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Glossaire

Aglycone : La partie aglycone d’un hétéroside est la partie de la molécule constituée d’un
groupement non-glucidique. Ce dernier peut étre un groupement alcool, phénol, soufré ou

azote.
Athérosclérose :Epaississement de la paroi intérieure des arteres

Bractees : la bractée est une piéce florale qui se trouve a la base de fleur et qui entoure la

base du pédoncule.

Hypocholestérolémiante : Médicament capable de faire diminuer la quantité de cholestérol
dans le sang.

Magnetron :Tube dont on se sert pour émettre des courants de fréquences trés élevées a l'aide

d'un champ magnétique trés intense et d'un champ électrique.

Noyau pyranique : un noyau pyrane est un anneau hétérocycle a six éléments constitué de

cing atomes de carbone et un d'oxygene et contenant deux doubles liaisons

Utricule : Partie du tissu cellulaire des végétaux, petites outres pleines d'air, servant a

soutenir dans I'eau les feuilles et les racines de quelques plantes
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Introduction
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L’utilisation des plantes par ’homme est une pratique antique. La majorité des
habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses plantes comme reméde en médecine
traditionnelle (Bahorun, 1997). Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun critére
scientifique, elle tient compte simplement des observations au cours des siecles.
Historiquement, 1’extraction est une opération trés importante. L’homme a toujours cherché a
exploiter les ressources naturelles dont il dispose. Cette opération était utilisée dans la
préparation de produits alimentaires, pharmaceutiques, drogues, teintures ou parfums ou elle
prend des dénominations différentes. De la percolation a 1’infusion en passant par la
macération, chaque terme évoque une mise en ceuvre domestique d’un procédé d’extraction
solide-liquide, dont le solvant est généralement de 1I’eau ou de ’alcool. L’extraction végétale
reste une juste association entre la maitrise de certains parametres et la tradition (Nguyen Van,
2010).

La qualité alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est liée a 1’efficacité et a la
sélectivit¢ du procédé d’extraction utilisé. Les techniques d'extraction conventionnelle
soufrent d’un faible rendement; d'une durée d’extraction trop longue au cours de laquelle des
problémes de dégradation de I’extrait peuvent survenir (l'ionisation, autoxydation). Pour
contourner ces difficultés, plusieurs solutions ont été proposeées : la réduction de la taille des
particules par broyage, diminution du temps d’extraction et optimisation des solvants. Ces
différentes solutions n‘ont pas répondu de fagon définitive a la problématique. Pour remédier
a cette problématique, on propose dans ce travail d‘étudier 1‘intérét de I'extraction assistée
par micro-onde qui est une technique alternative tres intéressante, peu couteuse, rapide et a

rendements élevés (Hao, 2002; Jaykumar, 2011).

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthese est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. De nombreuses molécules possédant des propriétés
anti-oxydantes ont été isolées du monde végétal, toutes de nature plus ou moins phénolique.

Leurs représentants les plus connus sont: le resvératrol (un stilbénoide rencontré dans
la peau de raisin), les polyphénols du ginkgo, du thé vert, et de I’huile d’olive (Hennebelle,
2004), il a été apporté recemment que la consommation du thé vert renforce le statut

antioxydatif chez ’homme et protege contre les dommage oxydatifs (Khan, 2007). Comme,
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Paronychia argentea est utilisée comme un thé en Algérie (Zama et al., 2007 ;Bouanani

2010), il est important d’élucider le role de ses extraits notamment l'activité antioxydante.

Notre etude vise a évaluer l'influence des methodes d'extractions sur les teneurs en
composés phénoliques (Polyphénols totaux, flavonoides et tannins) et I’activité antioxydante
des extraits de la partie aérienne de Paronychia argentea. Toutefois, I’étude de ’activité
antioxydante de cette espéce n’a jamais été réalisée en détail (Zama et al., 2007, Goncalves et
al .,2013). C’est dans ce contexte que notre travail a pris naissance, il a été développé en
deux parties:

Une partie théorique qui renferme des données scientifiques classees en trois chapitres,
I’un sur la description du matériel végeétal utilisé « Paronychia argentea » et deux autres sur
les méthodes d’extractions et les antioxydants ;

Une partie expérimentale est consacrée a I’étude des différentes méthodes
d’extraction, le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins),
extraction des saponines ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante différents des

extraits.
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I.1.Origine et définition

Paronychia vient du mot grec para, « prés » et onux, « ongle » car certaines especes
peuvent guérir les inflammations autour des ongles-panaris-. Argentea herbe avec des
bractées argentées (Gubb, 1913; Beloued, 1998).

Les noms vernaculaires de cette plante differe selon les pays, en Algérie elle est
appelée le thé arabe (Gubb, 1913; Zama et al., 2007), en Jordanie et Palestine, cette plante est
appelé rejel-hamama (Abu irmaileh et Afifi, 2003; Abou El-khair et al., 2010).

Le genre Paronychia a été décrit en 1754 par le botaniste Phillip Miller et en 1913
Paronychia argentea a été désignée comme espece. La derniére révision du genre a été
entreprise en 1968 par Mohammad Chaudhri de I'Université d'Utrecht. Le genre Paronychia

compte environ 109 espéces (Ocana et al., 1997).

1.2.Classification de I’espéce
La classification botanique de Paronychia (Figure 1) rapporté par Carmona et al.,
(2005); Al-Bakri et Afifi, (2007); Bouanani et al., (2010); Bottger et al., (2011) est la

suivante :

Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Caryophyllales

Famille : Caryophyllaceae

Genre : Paronychia

Espece : Paronychia argentea

Figure 1: Photographie de Paronychia argentea

"Boumraou"
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1.3.Description botanique

Paronychia argentea est une plante vivace herbacée de 30 a 50 cm (Hamdan et al.,
2004; Afifi et al., 2005). C’est une herbe couchée avec un beau feuillage a reflets argentés
(Gubb ,1913). Sa période de floraison est entre Janvier et Avril (Hamdan et al., 2004; Afifi et
al., 2005; Bouanani et al ., 2010). Ses tiges sont longues, articulées, garnies de rameaux
courts, couchées et étalées sur la terre (De Lamarck et De Candolle, 1805).

Les feuilles de Paronychia argentea sont petites pouvant atteindre jusqu’a 2 cm de
long et 5 mm de large, opposées, sessiles, vertes ou a la fin rougeéatres, avec des pointes
aigués (Hamdan et al., 2004; Afifi et al., 2005). Ses fleurs sont entourées de bractées
argentées a 5 sépales verts qui se terminent par une pointe, elles n‘ont pas de pétales, et
possédent 5 étamines. Les fleurs sont disposées en bouquets tout le long de la plante (De
Lamarck et al., 1805; Beloued, 2001), son fruit est un utricule ovoide (De Lamarck et al .,
1805; Ocana et al., 1997 ; Beloued, 2001).

I.4. Habitat

Cette plante est distribuée dans I’Amérique, I'Europe, I'Asie et le Nord de I'Afrique
(Ocana et al, 1997). Paronychia Argentea est largement distribuée a 1’est de 1’Algérie
(Zama et al., 2007), elle est rencontrée dans les paturages, les lieux arides, les plaines et les
montagnes (Beloued, 2001). Elle marque une préférence pour les sols sablo-argileux mais
elle peut également se rencontrer dans les sables calcaires mobiles ou consolides de la dune
littorale (Alcaraz, 1991).

I.5. Vertus thérapeutiques de Paronychia argentea
» Usage traditionnelle
Chaque culture a des antécédents d'utilisation des plantes médicinales pour guérir les
maux; toutes les études sur Paronychia argentea montrent que la partie aérienne est la partie
utilisée en médecine traditionnelle (Abu irmaileh et al., 2003; Zama et al., 2007 ; Abou El-
khair et al., 2010 ; Cario et Vallés, 2012).

En Algérie, Paronychia argentea est utilisée pour traiter plusieurs troubles telles que

les infections respiratoires, les douleurs abdominales et les maladies rénales tels que les

.
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calculs rénaux et I’infection des voies urinaires (Abu irmaileh et al., 2003; Bouanani et al.,

2010), et elle est aussi utilisée comme agent antistress (Zama et al., 2007).
En Jordanie ainsi qu’en Palestine, elle est utilisée pour traiter le diabete, les maladies

cardiaques et les calculs rénaux (Hamdan, 2004 ; Afifi et al., 2005; Carmona et al., 2005).

Au Portugal, Paronychia argentea est utilisée comme un analgésique, en ulcére de
I'estomac, I'anorexie et la flatulence (Ferreira et al., 2006). Les espagnoles 1’utilisent pour
traiter les troubles digestifs, I’eczéma et comme agent fébrifuge (De Santaya et al., 2005).
Cette herbe posséde une activité antimicrobienne (Al-Bakri et al., 2007; Abou Elkhair, 2010),
anti hypertensive (Cario et vallés, 2012) et antioxydante (Gongalves et al., 2013).

» Usage pharmacologique

Une étude pharmacologique réalisée sur des rats wistar traités par 1’oxalate de sodium
a révélé que I’administration de I'extrait butanolique de la partie aérienne de Paronychia
argentea a réduit considérablement la taille des calculs rénaux (Bouanania et al., 2010).

La toxicité aigue n'a révélé aucun symptome toxique ou déces lors du traitement des
rats wistar pendant 14 jours avec l'extrait aqueux et butanolique de Paronychia argentea. La
DL50 est supérieure a 2000 mg / kg de poids corporel et 40 mg / kg de poids corporel,
respectivement. La toxicité subaiglie n'a révélé aucune altération biochimigque, hématologique

et morphologique (Bouanani et al., 2010).

1.6. Composition chimiques

L’analyse phytochimique de la partie aérienne de Paronychia argentea a révéle la
présence de plusieurs composés (Abou El-khair et al., 2010), ces composés ont non seulement
un grand role fonctionnel dans les plantes, mais également un réle tres important en
pharmacologie (Luthar, 1992 ; Liu et al., 2011).

1.6.1. Les composés phénoliques

Les composés phenoliques sont des métabolites secondaires des végétaux, et
participent a leur défense contre les agressions environnementales. 1Is regroupent un vaste
ensemble de plus de 8 000 molécules, qui présentent dans leur structure au moins un cycle

aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
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(OH) (Hennebelle et al., 2004). Les polyphénols sont divisés en plusieurs catégories et les

plus connus sont les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins (Edeas, 2007).

» Flavonoides
Le nom flavonoide dérive du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune (Malesev et
Kuntic, 2007). lls sont formés d’un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6) (Figure 2), et
dérivent de I’enchainement benzo-y- pyrone. Ce groupe comprend principalement trois
familles de composés: les flavonols, les anthocyanes et les flavan-3-ols, qui se différencient

par le degré d’oxydation du noyau pyranique central (Ghedira, 2005).

Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante par leur
capacité a piéger les radicaux libres (Ghedira, 2005; Zama et al., 2007). lls ont aussi d’autres
activités telles que: D’activité antihépatotoxique, antiallergique, anti-inflammatoire, anti-
ulcérogene et anticancéreuse (Ghedira, 2005 ; Zama et al., 2007).

» Tanins
Leur nom vient du mot francais « tan » qui signifie I'écorce du chéne vert et d'autres

arbres utilisés dans le tannage (Frutos et al., 2004). Les tanins sont des composés phénoliques
(Figure 3), solubles dans I’eau et ayant des poids moléculaires compris entre 500 et
3000 (Sereme et al., 2010). lls ont la capacité de former des complexes plus au moins stables
principalement avec les protéines, les polysaccharides, les alcaloides, les acides nucléiques et
les minéraux. Ils sont divisés en deux grands groupes: les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Luthar, 1993; Decruyenaere et al., 1996; Sereme et al., 2010).
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Figure3: Structure générale d'un tanin hydrolysable (Gauche) et un tanin condensé
(Droite) (Sereme et al., 2010).

Les tannins ont plusieurs propriétés biologiques telles que la propriété
antibactérienne, anti tumorale, anti inflammatoire et antioxydante. Ce sont également des
agents de conservation naturelle et aseptiques. Cependant, les tannins présentent des
propriétés indésirables telles que I’inhibition des enzymes digestives (alpha amylase et les
protéases) (Luthar, 1992).

1.6.2. Saponines

Saponine est un mot dérivé du latin « sapo », qui signifie savon car ses cOmposés
moussent une fois agités avec de l'eau (Bottger et al., 2011). Les saponines constituent une
importante classe de métabolites secondaires d’origine végétale, de masse moléculaire entre

600 & 2000 Daltons et de structure complexe (Li et al., 2006 ; Bottger et al., 2011).

Les saponines sont des hétérosides complexes (Figure 4) qui sont classées en deux
groupes en fonction de la nature de leur squelette aglycone : le premier groupe est constitué
de saponines stéroidiennes, le deuxiéme est constitué de saponines triterpénoides (Oakenfull,
1981 ; Sparg et al., 2004). Les saponines brutes apparaissent sous forme de poudre blanche,

avec un goQt amere, et provoquent facilement des éternuements (Bottger et al., 2011).
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Figure 4 : Structure chimique des saponines. Squelette aglycone (A), Stéroidien (B)
(Amzal, 2010).

Compte tenu de leur diversité chimique, les saponines présentent de multiples
propriétés, parmi lesquelles : les propriétés hémolytiques qui sont généralement attribuées a
leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire (Huhman et al., 2002 ; Mali,
2003 ; Bottger et al., 2011). Elles sont douées d’une activité molluscicide, anti-inflammatoire
(Sparg et al., 2004), antivirale, antifongique, herbicide, antihépatotoxique (Bottger et al.,
2011) hypocholestérolémiante (Huhman et al., 2002; Arslan et al ., 2012) et antitumorale
(Huhman et al., 2002 ; Man et al., 2010 ; Arslan et al., 2012).

Les saponines peuvent avoir un effet « antinutritionnel » dans 1’alimentation humaine
et animale et avoir des effets toxiques. D’une maniére générale, les saponines, comme les
glycosides, présentent une faible biodisponibilité orale, mais elles peuvent étre hydrolysées
dans le systéme digestif et provoquer une toxicité systémique dépendante de la structure et de
I’absorption de 1’aglycone. Traditionnellement, elles ont été utilisées en tant que détergents,
piscicides et molluscicides en plus de leurs applications industrielles en tant qu’agents

moussants et tensioactifs (Caulier et al., 2011).
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Plusieurs méthodes sont mises au point dans le but d’extraire les molécules d‘intérét

a partir de matrices végétales cas des composés phénoliques.

I1.1. Extraction par méthodes conventionnelles
Les techniques conventionnelles sont des méthodes anciennes utilisées pour retirer
des plantes, divers substances phytochimiques. Elles regroupent plusieurs méthodes
différentes (Nguyen Van, 2010) :
» Infusion : L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des arbmes
d'un végétal par dissolution dans un liquide initialement bouillant qui se refroidi (Nguyen
Van, 2010).

> Deécoction : La décoction est I’opération dans laquelle le solide est mis a bouillir dans

un liquide en vue d’extraire les parties solubles (Nguyen Van, 2010).

> Macération : La macération est une méthode d'extraction liquide-solide a température
ambiante pendant une durée de 30 min a 48 h. Cette méthode permet 1’extraction douce des
principes actifs, surtout lorsqu’ils sont thermolabiles. L'inconvénient principal de ce mode de
préparation est le risque de contamination bactérienne du produit final en I'absence
d'ébullition (Nguyen Van, 2010).

Cependant, les méthodes conventionnelles sont consommatrices de temps et de
solvants (Mandal et al., 2007; Wang et al., 2010). C'est pour cette raison que la mise en
ceuvre des techniques alternatives reste un point primordial.

Ces derniéres années, l'utilisation de micro-ondes pour I'extraction des constituants de
la matiére végétale a montré un intérét considérable. Les premiers chercheurs a utiliser un
micro onde domestique au laboratoire sont Samra et al. (1975) et ce n'est qu'en 1986 que la
premiére publication de cette technique est apparue (Eskilsson et Bjorklund, 2000;
Kaufmann et Christen 2002; Mandal et al., 2007 ).

11.2. Méthode d’extraction assistée par micro-ondes (EAM)
11.2.1. Définition des micro-ondes

Les micro-ondes (Mo) sont des ondes électromagnétiques, possédant un champ
électrique et magnétique perpendiculaires 1‘un par rapport a l‘autre, avec une fréquence
situees entre 300 MHz et 300 GHz.
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Les micro-ondes domestiques et industrielles sont généralement utilisées a une fréquence de
2.45 GHz, ayant une puissance de 600 a 1000 Watts et une longueur d’onde de 12,2 cm
(Kaufmann et Christen 2002 ; Mandal et al., 2007; Jain et al., 2009). Les micro-ondes sont
positionnées sur le spectre électromagnétique entre les infrarouges et les rayon X, les

longueurs d’ondes associées s’étalentde 1 cma 1 m (Jain et al., 2009).

11.2.2. Appareillage ’EAM
Un four micro-ondes est constitué de trois éléments principaux (Eskilsson et
Bjorklund, 2000; Mandal et al., 2007):
» Un générateur de micro-ondes, aussi nommé magnétron, qui génére les microondes a
partir d‘énergie électrique;
» Un guide d‘ondes métalliques qui propage les micro-ondes du magnétron a
[‘échantillon;
» Une cavité dans laquelle le réacteur sera placé.
En outre, de nombreux éléments peuvent étre ajoutés et adaptés en fonction des besoins de

I’expérience (Figure 5).
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Figure 5 : Four a micro-ondes avec ses principaux composants.

11.2.3. Principe d’extraction par solvant assistée par micro-ondes

Extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESAM) consiste a traiter sous micro-
ondes un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant partiellement ou totalement
transparent aux micro-ondes. Ce procédé a pour vocation d’étre une méthode d’extraction
utilisable pour un grand nombre de matrices solides telles que les végétaux.

Dans ESAM, la matiere vegetale utilisée est généralement séche. Toutes fois les

cellules des maticres contiennent toujours des petites traces d’humidité.

e
10
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Cette humidité ciblée par les radiations Mo, une fois chauffée par 1’énergie s’évapore et
produit une pression énorme sur les parois des cellules qui finissent par se rompre (Figure 6).

Cette rupture libére les constituants des cellules vers le solvant organique. Ce
phénomene peut étre intensifi¢ par 1’usage d’un solvant polaire (Berteaud et Delmotte, 1993 ;
Gatidou, et al., 2004; Zhou et Lui, 2006; Desai, et al., 2011).

f Vacuole Molécules \

1- Rotation dipolaire 2- Augmentation instantanée 3- Rupture des parois
de I'eau constitutive de la température et de la  cellulaires et libération des
\ pression molécules /

Figure 6 : Mécanisme de rupture des parois cellulaires sous I’effet des micro-ondes (Michel,
2011).
11.2.4.Facteurs influengant PEAM

Le rendement d‘extraction peut étre influencé par certains facteurs (Eskilsson et

Bjorklund, 2000; Gatidou et al., 2004; Wang et al., 2010) tels que :

» La nature et le volume du solvant : Le choix du solvant dépend de la solubilité de la
matrice, de I’interaction matrice-solvant et surtout de la capacité du solvant a absorber les
micro-ondes. Le volume du solvant doit étre suffisant pour garantir que 1’échantillon est
bien immergé au cours du processus d’extraction;

> Le temps d’extraction : Le temps d’extraction est extrémement court. En augmentant la
durée d'extraction, un risque de dégradation peut se produire;

» La température d’extraction: Une augmentation de la température induit une
diminution de la viscosité des solvants et par conséquent une meilleure diffusion de celui-
ci dans les parties internes de la matrice;

> La puissance d’irradiation : Elle est généralement minimisée pour éviter d‘atteindre des
températures d‘extraction trop €levées et a 1‘inverse, augmentée pour diminuer le temps
d‘extraction;

» La nature de la matrice : La présence d'eau dans les échantillons améliore les taux de
récupération des composés cibles (Eskilsson et Bjorklund, 2000; Gatidou et al., 2004;
Wang et al., 2010).

11



Chapitre 11 Méthodes d'extractions
—————— e ——

11.2.5. Avantages et inconvénients de PEAM

L’extraction micro-ondes est une technique puissante trés utile dans I’industrie, grace
a ses avantages économiques par rapport aux techniques d‘extraction classiques (Ben Chanaa
et al., 1994). Mais cette technique présente aussi quelques inconvenients (Eskilsson et
Bjorklund, 2000 ;Hao et al., 2002; Gatidou et al., 2004; Mandal et al., 2007; jain et al., 2009)
( Tableau 1).

Tableau I: Quelques avantages et inconvénients de I'extraction micro-ondes.

Avantages Inconveénients

» Réduction  significative des temps | » Le solvant a utiliser doit étre capable

d'extraction; d’absorber ’énergie des micro-ondes ;
» Réduction du volume de solvant utilisé; » La quantit¢ d’échantillon a traiter est
» Amélioration du rendement d'extraction; limité ;

» Utile pour les constituants thermolabiles. | > De faibles rendements d‘extraction

peuvent étre obtenus lorsque des solvants

apolaires ou volatils sont utilisés.

12
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L’intérét des antioxydants est loin d’étre récent, puisqu’ils sont depuis longtemps
exploités dans 1’industrie agroalimentaire en tant que conservateurs pour empécher
notamment le rancissement des matieres grasses surtout les acides gras poly insaturés
(Hennebelle, 2004). Ces derniéres années, la recherche des antioxydants naturels efficaces
sans ou présentant moins d’effets secondaires pour remplacer les synthétiques a augmenté

considérablement.

I11.1. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent prévenir les dommages oxydatifs
grace a leur capacité a capter les radicaux libres (Kalander et al., 2012). Ces derniers sont des
espéces chimiques tres réactives qui cherchent a se stabiliser (Figure 7) (Albert et al., 2003).

Ils entrainent un stress oxydant quand ils sont en excés ce qui conduit a un
déséquilibre entre la production des espéces réactives dérivées de 1’oxygéne (ROS) et d’azote
(RNS) par les systtmes oxydants et leur élimination par les systéemes antioxydants
(Benhammou et al., 2009). Ce phénomeéne entraine des dommages au niveau de la structure
des protéines, des lipides et des acides nucléiques (Ghedira 2005; Benhammou 2009;
Hennebelle, 2004). L’accumulation de ces Iésions au cours du temps contribue au
vieillissement cellulaire accéléré (Hennebelle, 2004). Plusieurs pathologies peuvent se
développer telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, I'athérosclérose, le diabéte et
I’ Alzheimer (Rakic et al., 2007).

- le radical hydroxyle (HO¢)
- le radical peroxyde (ROO¢)
- le radical alkoxyle (RO*)

- I'oxygéne singulet (02)

Figure 7 : Quelques radicaux libres (Albert et al., 2003)

I11.2. Sources d'antioxydants

Il existe deux systemes de défenses antioxydants, ils peuvent étre d’origine endogéenes
ou exogenes (Aliments) (Pincemail et Defraigne, 2004):
» L’apport exogene est apportée par la consommation des fruits et des légumes riches en

vitamines C et E, en caroténoides, en ubiquinones, en flavonoides,

13
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» L’origine endogene est représentée par le systeme enzymatique (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, catalase) ou protéique (ferritine, transferrine, albumine) cellulaires.

A ces deux principales sources s’ajoutent d’autres oligoéléments comme le sélénium, le
cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs indispensables a I’activité de certaines enzymes

antioxydantes.

111.3. Localisations cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles.
Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire
préférentielle (Figure 8), les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le
cytosol et/ou le milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles (Pastre, 2005).

eme de dertense antioxvdant

Caroténoides
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Figure 8: Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes

antioxydantes (en noir) (Pastre, 2005).

I11.4.Mécanisme d'action des antioxydants
Selon leur mode d'action, on distingue deux types d’antioxydants (Marc et al., 2004 ;
Rolland, 2004):
» Antioxydants primaires
Les antioxydants primaires tels que : la catalase le glutathion. Ces antioxydants
préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation.

Ils agissent donc en prévention (Figure 9).
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Figure 9 : Action préventive des antioxydants (Marc et al., 2004 ; Rolland, 2004).

» Antioxydants secondaires
Les antioxydants secondaires tels que: les tocophérols, sont des agents qui
transforment les radicaux libres en composeés plus stables et bloquent la phase de propagation

(Figure 10). Un tel effet résulte d’une structure de donneurs de He souvent aromatique.

A'+ROOH
Antioxydants x

A’+ ROH

A’ =Antioxydant

Figure 10: Action secondaire des antioxydants (Marc et al., 2004 ; Rolland, 2004).

De nombreuses molécules possédant des propriétés anti-oxydantes ont été isolées du
monde vegétal, toutes de nature plus ou moins phénolique. Leurs représentants les plus
connus sont: le resvératrol (un stilbénoide rencontré dans la peau de raisin), les polyphénols
du ginkgo, du thé vert, et de I’huile d’olive (Hennebelle, 2004).

D'aprés Zama et al (2007), le chloropyriphoséthyle (CE) qui est un pesticide
organophosphoré largement utilisé peut modifier le systéme antioxydant endogene tel que
I'enzyme superoxyde dismutase (SOD), les enzymes de glutathion, ce qui aboutira a un stress
oxydatif dans les tissus. Des études ont montré que Paronychia argentea peut prévenir
I'oxydation causée par le CE en augmentant l'activité de glutathion réduit, I'enzyme SOD et

en diminuant la peroxydation lipidique.
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IV.1. Matériel végétal

Notre étude est réalisée sur la partie aérienne de Paronychia argentea (Figurell) qui a
été récoltée au mois d'Avril 2013 au niveau de Boumraou situé a 14 km d’ Amizour wilaya de
Bejaia. Cette plante a été identifiée au laboratoire de Physiologie Végétale et d’Ecologie de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Abderrahmane Mira de Bejaia.

s -
o~
) AL

Figurell: Photographie d’un échantillon frais de Paronychia argentea

IV.2.Préparation de I’échantillon
IV.2.1.Lavage et Séchage
La partie aérienne de la plante récoltée a été lavée deux fois a 1’eau du robinet et une

troisieme fois a 1’eau distillée, puis séchée a I’air libre.

IVV.2.2. Broyage et tamisage

Une partie de 1’échantillon séché a été utilisée telle qu’elle est et ’autre a été broyée a
I’aide d’un broyeur électrique puis tamisée a l'aide d'un tamiseur pour obtenir une poudre
dont le diamétre est inférieur a 250 pum (Figurel2). La poudre obtenue a été conservée a
température ambiante, a 1’abri de la lumicre et de ’humidité dans un bocal en verre opaques,

préalablement séché a I’étuve, pour des utilisations ultérieures.

Figure 12 : Poudre et partie aérienne séchée non broyé de Paronychia argentea
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1V.2.3. Détermination de I’humidité
Le test d’humidité a été effectué selon la procédure Doymaz et al., (2004): 3

échantillons de 10 g sont portés a 105°C pendant 4h. La teneur en eau est calculée par la

M: masse de I’échantillon aprés 4 h de séchage a 105°C.

formule suivante :

IV.3. Analyses des composes phenoliques
IV.3.1. Préparation des extraits
Dans la présente étude cing extractions ont été réalisées :

» Extraction par infusion (Inf)

» Extraction par décoction (Dec)

» Extraction par macération a éthanol (ME)

» Extraction éthanolique assisté par microonde (EEAM)

» Extraction par décoction assisté par microonde (DAM)

Pour effectuer ces différentes extractions nous avons choisis deux types de solvants;

I’eau de robinet pour préparer Inf, Dec, DAM (ce sont les différentes formes de
consommation de la plante) et 1’éthanol puisque c’est un solvant efficace (utilisé comme
référence), moins toxique et plusieurs études ont été réalisées avec 1’éthanol 70% pour
extraire les polyphénols (Wang et al., 2010; Li et al., 2012).

» Extraction par infusion (Inf)

Cette extraction est réalisée selon la méthode décrite par Katalinic et al., (2006) avec
quelques modifications. 250 ml d’eau bouillante sont ajoutés a 5 g de la plante séchée,
I’infusion a duré 20 min.

» Extraction par décoction (Dec)

Cette extraction est réalisée selon la méthode décrite par Férreira et al., (2006) avec
quelques modifications. 250 ml d’eau froide sont ajoutés a 5 g de la plante séchée, porter le
tout a ébullition pendant une durée de 20 min.

» Extraction par macération a I’éthanol (ME)

Cette extraction est réalisee selon la méthode décrite par Diouf et al., (2009) avec
quelques modifications. 5 g de poudre sont traités avec 250 ml d’éthanol, le mélange est

soumis a une agitation mécanique pendant 40 min a température ambiante.
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» Extraction assisté par microonde (EAM)

Cette extraction a été effectuée selon la méthode de Raffiee et al., (2011) avec quelques
modifications. Elle est réalisée dans un four a micro-ondes (domestique) modifié. Vue le
manque d’un systeme intégré de mesure de la température, cette derniére est prise apres
chaque fin d’extraction par un thermométre. La puissance est fixée a 500 MHz (puissance
moyenne). Deux types d'extractions ont été effectués :

e Décoction assistée par microonde (DAM) qui consiste a mettre 5 g de la partie

aérienne séche dans 250 ml d’eau, ensuite le mélange a été placé au milieu du four
sur un plateau tournant et a été exposeé a un rayonnement de micro-ondes pendant 10
min.

e Macération éthanolique assistée par microonde (EEAM) qui consiste a mettre 5 ¢

de la poudre dans 250 ml d’éthanol a 70%, ensuite la préparation est mise dans le four

microonde pour une durée de 2 min

La solution obtenue aprés chaque extraction a été filtrée avec un papier filtre, puis
concentrée. Les extraits secs obtenus sont pesés pour estimer le rendement d’extraction

(Wang et al., 2008) comme suit :

Ou:

P : poids du bécher contenant I’extrait apres évaporation (g) ;

Po : poids du bécher vide (g) ;

E : poids de I’échantillon (g).

Les extraits ont été reconstitués dans de 1’éthanol 70%. Tous les extraits ont été conservés a

4 °C jusqu'a leur utilisation ulterieure.

1VV.3.2. Dosage des composees phénoliques
» Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux
La teneur en composes phénoliques a été déterminee via le test de Folin-Ciocalteu
(FC) basé sur la réduction d‘un complexe jaune de molybdotungstane par les composés

phénoliques donnant une coloration bleu au produit de la réaction (Cicco et al., 2009).

18



Chapitre IV Matériel et méthodes
—————— e —

La teneur en composeés phénoliques est déterminée selon la méthode décrite par
Owens et Johns (1999). 2.5 ml d’extrait (5mg /ml) de la plante sont melangés avec 22.5 ml
d’eau distillée et 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min d’agitation, 1.5 ml de la
solution de carbonate de sodium (200 g/ I) sont ajoutés a chaque tube. Un blanc, contenant
tous les réactifs, excepté I’échantillon, est préparé dans les mémes conditions. Apres 1 heure
d’incubation a 1’obscurité, la lecture a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre a une
longueur d’onde de 760 nm. La teneur des polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent
d’acide gallique par g de matiére seche d’échantillon (mg EAG/g MS), par référence a une

courbe d’étalonnage (Annexe N° 2, A).

» Détermination de la teneur en flavonoides

Cette méthode est basée sur la formation d'un complexe jaunatre suite a la chélation de
métaux Al3+, utilisés sous forme de chlorure d’aluminium (AICI3), par les groupements OH
des flavonoides (Ribéreau-Gayon, 1968 ; Bahorun et al., 1996 ; Djeridane et al., 2006).

Les flavonoides contenus dans les extraits de Paronychia argentea sont quantifiés par
la méthode de Djeridane et al., (2006) : 2 ml d’une solution méthanolique de chlorure
d’aluminium (AICls & 2%) sont additionnés a 2 ml d’extrait (3 mg/ml). Le mélange est
vigoureusement homogénéisé et laissé reposer pendant 15 min a 1’obscurité. Les
absorbances sont lues au spectrophotometre a 430 nm contre un blanc contenant 2 ml de
solvant et 2 ml de la solution AICIs. Les résultats sont rapportés en mg équivalent de

quercetine par g de matiere seche (mg EQ / g MS) (Annexe N°2, B).

» Détermination de la teneur en tannins

Dans la présente étude, nous avons utilisé le protocole de précipitation des protéines
(BSA), proposé par Hagerman et Butler (1978), pour estimer le contenu en tannins totaux.

Cette méthode qui utilise la Sérum Albumine Bovine (BSA), est basée sur 1’aptitude
des tannins a preécipiter les protéines formant ainsi un complexe insoluble tannins-BSA. Ce
précipité, une fois dissout dans une solution alcaline (SDS/TEA), forme un complexe ion
ferriques- polyphénols de couleur bleue-vert-violacée, qui est mesurée au spectrophotometre a
510 nm (Ribereau-Gayon, 1968 ; Paris et Hurbeille1981 ; Vaithiyanathan et Kumar 1993).

2 ml de la solution de BSA (1mg/ml) sont ajoutés a 1 ml de solution d’extrait (3.2
mg/ml). Aprés 24 heures d’incubation a 4°C, une centrifugation est réalisée a 3000 tours /min
pendant 15 min. Le culot récupéreé est dissout dans 4 ml de la solution SDS/TEA pendant 15

min, puis additionné a 1 ml de chlorure de fer (FeClI3). Le mélange réactionnel est agité
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vigoureusement avant d’étre laissé au repos a ’abri de la lumiére pendant 15 min. Les
absorbances des échantillons sont lues a 510 nm contre un blanc contenant le méme mélange
réactionnel a I’exception de I’extrait. Les résultats sont rapportés en mg équivalent acide

tannique par gramme de matiére séche (mg EAT/g MS) (Annexe N°2, C).

I1V.3.3. Détermination de ’activité antioxydante in vitro
Vue la complexité du processus oxydatif, plusieurs approches ont été utilisées pour
évaluer la capacité antioxydante de Paronychia argentea. L’activité antioxydante des extraits

a été évaluée a des différentes concentrations par 4 tests :

» Activité antiradicalaire contre le radical DPPH

Le diphenylpicrilhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et caractérisé par une couleur
violette dont I'intensité est mesurée a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). La substance
antioxydante agit en transférant un électron ou un atome dhydrogene ce qui conduit a la
réduction du DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration jaune pale
(figure13). Ce passage, de la premiére forme a la deuxiéme, est accompagné d'une diminution
de I'absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction de DPPH (Molyneux, 2004 ;
Villano et al., 2007 ; Kouamé et al., 2009).

»

Antioxydant-OH \@ Antioxydant-Or
\_/ﬁ N o, o

e

DPPH-H

Figure 13 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe* entre 1‘espéce radicalaire
DPPH?e et un antioxydant (AH) ( Villano et al., 2007 ; Kouamé et al., 2009).

Le protocole utilisé dans cette méthode est celui de Milardovié et al. (2006). Il
consiste a mélanger 2,9 ml de la solution DPPH (0.2mM) avec 0,1 ml de chaque extrait a
différentes concentrations (50, 150, 200, 250 ug/ml); la mesure de la réaction de réduction de
la solution du DPPH a eté réalisé a 515 nm aprés une incubation de 30 min. La capacité
antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d‘inhibition du radical

DPPH?e suivant 1°‘équation ci-dessous, en comparaison a un standard de référence BHA.
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- A controle correspond a 1‘absorbance du contrdle apres 30 min ;

- A &chantillon correspond a 1‘absorbance de 1‘échantillon apres 30 min ;

Ainsi plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d‘hydrogéne est considéré
comme un antioxydant fort. L’activit¢é d’un antioxydant est caractérisée aussi par une
grandeur appelée 1'lC50 (Concentration de I’antioxydant qui permet I’inhibition de 50% du
signal de référence). Il est a noter que plus la IC50 est petite plus ’antioxydant a une activité

plus importante.

> Activité antiradicalaire contre le radical ABTS *

Cette méthode a été décrite pour la premiére fois par Miller and Rice-Evans en 1993
(Prior and Cao., 1999; Van den Berg et al., 2000), elle consiste en la réduction du radical-
cation 2,2'- azobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acide) plus connu sous le nom de
ABTS+ (figurel4) de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore par piégeage
d'un proton. Ce dernier est mis en solution aqueuse avec le persulfate de potassium pour
générer le radical, ce radical ABTS  * stable, présente une absorbance maximale & 734 nm
(Marc et al., 2004; Nenadis et al .,2004).

' CHgy
NH4 ¢ 503- s i S 50;' + NH4 HO
@: >="_"=< Ij COOH
¥ N g HsC 07 ™ CHs
GHs s CHs  Trolox

Radicale ABTS™ Trolox (ou antioxydant a

tester donneur de H'

Figure 14 : Piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He (Marc et
al ., 2004; Nenadis et al .,2004).
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Le pouvoir anti-radicalaire contre le radical cationique ABTS * a été déterminé selon
la méthode de Katalinic et al., ( 2006). Les radicaux libres d' ABTS * sont fondamentalement
créés en mélangeant la solution ABTS a 7 mM avec 2.45 mM K,S,0g dans l'obscurité
pendant 16 h, a la température ambiante. Avant toute utilisation, la solution d'ABTS" a été
diluée avec de 1I’éthanol 70% pour obtenir une absorbance de 0,700 £ 0,020 a 734 nm.

Un volume de 20 ul de chaque extrait a différentes concentrations (50, 100,150, 200,
250, 300 pg/ml) est additionné a un volume de 2 ml de solution ABTS +. La décoloration par
rapport au témoin, contenant I’ABTS+ et le solvant (éthanol), est mesurée au
spectrophotométre a 734 nm aprés 6 min d’incubation a 1’obscurité. Le Trolox a été utilisé
comme standard de référence. L’activit¢ antioxydante est exprimée en pourcentage

d’inhibition du radical ABTS +. Selon la formule suivante :

% Inhibiti ?

- Abs734 controle: correspond a 1‘absorbance du controle aprés 6 min d’incubation ;
- A734 échantillon :correspond a 1‘absorbance de 1‘échantillon aprés 1 6 min d’incubation.

L’activité d’un antioxydant est caractérisée aussi par une grandeur appelée I'IC50

(Concentration de 1’antioxydant qui permet I’inhibition de 50% du signal de référence).

» Chélation du fer ferreux
Le test de chélation des métaux mesure la capacité et I’efficacité des antioxydants a
empécher la ferrozine de chélater les ions de fer ferreux (Fe?*) (Stookey, 1970). La Ferrozine
agit comme un agent chélateur et forme un complexe violet avec Fe2+ (figure15) donnant une

absorbance maximale a 562 nm (Le et al., 2007).

| P
\ ‘K\ -‘\ = =
" A \Q}gg{
" | — ~ \; b,
. " ( o
- R ) € e
Réductase Fe’ nr < S S D
s e %
Femrique > Complexe -
L 5"

Fe-FerroZine

Figurel5: Mécanisme réactionnel de formation du complexe ferrozine-Fe?* (Stookey, 1970).
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L'activité de chélation d'ion du fer ferreux (Fe?" des extraits a été évaluée par la
diminution de I'absorbance & 562 nm du complexe ferrozine-Fe?* selon le protocole de
Bourgou et al. (2007), qui consiste a mélanger 500 ul d’extraits a différentes concentrations
(50, 100,150, 200, 250, 300 pg/ml), 100 ul de FeCl; a 0,6 mM, 900 ul de méthanol et 100 pl
de ferrozine a 5 mM sont ajoutés aprés 5min. Le mélange est incubé pendant 10 min a
température ambiante permettant ainsi la complexion du fer résiduelle et la formation d’un
chromophore rouge (Fe (ll)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Le
contrdle négatif contient tous les réactifs a 1’exception de I’échantillon a tester qui est

remplacé par un volume égal d’éthanol.

L’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en comparaison avec
un standard de référence qui est le Na;EDTA et en pourcentage de chélation selon 1I’équation

suivante :

_

- Abs562 contréle : correspond a 1‘absorbance du contréle aprés 6 min d’incubation.
- Abs562 échantillon : correspond a 1‘absorbance de 1°échantillon aprés 6 min d’incubation.

» Pouvoir réducteur
Le pouvoir mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le fer ferrique Fe** (FeCls)
en fer ferreux Fe®* (FeCly) en présence d’un agent chromogéne ferricyanure de potassium Ks
[Fe (CN)g]. Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de potassium vers
une couleur bleu verte (Figure 16) dont I’intensit¢é dépend du pouvoir réducteur de
I’antioxydant (Chung et al., 2006).

T e F oy
Antioxydant FeCls

<

Figure 16 : Mécanisme réactionnel du pouvoir réducteur (Chung et al., 2006).
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Le pouvoir réducteur des extraits des cing plantes a été déterminé selon la méthode
décrite par Goncalves et al., (2013). Un volume de 250 pl de chaque extrait, a différentes
concentrations (50, 100,150, 200, 250, 300 pg/ml), est ajouté & 250 ul de tampon phosphate
(pH 6.6, & 0,2M), suivi de 250 ul de Ferricyanure de Potassium (KsFe (CN)g) & 1% et apres
agitation, le mélange est soumis a I’incubation a 50°C pendant 20 min. 250 ul d’acide
trichloracétique a 10% sont additionnés au mélange et centrifuger a 3000 tr/min pendant 10
min. Un volume de 50 pul du surnagent est ajouté a 200 ul d’eau distillée, puis 10 pl de
chlorure ferrique a (0.1%) est ajouté au mélange. Les absorbances ont été lues a 700 nm, les
résultats ont été estimés en comparaison avec la quercetine qui est un standard de référence.

L'augmentation de I'absorbance indique I'augmentation du pouvoir réducteur.

IV.4. Analyses des saponines
IV.4.1. 1.Réaction de révélation des saponines

Les saponines ont été mises en evidence par le test de mousse, qui consiste a mettre
10 ml de chacun des extraits aqueux dans un tube a essai, en agitant pendant 15 s. Apres 15
min d’incubation, une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de

saponines (Békro et al., 2007).

IVV.4.2. Extraction des saponines
L'extraction des saponines a été réalisée selon la méthode decrite par Kwada et Tella.
(2009) (Figurel?). L extrait obtenu a été reconstitué dans 1’éthanol 50 %.

IV.4.3.Activité antioxydante des saponines
La capacité antioxydante des saponines contenues dans Paronychia argentea a été

évaluée par les quatre tests cités précédemment a différentes concentrations.

V. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats de trois essais a été réalisée a I’aide du logiciel
Microsoft Office Excel 2010 (moyenne, écart types et corrélations). Une étude statistique a
¢été faite par I’analyse de la variance (ANOVA) en utilisant le test LSD, a un facteur au seuil
p<0.05 avec le logiciel STATISTICA 5.5 Fr, pour déterminer 1’effet des méthodes
d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques et I’activité antioxydante et la mise en

évidence des différences significatives ou non entre les extraits.
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10 g de poudre +50 Evaporé au bain
ml d’éthanol20% marie 90°C —Etuve

) 70°C
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bain marie 55°C, I / ' 30 ml de
agitation nbutanol +5 ml
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Le résidu est /\l\
ré extrait
avec 100 ml
d’étanol Reécupération de
la phase
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diéthyle + agitation

Figure 17 : Protocole d’extraction des saponines (Kwada et Tella, 2009).
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V.1.Traitement du matériel végétal
V.1.1. Test d'humidité
L humidité et la mati¢re seéche sont deux paramétres complémentaires importants pour

connaitre la teneur en eau, et pouvoir estimer le rendement apres sechage.

Paronychia argentea a révélé un taux d'humidité important qui est de 65.7%

(Figurel8). Cela signifie que plus de la moitié de la plante fraiche est constituée d’cau.

4 N

\_ /
Figure 18: Taux d'humidité de Paronychia argentea

Le taux élevé d’humidité est une source de dégradation des antioxydants, 1’eau peut
affecter la solubilité lors de I’extraction et méme la stabilit¢ des composés actifs. Ces
inconvénients peuvent étre éliminés par un sechage rapide, aussitét aprés la récolte du
végetale (Ribérau-Gayon, 1968; Abou el khair et al., 2010). Cependant, la présence d’eau
dans la plante peut étre bénéfique pour I’opération d’EAM, 1’eau améliore la récupération des
composés ciblés dans des solvants non polaires et méme sans solvants (Guatidou, et al.,
2004).

V.1.2.Rendements d'extraction

L’extraction des principes actifs a partir de la matiere végétale, suscite actuellement
beaucoup d’intérét en raison du pouvoir antioxydant elevé de ces substances notamment les
polyphénols (Bonnaillie et al., 2012).

Dans la présente étude, 1’éthanol 70% a été choisi comme solvant d’extraction pour la

macération, par micro-ondes et 1’eau pour l'infusion et la décoction (Figurel9).
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Figure 19: Extraits obtenus par les différentes méthodes d‘extraction.

Le rendement d’extraction des différentes méthodes utilisées sont illustrés dans la figure 20.
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Figure 20: Taux d'extractions des différents procédés d’extraction. Les valeurs portant la méme
lettre ne différent pas significativement.(P<0.05),a< b< c< d. Les barres verticales représentent les
écarts types.

Les valeurs obtenues montrent une variabilité des rendements entre les différentes
techniques d’extraction, ce qui est confirmé par I’analyse statistique (p<0.05) (Annexe N° 3).
L'extraction assistée par micro-onde (EEAM, DAM) a donné les rendements les plus éleves
(48%, 26,4%, respectivement) comparativement & ceux de [’extraction conventionnelle
(Extrait éthanolique, Décoction, Infusion.) qui ont donné de faibles taux d'extraction (18%,
14%, 12.6%, respectivement).

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Rafiee et al. (2011) lors d’une EAM
des polyphénols du thé. Les résultats rapportés par Abou el khair et al. (2010) sur Paronychia

argentea concernant les rendements des méthodes conventionnelles sont de 2.2% pour la

—————————————
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macération éthanolique, 6.3% pour la macération aqueuse froide et 2.9% pour la macération
au chloroforme. Ces résultats sont largement inferieurs a ceux obtenus dans la présente étude.

Wang et al (2008) rapportent dans leur étude sur des herbes chinoises que le
rendement d’extraction dépend du processus utilis¢, car les constituants des cellules se
libérent par rupture des parois cellulaires vers le solvant organique, un phénomene qui
s’intensifié par I’usage d’un solvant polaire (Li et al., 2012). La taille des particules végétales
joue un réle important dans I’extraction des composés phénoliques. Il est généralement admis
que sous une forme broyée, la matiere végétale présentera une plus grande surface de contact
avec le solvant, permettant ainsi d’accélérer sa solubilité (Escribano-Bailon et Santos-Buelga,
2003 ; Bonnaillie et al., 2012).

V.2. Résultats d’analyses des polyphénols
V.2.1. Dosage des polyphénols
» Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tannins

Les composés phénoliques sont I’objet de nombreuses études a cause de leur action
bénéfique sur la santé (Richard et al., 2001). La teneur en composés phénoliques totaux de
chaque extrait est exprimée en milligrammes équivalent acide gallique par gramme d'extrait.
La quantification des flavonoides est exprimée en milligrammes équivalent quercétine par
gramme d'extrait et la quantification des tannins est exprimée en milligramme équivalent
acide tannique par gramme d'extrait. Les résultats sont regroupés dans le tableau 1.

Tableau I1: Teneur en composés phénoliques des différents extraits.

Phénols Totaux Flavonoides Tannins
Extraits mg EAG/g MS mg EQ/g MS mg EAT/g MS
Inf 0.29+0.03 0.96+0.01° Traces
Dec 0.46+0.01° 1.67+0.04° Traces
DAM 0.26+0.19° 0.93+0.02° Traces
EEAM 0.75+0.17° 4.75+0.3" Traces
ME 0.56+0.25° 3.24+0.03° Traces

Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement. P<0.05,
a< b< c<d.

Les reésultats obtenus montrent que la teneur en composes phenolique de Paronychia
argentea varie d’un extrait a un autre. L’extrait éthanolique obtenu par micro-ondes renferme
la plus grande quantité de polyphénols totaux (0.75 £0 .17mg EAG /g MS) au méme titre que

la teneur en flavonoides (4.75+0.3mg EQ/g MS). La plus faible teneur en composés

e —————————————
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phénoliques est observée dans le cas de I'extrait obtenu par décoction et infusion qui sont
respectivement de 0.26+0.19 mg EAG/gMS et 0.29+0.03 mg EAG/g MS pour les polyphénols
totaux et de 0.93+£0.02mg EQ/g MS et 0.96+0.01 mg EQ/g MS pour les flavonoides.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<<0.05) entre les teneurs en

composés phénoliques des différents extraits (Annexe N°4, A, B, C).

Les polyphénols du thé se décomposent a haute température (Wang et al., 2010), cela
peut expliquer la faible teneur en composés phénoliques de I’extrait obtenu par décoction.
dans I’extrait DAM, I'eau posséde une constante diélectrique trés élevée (Annexe N°1) ce qui
conduit a une grande absorption de micro-ondes, augmentation de la température, et enfin
dégradation des composés phénoliques (Mandal et al., 2007; Wang et al,2008). L’éthanol
70% empéche la dégradation des composes actifs dans la ME et augmente leur solubilité dans
la macération éthanolique assistée par microondes. Concernant la pauvreté de I’infusé en
composés phénoliques, elle peut s’expliquer par la constatation de Goncalves. (2013) a
travers une comparaison de la teneur en composés phénoliques d’une infusion froide
(124.44+2.62 umol EAG/ g MS) avec une infusion chaude (223.88+3.8962 umol EAG/g
MS), cette derniére a marqué une quantité trés importante. Donc la solubilisation des
composés phénoliques par I’eau nécessite une température approprié, cela explique la faible
teneur de I’infusé par rapport au décocté.

Les teneurs en composés phénoliques obtenues semblent beaucoup plus importantes
que celles obtenues par Abou El-khair et al. (2010) qui a rapporteé, suite a une analyse
phytochimique de la partie aérienne de Paronychia argentea, la présence de tannins et de
composés réducteurs plus importante que les flavonoides, 1’extrait aqueux est dépourvu de
composes phénoliques, méme [’utilisation du chloroforme n’a révélé que la présence de
triterpenes et de quelques traces d’huiles essentielles.

D’apres nos résultats Paronychia argentea est riche en flavonoides, ce qui correspond
aux résultats rapportés par Al Bakri et Affifi (2007) qui ont révelé la présence de flavonoides
dans Paronychia argentea supérieure a celle des polyphénols totaux, une information qui a
été déja prouvée par Afifi. (2005) sur I’existence de trois types de flavonoides :
isorhamnentine, quercétine et luteoline.

Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus
dans la présente étude peuvent étre liées selon Li et al. (2006) a la méthode d’extraction, le

degré de maturation des plantes et les conditions de I’environnement, en plus du réactif adopté
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pour le dosage ou également au standard. Le temps d’extraction est aussi un facteur tres
important dans la quantification des composés phénoliques. Ce temps peut étre soit court
(quelgques minutes) ou trés long jusqu'a 24 heures (Naczk et Shahidi, 2004 et Chan et al.,
2009). De longues durées d’extraction augmentent le risque d’oxydation des polyphénols ce
qui entraine de mauvaises estimations de ces derniers (Naczk et Shahidi, 2004).

V.2.2. Activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et de la nature diversifiée
des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a

tester (Popovici et al., 2009).

> Activité antiradicalaire contre le radical DPPH’

La méthode est basée sur la capacité des composés a agir en tant que piégeurs de
radical en donnant un atome d’hydrogéne (Laib, 2011). Le test est largement utilisé au niveau
de I’évolution des extraits hydrophiles en provenance de thé vert. Du point de vue
méthodologique le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des composés contenant
des groupes SH-, NH- et OH- (Popovici et al., 2009).

Pour se renseigner sur le pouvoir de réduction du radical et la puissance des extraits
étudiés, nous avons testé une gamme de concentrations pour chaque extrait. Les résultats

exprimés en pourcentage d’inhibition sont illustrés dans la figure 21.
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Figure 21:Pourcentage d‘inhibition du radical DPPH par différents extraits.

30



Chapitre V Résultats et Discussions
—————— e —

Les résultats montrent que les extraits possedent un pouvoir de neutralisation des
radicaux libres de maniére concentration-dépendante avec un effet maximal de 75 % observé
a la concentration de 250 pg/ml avec l'extrait obtenu par micro-ondes suivi de ME (47%),
décoction (32%), DAM (16.4%), tandis que le plus faible pourcentage d'inhibition est obtenu
par l'infusion (8%). Cette variation du pouvoir antiradicalaire est confirmé statistiquement
(p<0.05) (Annexe N°4, A) par la présence d’une différence significative entre les procédés

par les quelles les extraits testés sont obtenus.

La concentration qui inhibe 50% (IC50) du radical libre DPPH de chaque extrait a été

déterminée et les résultats sont montrés dans tableau Il1.

Tableau I11: Concentrations des extraits et du BHA qui inhibent 50 % de DPPH" (1C50)

Extraits IC50 (pg/ml)
BHA 81.48 +0.23

Macération éthanolique assistée par microonde (EEAM) | 136.64+0.28°

Extraction par macération a I’éthanol (ME) 266.55+0.18"
Décoction 419.56+0.34°
Décoction assistée par microonde (DAM) 651.49+0.37¢
Infusion 1438.47+0.25°

Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement. P<0.05,,a<

b <c <d<e

Les ICsp sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger dont les valeurs faibles
refletent un effet antiradicalaire important (Maisuthisakul et al., 2008). Les résultats obtenus
montrent nettement que 1’extrait obtenu par la macération éthanolique assistée par micro-
ondes ne nécessite pas une concentration élevée (136.64+0.28 pg/ml) pour piéger 50% du
radical DPPH, en comparaison avec d’autres extraits, alors que 1’extrait obtenu par infusion

nécessite une concentration élevée (1438.47+0.25ug/ml).

L’étude statistique (p<0.05) des IC50 des extraits a révélé des différences
significatives entre les extraits étudiees (Annexe N°5, A).

Nous avons constaté une corrélation positive et linéaire entre les teneurs en
flavonoides, polyphénols totaux et le pouvoir antiradicalaire contre le DPPH avec un
coefficient de corrélation de 0.964 et 0.859 (Annexe N°6, A, B). Ces résultats montrent la

contribution des flavonoides dans D’activité antiradicalaire de la plante étudiée. D’apres
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Ghedira, (2005) les flavonoides possédent une forte activité antioxydante : Flavonoide (OH) +
R. — flavonoide (O.) + RH. Les flavonoides seuls avec une certaine structure,
particulierement la position hydroxyle dans la molécule, peuvent agir en tant que donneurs de
protons et d’électrons (Ghasemi et al., 2009), ce qui a permis d’obtenir de bonnes corrélations

avec ces derniers.

Ferreira et al., (2006) rapportent dans leur étude sur Paronychia argentea provenant
du Portugal que le % d'inhibition de DPPH de deux extraits issus de I'extraction
conventionnelle (Extraction par macération a 1’éthanol et Décoction ) est respectivement de
8% , 9% (100 pg/ml) comparativement aux résultats de notre plante qui a donné un %
d'inhibition de DPPH important pour une méme concentration (30.8%, 10.2%), cela est peut
étre due a l'origine géographique ainsi qu’au stade de maturité ce qui jouent un réle important

dans la composition phénoliques de plante étudié.

» Activité antiradicalaire contre le radical ABTS+
Le test ABTS est un excellent parametre pour déterminer I'activité antioxydante des
composes donneur d'hydrogéne (Marc et al., 2004). Les résultats du pouvoir antiradicalaire
des extraits, exprimés en pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ (figure22), indiquent
que tous les extraits possedent la capacité de piéger le radical ABTS+ et leur capacité différe

significativement (p<0,05) entre les procédés d'extractions (Annexe N°5, B).
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Figure22: Pourcentage d‘inhibition du radical ABTSe+ par les différents extraits.

A la méme concentration de 250 pg/ml, les résultats montrent que 1’extrait obtenu par
la macération éthanolique assistée par micro-onde est le plus actif, il enregistre un

pourcentage d'inhibition de 64% suivi de 1’extrait obtenu par maceration a 1’éthanol 51.3%
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qui présente la moitié de I’activité antioxydante du standard (Trolox), I’extrait obtenu par la
décoction présente un pourcentage d’inhibition de 30%, tandis que l'infusion et DAM
montrent une faible aptitude a neutraliser le radical ABTSe+ qui est de 14%, 7.5%,

respectivement.

Les résultats du test ABTS, sont légérement différents de ceux obtenus avec le test
DPPH. .

Tableau IV: Concentrations des extraits et de Trolox qui inhibent 50% d’ ABTSe<+ (IC50).

Extraits IC50 (pg/ml)
Trolox 89.53+ 0.08
Macération éthanolique assistée par microonde (EEAM) 141.86+0.072
Décoction 403.09+0.06°
Extraction par macération a 1’éthanol (ME) 201.25+0.1°
Infusion 956.25+0.1 ¢
Décoction assistée par microonde (DAM) 1889.31+0.05 ©

Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement. P<0.05, a<

b <c <d<e

Le tableau IV montre les IC50 des extraits obtenus sur le radical ABTS+, ces valeurs
sont inversement proportionnelles a I'effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent un effet
antiradicalaire important. L étude statistique révele des différences significatives entre les
échantillons. Les IC50 montrent que I’extrait obtenu par macération éthanolique assistée par
micro-onde est plus actif (1C50=141.86+0.07 pg/ml)

Des corrélations (p<0,05) positives sont enregistrées entre les différents antioxydants
présents dans les extraits analysés. Les coefficients sont de r=0,945 pour les polyphénols
totaux, r=0.960 pour les flavonoides (Annexe N°7, A, B), cela signifie que les polyphénols
totaux et les flavonoides contribuent dans I'activité antiradicalaire de Paronychia argentea

plus précisement dans la réduction des radicaux cationiques.
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» Test de chélation de fer ferreux

La ferrozine « monosodium salt hydrate of 3-(2-pyri-dyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-
p,p'- disulfonic acid » est un réactif qui réagit avec les Fer divalents pour former un complexe
stable ( Stookey, 1970, Viollier et al., 2000).

La capacité des extraits a chélater le Fe2+ a été évaluée et exprimée en pourcentage de

chélation (Nisha et al., 2009). La capacité chélatrice de Fe?* des extraits est présentée sur

la figure 23.
4 N\
100 -
c 80 -
£ Opg/ml
S 60 - 50pg/m
K ® 100pg/ml
o 40 - He/
< 150ug/ml
X 20 -
M 200ug/ml
0 .
Na2 Inf Dec DAM  EEAM ME 250ug/ml
EDTA
Extraits
N 4

Figure23:Pourcentage de chélation du Fe " par différents extraits

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits et le standard interférent

2+
d’une maniére dose dépendante avec la formation du complexe (Fe -Ferrozine), suggérant

qu’ils possédent une activité chélatrice en capturant I’ion ferreux avant qu’il soit complexé
avec la Ferrozine.

Pour une concentration de 250 pg/ml I'extrait obtenu par macération éthanolique
assistée par micro-onde a donné le plus grand pourcentage de chélation qui est de 58% et le
plus faible a été observé pour I'extrait obtenu par décoction assistée par microonde qui est de
6.6% a une méme concentration.

Nous avons observé une différence entre la capacité inhibitrice de nos extraits, ce qui
est dus essentiellement aux méthodes d'extraction cela est confirmé par 1’analyse statistique
(p<0.05), (Annexe N°5, C).

L’EEAM présente une valeur d’IC50 égale a 170.15+0.05 (tableau V), cela signifie qu'il
présente la plus grande activité antioxydante en comparaison a d’autres extraits, mais elle est
nettement supérieure a celle du standard (NA;EDTA 75.76 £ 0.2).
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Tableau V : Concentration des extraits et du NA;EDTA qui capte 50% de Fe** (ICso).

Extraits IC50 (ug/ml)
NA2EDTA 75.76 £ 0.2
Macération éthanolique assistée par microonde (EEAM) 170.15+0.05%
Extraction par macération a 1’éthanol (ME) 239.31+0.15 °
Décoction 377.69+0.14°¢
Infusion 874.25+0.09°
Décoction assistée par microonde (DAM) 1808.06+0.04 ©

Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne different pas significativement. P<0.05,a<

b <c <d<e

Il existe une corrélation positive et linéaire entre les teneurs en polyphénols totaux, en
flavonoides et la capacité chélatrice avec r=0.964, r=0.901, respectivement (Annexe N°8, A,
B), cela signifie que les polyphénols totaux et les flavonoides contribuent dans I'activité

chélatrice de Paronychia argentea.

De plus, la capacité chélatrice d’un composé phénolique dépend de la disponibilité
d’un certain nombre de groupements fonctionnels convenablement orientés (Van Acker et al.,
1996). Donc un échantillon riche en composés phénoliques ne pourrait pas chélater les
métaux de transition si ses polyphénols ne disposent pas de groupements fonctionnels
nécessaires pour 1’activité chélatrice, par exemple un groupent catéchol se lie fortement au fer
contrairement a un groupement phénol, de méme la conjugaison d’un composé phénolique

avec un glucide entraine la perte de ’activité chélatrice (Wong et al., 2006).

> Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité¢ d’un extrait & donner un électron et a réduire le
Fer (Gulgin et al., 2011). Les composés antioxydants causent la réduction de fer ferrique Fe*®
en fer ferreux Fe*? par leur capacité réductrice. Le complexe vert est formé par I’addition de
FeClI3 a la forme ferreux (Fe*?) (Koksal et al., 2011).

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés, est déterminé par la mesure de 1’absorbance
a 700 nm. L’augmentation de I’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur
(Ribeiro et al., 2008). L histogramme obtenu dans la figure 24, indique que 1’absorbance

augmente au fur et 3 mesure que la concentration en extrait s’éleve.
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des différents extraits

Le pouvoir réducteur des extraits (Figure 24) de notre plante est dose-dépendant. Ce
pouvoir varie d’un extrait a un autre et le potentiel antioxydant le plus fort a été enregistré
pour I’extrait obtenu par la macération éthanolique assistée par microonde ou I’absorbance
élevée a été notée (0,453 nm), tandis que I'extrait obtenu par décoction assistée par micro-
ondes a exprimé le pouvoir le plus faible dont 1’absorbance est de 0.060 nm. L’étude

statistique a confirmé cette différence entre les extraits (Annexe N°5, D).

Le pouvoir réducteur de 1’espece Paronychia argentea est probablement dd a la
présence de groupements hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme
donneur d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considéres comme des réducteurs
et inactivateurs des oxydants.

La capacité réductrice (RC0.5) de nos extraits indique que c’est 1’extrait obtenu par la
macération éthanolique assistée par micro-ondes qui possede la RC0.5 la plus faible
(224.94+0.05) proche de celle de la quercétine qui est de 176.72 £+ 0.15ug/ml (tableau VI),
elle enregistre, ainsi, le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport aux autre extraits issus de

d'autre méthodes d'extraction.
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Tableau VI : Concentration réductrice (RCos) des extraits et du standard.

Extraits RCO0.5 (ug/ml)
Quercétine 176.72 £0.15
Macération éthanolique assistée par microonde (EEAM) 224.94+0.05 °
Extraction par macération a 1’éthanol (ME) 354.86+0.07"
Décoction 1147.27+0.25°
Infusion 1587.67+2.08°
Décoction assistée par microonde (DAM) 2442.83+1.76°

Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement. P<0.05,a<

b<c<d<e

Le pouvoir réducteur enregistre des coefficients de corrélations positifs (p<0,05) entre
les différents antioxydants présents dans les extraits analysés. Les coefficients sont de 0.908
pour les polyphénols totaux et de 0.985 pour les flavonoides (Annexe N°9, A,B).

Discussion générale

Plusieurs auteurs ont rapporté une corrélation linéaire proportionnelle entre la
composition en polyphénols et I’activité antioxydante des extraits végétaux. Shan et ses
collaborateurs (2005) suggérent, en se basant sur une corrélation linéaire positive, que la
meilleure activité antioxydante est attribuée a la meilleure teneur en composés phénoliques.

Les tests de I’activité antioxydante étudiés utilisent deux mécanismes d’action des
antioxydants sur les radicaux libres qui sont les transferts d’hydrogeénes utilisés pour les test
anti radicalaire ( ABTS, DPPH) et le transfert d’électrons qui est spécifique au pouvoir
réducteur et chélation du fer ferreux (Ferrozine).

En se basant sur les résultats des quatre tests chimiques, 1’extrait obtenu par
macération éthanolique assistée par micro-onde est donc désigner comme le plus intéressant
en termes de capacité antioxydante, fortement liée a la présence de composés phénoliques,
cela signifie que la méthode d'extraction par micro-ondes est une technique trés prometteuse
pour l‘extraction des polyphénols (Rafiee, 2011). Cependant, I’extrait obtenu par décoction
assistée par micro-ondes a toujours donnée de faible activité antioxydante cela est forcément
due au solvant d'extraction utilisé.

Les extraits aqueux (Décoction, Infusion, Décoction assistée par microonde) montrent

que la meilleur méthode d'extraction est la décoction ce qui correspond aux résultats rapportés

e —————————————
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par Armoskaite et al., (2011) qui confirment que la décoction du thé vert présente une activité

antioxydante meilleur que celle de I’infusion.

V.3. Résultats d’analyse des saponines

V.3.1. Révélation et rendement des saponines

e D’apres le test de mousse nous avons constaté l'apparition d'une mousse persistante a une
hauteur de 1.2 cm (figure26) et qui persiste pendants 1 min, ceci indique une existence

des saponines dans l'espece Paronychia argentea ce que a été confirmé aussi par Abou

Elkhair, et al. (2010).
|
a1

Figure 25 : Resultats du test de mousse

e Le rendement des saponines obtenues est de 6.63% bien que Bogtter et Melzig(2011)

indique que son rendement peut aller jusqu'a 20%.

V.3.2. Activité antioxydante des saponines

D'aprés les résultats obtenus on constate que le pourcentage d'inhibition du radical
DPPH et le radical ABTS a une concentration de 1 mg/ml est de 37.1%, 31.9%,
respectivement. On a constaté que les saponines ont le méme effet inhibiteur sur les deux
radicaux libres (DPPH, ABTS). La capacité des saponines a donner un électron et a réduire le
fer ferrique Fe™ en fer ferreux Fe*? est de 31.20% pour le test de ferrozine et de 0.176 nm
pour le pouvoir réducteur toujours a une concentration de 1 mg/ml. Les résultats obtenus
dans le tableau VII montrent que les saponines de Paronychia argentea présentent a forte
concentration (1 mg/ml) une activité antioxydante, Elle est relativement faible par rapport a

I’activité antioxydante des extraits phénoliques.

38



Chapitre V

Résultats et Discussions

——— e —

Les concentrations des saponines qui inhibent 50% de radical DPPH est de

1243.85+0.06 pg/ml.

Tableau VI1: IC50 et RCO0.5 de I'activité antioxydante des saponines.

Tests IC50 (ug/ml)
DPPH 1243.85+0.06
Ferrozine 1908.33+0.16
ABTS 2166.58+0.26
Test RCO0.5 (ug/ml)
PR 4957.17+1.04
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L’objectif de ce travail visait la mise au point d’un procédé d’extraction des
polyphénols a partir d’une source naturelle (Paronychia argentea) par des techniques
conventionnelle et extraction assistée par micro-ondes. Une simple analyse des saponines de
cette plante a été également entreprise.

Les résultats de I’extraction par les différentes méthodes ont révélé des rendements
d'extraction différents. L’extrait éthanolique obtenu par micro-ondes et décoction par micro-
ondes ont présenté les meilleurs rendements.

Les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides varient d'un extrait a un autre, les
plus grandes teneurs ont été observées avec I’extrait éthanolique obtenu par micro-ondes.

L'évaluation des propriétés antioxydantes des extraits révéle que les extraits
éthanoliques obtenus par micro-ondes (EEAM) sont plus actifs, suivi de 1’extrait éthanolique
(ME), décoction, infusion et enfin décoction par micro-onde (DAM).

Les saponines ont été révélées par le test de la mousse, puis elles sont extraites pour
subir le test de ’activité antioxydante. Les résultats du pouvoir antioxydant sont trés faibles

comparativement a ceux obtenus avec 1’extrait phénolique.

Cependant et malgré I’importance des résultats obtenus, différents axes de recherche peuvent
étre proposés:

e Réaliser des tests in vivo pour une meilleure évaluation de I’activité antioxydante de
cette plante;

e Etudier ’activité antimicrobienne des extraits ainsi que leurs principaux composes
phénoliques individuels;

e Compléter ces développements en évaluant 1‘extraction assistée par micro onde sous
atmospheére pressurisé. Cest une technique simple et rapide qui s‘inscrit dans une
démarche de chimie verte, évitant 1‘utilisation de solvants organiques toxigques pour
I‘environnement et la sant¢ humaine.

e Quantifier et caractériser les saponines de cette plante par des méthodes plus

performantes.
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Annexe N°1 : valeurs de constante di¢lectrique (¢°) et du facteur de perte di¢lectrique (&)

pour les solvant plus communément utilisés (Tripti Jain 2009, Thomas Michel, 2011).

Solvant € €
Hexane 189 <0.1
Heptane 1.92 0

Dichlorométhane 29 1.14

2 _Propanol 199 1.66
Acetone 20.7 2.69
Ethanol 243 1.69

Meéthanol 326 287
Acetonitrile 375 344
Eaun 783 1.87

Annexe N°2 : Courbes d’étalonnages pour le dosage des polyphénols

0,7 1
0,6 1
0,5 -
0,4 1
0,3 -
0,2 1
0,1 -

Yy =0,0871x + 0,0209
R?=0,9933

Absorbance en UA

0 &
0

2

4 6 8

Concentration en acide galique pg/mL
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Absorbancer

y =0,0661x + 0,0112
R? =0,9984
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o

Concentration enQuercetine (ug/ml)
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< 08 y = 0,0026x + 0,0233

206 R2=0,9913

o 0,4
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S 0 ' ' .
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(C): Tanins " tioncide tannique en pg/mL
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Annexe N°3 : Analyse statistique des rendements sous I'effet des extraits

[ Test LSD; variable REND (sihem memoiresta) _[O]x]
Suite... Groupes homogénes, alpha = 05
= EFFET PRINC. :EXTRAITS
EXTRAITS How., | 1 2 4 4
Inf {1} XXX
13, 76667 EXEX
DiM {3} 27.13333 EXEE
HE {5} 27.13333 KXHK
EE4H {4} 47.83333 EXEX

60




Annexes
———— e ——

Annexe N°4 : Analyse statistique des teneurs en composés phénolique sous I'effet des
éxtraits

=10} X
Suite Groupes homnogénes, alpha = 05
EFFET PRINC. :EXTRAITS
EXTRAITS

260000 EEEX
, 293333 EEEE
L 464000 EEEE
LS61000 KEXX
. 748000 EEEE

(A): Polyphénols totaux

Suite Groupes homogénes, alpha = 05
EFFET PRINC.:EXTRAITS

EXTRAITS | Moy

DAM (3) 330000
nf ~363000

| Dec {2} | 1666667
0 E 3,240000
4,750000

. 069000 |
.181000
| .2558667 EHEX
EEAM f4P | . 392000 XXKX

(C): Tanins

Annex 5 : Analyse statistique de I'activité antioxydant des extraits

Groupes homogeénes, alpha = (05

Suite... EFFET PRINC. EXTRAITS

EXTRAITS |
136, 640
265,587 HEEE
419 5RO HENK
651,490 HEXE
1438, 470 HEEK

(A): Activité antiradicalaire au DPPH




Suite Groupes homogénes, alpha = 05
= EFFET PRINC.:EXTRAITS

EXTRAITS
141,860
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=1olx]
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EEEE
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(B): Activité antiradicalaire a8 ABTS

Groupes homogénes, alpha = .06
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(C): Activité chélatrice du fer (Ferrozine)
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(D): pouvoir réducteur

Annexe N°6: Corrélations entre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH’ et les teneurs

en antioxydant dosés, polyphénols totaux (A) et en flavonoides (B).

Y =15,773x - 0,7566
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Annexe N°7: Corrélation entre I’activité antiradicalaire 8 ABTS et les teneurs en polyphénols
totaux (A) et en flavonoides (B) des extraits

»n 80 - -

2 ) =131,71x-31,574 2 80 5 -13,907x+0,5751

<60 | R*=0,9459 <60 | R*=0,9605

c (o) c
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:\m° 0 :\?’ 0 °

© T 1 o T T 1
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(a) PT (mg EAG/g MS) (B Flav (mg EQ/mg MS)

Annexe N°8: Corrélation entre I’activité réductrice de ferrozine et les teneurs en polyphénols
totaux (A) et en flavonoides (B) des extraits

70 -, _
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Annexe N°9: Corrélation entre le pouvoir réducteur et les teneurs en polyphénols totaux (A)
et en flavonoides (B) des extraits
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Annexe N° 10: Appareillage utilisé dans 1’étude

Matériels leur marque

Spectrophotométre VIS (UNICO © 1100
SPECTROPHOTOMETRE)

four a microonde (MAXIPOWER)

étuve (BRINDER)

four a moufle (RETSH As 200)
Centrifugeuse (MIKRO120)

Balance électriques (RADWAG : PS 600/C/2)
P metre (HANNA Instrument)

tamiseur électrique (

broyeur électrique (INKA® basic)

Annexe N°11 : Préparation des différentes solutions utilisées.

Solution Réactif Conservation

Solution de carbonate de -20g / 100ml d'eau distillée Température ambiante
sodium (NaCogz)

Solution de Chlorure -2g / 100 ml d'éthanol Température ambiante
d'aluminium (AICl5)

Solution BSA -1mg de BSA / 1ml de tampon A 4°C.
-1.14ml d'acide acétique Température
-0.986¢g de Na CI /80ml d'eau ambiante
Tampon A distillée

-Le PH ajusté a 4.9 avec NaOH et
ajuster a 100ml avec de l'eau

distillée.

SDS/TEA -0.5g de SDS Température ambiante
-2.5ml de TEA
-ajusté a 50ml d'eau distillée

Chlorure ferrique (Fe Cls) -0.415 ml de HCL (1N) Température ambiante

-0.81g de FeCls;

- ajusté a 500 ml avec de l'eau
distillée

Solution de DPPH -3.5mg de DPPH / 150 méthanol Température ambiante
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Solution du radical ABTS’

-154mg d'ABTS/40ml d'eau
distillée

-26.4mg de persulfate de potassium
dans 40ml d'eau distillée
-incubation pendant 16h a I' abri de
la lumiere

Température ambiante

Ferrozine

-15mg/6ml de méthanol

Température ambiante

chlorure ferreux FeCl,

- 1mg/10ml d'eau distillée

Température ambiante

Tampon P

- 8.5ml de la solution KH,PO4
- 91.5 ml de la solution K,HPO,
- PH ajusté 4 6.9

Température ambiante

solution NaHP,0O4 (0.1M)

-1.36g de NaHP,0,
-100ml d'eau distillée

Température ambiante

solution Na,HPQO, (0.2M)

-3.484g de Na,HPO,
-100ml d'eau distillée

Température ambiante

Ferricyanure de potassium
(Ks Fe(CN) ) 1%

-0.1 g de K3 Fe(CN) ¢
- 10ml d'eau distillée

Température ambiante

Acide trichloroacétique
(TCA)

-1gde TCA
-10ml d'eau distillée

Température ambiante

Annexe N°12: les produits chimiques utilisés

Produit

Provenance

Acide acétique 100%

Prolabo

Acide gallic (C7H505H20)

Biochem Chemopharma

Dichlorure ferrique (fecl2)

Biochem Chemopharma

Hydroxyde de sodium (NaOH)

Biochem Chemopharma

Carbonate de sodium (CNa,O3)

Biochem Chemopharma

Chlorured’aluminium (Alcls gH20)

Biochem Chemopharma

Chlorure de sodium (Nacl)

Biochem Chemopharma

Ethanol (CszOz)

Biochem Chemopharma

Folin Ciocalteau

Prolabo

Méthanol (CH40)

Biochem Chemopharma

DPPH : 2,2-diphényl-1-pcrylhydrazyl (C10H12N508) Sigma Aldrich
Trolox Sigma Aldrich
Quercetine (C15H1007H2) Sigma Aldrich

BHA : Butyl hydroxyanisole

Aldrich Chemistry
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Persulfate de potassium (K,S,0s) Sigma Aldrich

ABTS : 2,2'- azobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acide Sigma Aldrich
(C18H2NEO6S4)

1-butanol (C4H100) Sigma Aldrich
Ferrozine CyoH13N4NaOsS;) Aldrich Chemistry
Chlorure ferrique (FeCls) Biochem Chemopharma
Sodium dihydrogen phosphate anydrous(NaH,PQO,) Biochem Chemopharma
Disodium hydrogen phosphate anhydrous (Na;HPO,) Biochem Chemopharma
TCA : Acide trichloro acétique (C,HCI30,) Sigma Aldrich
Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g) Biochem Chemopharma
Na,EDTA : Acide dissodium Ethylnediamine tétraacetic Biochem Chemopharma
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Résume

L’objectif de cette étude est la détermination de I’effet des méthodes d'extraction sur
la teneur en composés phénoliques et l'activité antioxydante de Paronychia argentea. Deux
techniques ont été choisies, une technique conventionnelle (infusion, décoction et macération
¢thanolique) et une nouvelle technique qui est 1’extraction assistée par micro-ondes (deux
solvants : éthanol et I'eau).

Les résultats de ’extraction nous révélent que le rendement le plus élevé est obtenu
par une extraction éthanolique assistée par micro-ondes (48%). L’analyse quantitative réalisée
par des méthodes spectrophotométriques montre que I’extrait éthanolique assisté par micro-
ondes de Paronychia argentea se distingue des autres extraits par les meilleures teneurs en
polyphénols totaux et les flavonoides (4.75£0.3 mg EQ/ g MS ; 0.75£0.17 mg EAG/ g MS,
respectivement). Les résultats de 1’activité antioxydante indiquent que 1’extrait éthanolique
assisté par micro-ondes a donné la meilleure activite.

L’extraction des saponines a été effectuée apres le test de révélation de la mousse
(hauteur de 1.2cm), le rendement d’extraction de ces métabolites est de 6.63%. Leur activité
antioxydante est tres faibles comparativement a celle obtenue avec les extraits phénoliques.

Mots clés: Paronychia argentea, Extraction conventionnelle, Extraction micro-ondes,
polyphénols, saponines, Activité antioxydante.

Abstract

The objective of this study is to determine the effect of extraction methods on phenolic
content and antioxidant activity of Paronychia argentea collected from Amizour (Bejaia), we
selected five techniques, three conventional extraction (infusion, decoction and ethanolic
maceration) and the other of which is extracted by microwave assisted with two solvents
water and ethanol(70%).

The different extraction methods results reveal that the higher extraction yield is that
obtained by ethanol extraction assisted by microwave (48%). The quantitative analysis by
spectrophotometric methods shows that Paronychia argentea contain significant amounts of
flavonoids, significant levels of polyphenols with faint traces of tannins. The ethanol extract
assisted by microwave differs from other extracts by the best levels of phenolic compound,
flavonoids with 4.75+0.3mg EQ / g DM), total polyphenols0.75+0.17 mg EAG / g DM.

The results of antioxidant activity (reduction of FeCl; and ferrozine), radical
scavenging (DPPH eand ABTSe+) obtained indicate that the ethanol extract assisted by
microwave gave the highest antioxidant activity compared to other extracts tested.

A separate analysis of the saponins s' extraction was performed (6.63% yield), after
the positive foam test (1.2cm height) and their antioxidant activity was tested using the same
tests mentioned above. The results of antioxidant activity are very low compared to phenolic
compounds.

Key words: paronychia argentea, Conventional extraction, microwave extraction, Phenolic
compound, Antioxidant activity, saponins, antioxidant activity.
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