducteurs, les saponosides, les
mucilages, les tanins catéchiques, les alcaloides, les antracénosides, les flavonoides
(flavonones), les stérols, les stéroides, les quinones combinées, les coumarines, les

lipoides, les acides gras et les huiles volatiles (une trés faible odeur).

Les composés phénoliques ont suivi une extraction solide-liquide en utilisant des
solvants purs de forte polarité (eau, méthanol, éthanol, acétate d'éthyle et acétone).
Les différents extraits obtenus ont été analysés quantitativement par

spectrophotometre UV-visible pour leur contenu en flavonoides et en polyphénols.

Les mesures ont été menées par différentes méthodes, a savoir la méthode a chaud et a
froid, I’ultrason, le soxhlet, I’infusion et la décoction. Quel que soit le solvant utilisé,
la méthode a froid a donné les meilleurs résultats offrant une grande protection des
molécules thermosensibles. Par ailleurs, nous avons démontré que l'eau et le méthanol
¢taient les meilleurs solvants extracteurs, c’est pour cela qu'une étude de I’extraction
avec un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau) a différentes compositions a été
réalisée, pour des raisons de biodégradabilité et nous avons obtenus le meilleur

rendement avec le mélange 50%/50%.

Des extractions successives avec des solvants de polarité croissante ont été menées, et
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 l'extrait

d'acétate d’éthyle.



Conclusion générale

Un test antioxydant de ces extraits, pour le piégeage des radicaux superoxydes
générés par I’oxygene, a été effectué par voltamétrie cyclique, et on a constaté que les
différents extraits ont présenté des activités antiradicalaires intéressantes. Il a été
constaté que l'efficacité des molécules antioxydantes dans I'extrait AcEt (80%),
similaire & celui de I’acide gallique, dépasse de loin celle des extraits Brut (68%),
DCM (16%) et Aq (19%). L’extrait But a montré une densité de courant supérieur a
celle de ’oxygene, ceci est dii probablement a la quantité élevée de radicaux générée

par cette fraction. Une analyse HPLC confirmera cette hypothese.
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