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Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est indubitablement associée a
I’évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples, en
particulier arabes et africains, montre que [I’utilisation de ces plantes au sein des
pharmacopées traditionnelles pour le traitement des maladies de I’homme et de I’animal est

trés ancienne et elle a évoluée avec I’histoire de I’humanité.

La grande majorité des populations rurales se soigne exclusivement avec des plantes
aromatiques et médicinales en dépit de la toxicité des produits chimiques, ceci est dd au colt
¢levé des médicaments prescrits par la médecine moderne et a 1’¢loignement et/ou
I’insuffisance des centres de santé, ce qui constitue un enjeu économique et culturel trés
important (Gherraf et al., 2017).

De nos jours, les vertus thérapeutiques des plantes présentent un regain d’intérét grace a
I’amélioration des techniques d’extraction et aux progrés des méthodes d’analyses.
Cependant, les recherches sur les substances naturelles sont le fruit d’une longue expérience.
Elles ont commencé par I’inventaire systématique des plantes utilisées par les guérisseurs
indigeénes, auquel est venu s’adjoindre un criblage scientifique systématique permettant de
déceler les principales catégories de substances naturelles actives. Newman et al. (2007)
estiment que deux tiers des médicaments actuels ont une origine naturelle obtenue par hémi-

synthése ou par modification d’un produit naturel.

Ces plantes peuvent développer un systeme antioxydant performant, souvent corrélé a une
grande biodisponibilité en polyphénols (Ksouri et al., 2007; Ksouri et al., 2012). Ces
composés sont largement connus pour leur potentiel antioxydant. Par conséquent, une grande
attention a été portée sur 1’utilisation d'antioxydants pour inhiber la peroxydation des lipides
et protéger des dommages dus aux radicaux libres qui ont été revendiqués pour jouer un role
clé, affectant la santé humaine en provoquant des maladies graves, telles que le cancer et les
maladies cardiovasculaires par dégénérescence cellulaire (Manssouri et al., 2020).

La flore algérienne est caractérisée par une grande diversite, méditerranéenne, semi-
méditerranéenne et désertique. Cette flore est estimée a 3000 especes appartenant a différentes
familles botaniques. C’est ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse

inestimable (Gherraf et al., 2013; Khaldi et al., 2017).

Ainsi, dans le cadre de la connaissance et de la valorisation des plantes algériennes, nous
nous sommes intéressées a I’étude de D’activité antyoxidante des extraits phénoliques

d’Ammodaucus leucotrichus (Kimun-safi ou akdman). Cette plante de la famille des Apiacées

1



Introduction

est utilisée en thérapeutique traditionnelle contre le diabéte et multiples autres maladies
(Dahmane et al., 2017).

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail est d’étudier I’effet de quelques parametres
d’extraction sur la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante d’Ammodaucus

leucotrichus.

La présente étude est articulée autour de deux axes principaux; le premier est une synthese
bibliographique permettant de cerner I’essentiel du sujet, alors que le second est une étude
expérimentale incluant les différentes méthodologies utilisées dans le but d’atteindre I’objectif

fixé pour cette étude. Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

e Extraction des composés phénoligques a partir d’Ammodaucus leucotrichus en étudiant
I’effet de plusieurs paramétres d’extraction (solvant, rapport solide/liquide, durée et technique
d’extraction);

e Dosage des composées phénoliques, flavonoides et des tanins condenses;

o Détermination de I’activité antioxydante des extraits obtenus en utilisant différentes
méthodes.

Les résultats obtenus seront présentés et discutés en fonction des données disponibles ce

qui permettra de dégager une conclusion et d’envisager des perspectives.
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Partie bibliographique

1 Présentation d’Ammodaucus leucotrichus

1.1 Description botanique et classification d>’Ammodaucus leucotrichus

Ammodaucus leucotrichus (A. leucotrichus) est une plante médicinale appartenant a la
famille des Apiacées, anciennement appelé Ombelliféres (Velasco-Negueruela et al., 2006).
C’est une plante annuelle glabre a tiges dressées, rameuses et finement striées, les feuilles
sont tres divisées a lanieres étroites un peu charnues avec des ombelles a 2-4 rayons,
involucres a bractées trés divisées. Les fleurs sont blanches toutes égales. Les méricarpes sont
allongés a cotes secondaires couvertes de longs poils soyeux trés denses, crépus, jaunes roux a
la base puis blancs et longs de 8 a 10 mm. Cette plante a une forte odeur d’anis, elle est assez
commune dans tout le Sahara ou elle est tres appréciée et ramassée ce qui tend a la raréfier
(Figure 1) (Ozenda, 1991).

La classification systématique d’A. leucotrichus est la suivante (Quezel et Santa,
1963):

o Embranchement: spermatophytes

o Sous- embranchement: Angiospermes
o Classe: Eudicots

. Sous classe: Astéridees

o Ordre: Apiales

o Famille: Apiaceae

o Genre: Ammodaucus

o Espéce: Ammodaucus leucotrichus Coss. &Dur

Figure 1 : Photographie d’Ammodaucus leucotrichus (Idm’hand et al., 2020).



Partie bibliographique

1.2 Noms de la plante

A. leucotrichus est connue sous le nom de «Kamun-Safi ou akdman» dans la plupart des
pays arabo-africains, alors qu'en Algérie, elle est généralement appelée« Moudrayga » et en
francais elle est appelée «Cumin chevelu» (Idm’hand et al., 2020). Son nom en anglais est
«Hairy Cuminx» (Velasco-Negueruela et al., 2006).

1.3 Répartition géographique d’Ammodaucus leucotrichus

L’aire géographique de cette espece dite saharienne va de I’Atlantique a I’Egypte. Sa
distribution entiére est basée au nord de I’Afrique (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye) elle

s’étende jusqu’a I’Egypte et I’ Afrique tropicale (Manssouri et al., 2020).

1.4 Usages thérapeutiques traditionnels d’Ammodaucus leucotrichus

A. leucotrichus est une plante tres utilisée en médecine traditionnelle dans les pays
d'Afrique du Nord, en particulier dans le sud du Sahara Algérien.

Les graines de cette plante sont utilisées pour traiter les maladies liees a I'appareil
digestif et pour soulager les douleurs de I'estomac et du foie. Les feuilles sont également
utilisées pour soulager les douleurs thoraciques. Dans la région du Tassili en Algérie, la plante
étudiée est principalement utilisée sous forme de poudre ou d'infusion pour traiter les
symptdmes mentionnés ci-dessus. Dans la méme région, un mélange de graines de la plante
A. leucotrichus avec du lait ou du millet est utilisé pour retrouver l'appétit ou eéviter
I'indigestion. Les feuilles sont utilisées pour aromatiser le thé. Sous forme de poudre, elle est
considérée comme un aliment épicé trés apprécié dans la région de Djanet (Louail et al.,
2016).

1.5 Composition chimique d’Ammodaucus leucotrichus

Les études chimiques menées par Dahmane et al. (2017) et Manssouri et al.
(2020) sur la séparation et I’identification des composés chimiquesde la plante A.
leucotrichus, ont rapporté la présence des terpénes (le Périllaldéhyde, le limonene, le
myrcéne, le a-pinéne, le [B-pinéne), des coumarines et des saponines, ainsi que d’autres

composants tels que: le Thymol, les Tanins, le Carvacrol, le Flavone glycoside et Shybunol.
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2  Composés phenoliques

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c’est le cas pour
la plupart des substances naturelles qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition
qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les organes, les tissus et les stades

physiologiques (Macheix et al., 2006).

Ces composeés suscitent actuellement beaucoup d’intérét en raison du bénéfice qu’ils
pourraient apporter en termes de prévention des maladies (Hennebelle et al., 2004). lls ont
été décrits comme étant des antioxydants, des anti-allergénes, des anti-inflammatoires, des

anti-thrombotiques et des anti-tumoraux (Hanhineva et al., 2010).
2.1 Définition

Les composés phénoliques forment un tres vaste groupe de métabolites secondaires, qui
est difficile de définir simplement. Ils sont largement répandus dans le régne végétal et ils

regroupent un ensemble de 8000 molécules (Bruneton, 1999).

Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun un €lément structural fondamental
qui les caractérise qui est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement
lié un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside
(Bruneton, 1999).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies
d’aromageneése:

La voie de l'acide shikimique qui est a ’origine de la formation de la phénylalanine et
de la tyrosine. La désamination de ces acides aminés conduit a la formation des acides
cinnamiques et a leur trés nombreux dérives (acides benzoiques, coumarines ...) (Ribereau-
Gayon, 1968; Macheix et al., 2006).

L’autre voie part de 1’acétate et conduit a des poly-b-cétoesters de longueur variable, les
poly acétates, qui engendrent par cyclisation des composés souvent polycycliques:

chromones, quinones, xanthones etc. (Bruneton, 1999).
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2.2 Classification

Les composés phénoliques peuvent étre regroupes en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple squelette (6
carbones) a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce squelette
(degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation ...), enfin par les liaisons possibles de
ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites
secondaires) (Tableau 1) (Macheix et al., 2006).

Tableau I: Différentes classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2006).

Squelette Classes Exemples Origines (exemples)
carboné
C6 Phénol simples Catéchol Nombreuses especes
C6-C1 Acides Hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoiques Epices, fraises
C6-C3 Acides Hydroxycinnamiques Acide caféique Pomme de terre,
Coumarines Scopolétine Pomme, citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides Quercetin Fruits, légumes,
Isoflavonoides Cyanidine Fleurs, soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinirésinol Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, fruits a noyau
(C6-C3-C6) n Tanins condensés Raisin, kaki

2.2.1 Phénols simples et leurs dérivés

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a 1’état naturel et issus de la
décarboxylation de I’acide shikimique. Dans cette classe se trouve par exemple I’hydroquinol,

le pyrocatéchol et le phloroglucinol (Chira et al., 2008).
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2.2.2 Acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent environ un tiers des phénols alimentaires qui
peuvent étre présents dans les plantes sous des formes libres et liées. Ce sont des composés
organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat
et al., 2011). lls sont représentés par deux sous-classes, les acides hydroxybenzoiques et les

acides hydroxycinnamiques (Macheix, 1996).
o Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure de base de type C6-C1,
composée d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher un carbone. Ces acides
hydroxybenzoiques sont trés communs, aussi bien sous forme libre que sous forme d’esters ou
d’hétérosides (Tableau Il) (Bruneton, 2009; Chira et al., 2008).

Tableau I1: Principaux acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2006).

Acides hydroxybenzoiques

R1 R2 R3 R4 Formule
Acide parahydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchique H OH OH H
Acide vanillique H OCHs;| OH H R2 R1
S 0
Acide gallique H OH OH OH R3
Acide synringique H OCHsz| OH |OCH3 OH
R4
Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

o Acides hydroxycinnamiques

Ils représentent une classe trés importante dont la structure de base est C6-C3.Leur
squelette se compose d’un noyau benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec
un ou plusieurs groupements hydroxyles souvent esterifiés en ester d’alcool aliphatique
(Tableau I1I) (Chira et al., 2008).
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Tableau I11: Principaux acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2006).

Acides hydroxycinnamiques

R1 R2 R3 Formule
Acide paracoumarique H OH H
Acide caféique OH OH H
OH
Acide férulique OCH OH H
i i H'T\ - - J""ﬂ:‘:“' "J\\x
-~ -\.‘_‘ - S |:_:
Acide sinapique OCHs | OH OCHs |
-f_;"
, R
E-anéthole H OCHs H p.
SIS R,
Acide 3,4diméthoxycinnamique | OCHs | OCH3 H

2.2.3 Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux (Ghestem et al.,
2001). Presque toujours hydrosolubles (Bruneton, 1999). Ils sont largement abondants dans
les organes jeunes tels que les feuilles et les boutons floraux. Ces composés sont responsables
de la coloration des fleurs et des fruits et parfois des feuilles. (Bruneton, 1999; Ghestem et

al., 2001; Catier et Roux, 2007).

Ils ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone (Figure 2), constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (chalcones) (Bruneton,

1999; Gebhardt et al., 2005 ).

Figure 2: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).
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Les flavonoides sont classés selon plusieurs critéres: présence ou non d’une double
liaison en position 2, et présence ou non d’un groupement hydroxyle en position 3

(Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006).

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes (Figure 3), dont les
plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les

isoflavones, les flavanols et les anthocyanidines (Pietta, 2000; Gramza et Korczak, 2005).

Les flavonoides se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme
glycosylee (Sakihama et al., 2002; Ghedira, 2005). Les flavonoides se rencontrent
également sous formes O- et C-hétérosides. Il s’agit généralement des motifs flavonol et
flavone qui sont substitués par un glucide en position 3 et 5, respectivement. La partie
osidique consiste en un résidu de D-glucose, D-galactose, D-allose ou pentose (L-arabinose,

L-rhamnose, D-xylose) (Bruneton, 1999).

Class General structure Flavomoid Substitution Pattern
¥
Flavanol o fe]" {+)-catechin 3.5,7.3".4-0H
7 =, sdafad 4
glo = (-)-epicatechin 3.5.7.3".4“0H
oH Epigallocatechin gallate 3,5.7.3".4',5-0H, 3-gallate
Flavone chrysin 5.7-0H
apigenin 5,7.4-0H
rutin 5,7.3" 4-0H, 3-rutinose
luteolin 5.7.3"4-0H
lutealin glucosides 5,7,3-0H, 4'-glucose
5.4-0OH, 4'.7-glucose
Flavonol kaempferol 3.5,7.4-0H
W quercetin 3,5.7.3".4'-0H
myricetin 3,5.7.3"4"5"-0H
tamarixetin 3,5,7.3“0H.4-0OMe
Flavanone naringin 5,4"-0H,7-rhamnoglucose
{(dihydroflavon. naringenin 5,7.4-0H
taxifolin 3,5,7.34-0H
eriodictyol 5,7.3 4-0H
hesperidin 3,5.3-0H.4"-0Me, 7-rutinose
Isoflavone genistin 5.4-0H, 7-glucose
genistein 5,7.4'-0H
daidzin 4"-0H, T-glucose
daidzein 7.4-0H
Anthocyanidin apigenidin 5,7.4-0H
j ﬂ :ﬁ cvanidin 3.5.7.4-0H_3,.5-0OMe

Figure 3: Classification des flavonoides (Heim et al., 2002).
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2.2.4 Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques, solubles dans I’cau, avec un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Daltons. Ils sont caractérisés par la capacité de
précipiter les protéines (Catier et Roux, 2007). lls sont divisés en deux groupes majeurs
selon leurs structures: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Figure 4) (Macheix et
al., 2006).

»  Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c'est-a-dire un noyau central de glucose sur lequel se
fixent, au moyen d’une liaison ester, des acides: I’acide gallique pour le groupe des
gallotanins, 1’acide hexahydroxydiphénique ou ellagique pour le groupe des ellagitanins
(Guignard, 1979; Derbel et Ghedira, 2005). Leur hydrolyse, par des acides, des bases ou
certaines enzymes, libére le glucose ainsi que les acides galliques ou phénoliques liés (Bravo,
1998; Khanababaee et Ree, 2001; Bennick, 2002).

»  Tanins condensés

Ce sont des polymeres de haut poids moléculaire de flavan-3-ol (catéchines) et de

flavan-3,4-diol (leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux (Labieniec et al., 2003).

H

OH
8) HO E OH
S o o
o 0
0 o,
, 0 )
)
oH
OH
™

Figure 4: Structure de base des tanins. a) tanins hydrolysables. b) tanins condensés (Lochab et al.,
2014).
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2.3 Propriétés anti oxydantes des composés phénoliques

Grace a leur diversité structurale, les composés phénoliques exercent une activité
antioxydante via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des réactions
radicalaires par la chélation des métaux de transition, la neutralisation des radicaux libres,
I’inhibition d’enzymes génératrices de radicaux libres, et I’induction de la synthése
d’enzymes antioxydantes (Bors et al., 1997; Cotelle et al., 2001; Grassmann et al., 2002;
Su et al., 2007; Edreva et al., 2008).

2.3.1 Chélation des métaux

Plusieurs études telle que celle de Morris et ses collaborateurs en 1995 et Hider et
son équipe en 2001 ainsi que celle de Halliwell en 2006, affirment que divers composés
phénoligues sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques tels que le fer et

le cuivre qui permettent de catalyser les oxydations.

Les recherches réalisées par Van Acker et ses collaborateurs en 1996 sur la chélation
des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les sites essentiels pour la
chélation des ions métalliques. Ces sites sont constitués par les groupements 3’-hydroxyl, 4°-
hydroxyl sur le cycle B, 3-hydroxyl et 4-oxo de 1’hétérocycle C et 4-0xo et 5-hydroxyl de
I’hétérocycle C et du cycle A, respectivement (Figure 5) (Pietta, 2000; Heim et al., 2002).

Figure 5: Sites de chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).

11
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2.3.2 Neutralisation des radicaux libres

Les composes phénoliques en particulier les flavonoides sont des piégeurs efficaces de
radicaux libres en les réduisant par transfert direct d’un électron sur leur derniere couche

électronique (Ghedira, 2005) selon la réaction suivante:

flavonoide (OH) + R® — Flavonoide (O°) + RH (Ghedira, 2005; Sokél-Eetowska et
al., 2007).

Cette activité anti-radicalaire nécessite:

o La structure 3’,4’-dihydroxy du cycle B, qui est essentielle a I’activité des

flavonoides possedant un hétérocycle saturé.

o La double liaison 2-3 conjugué avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable de la

délocalisation d’¢lectrons stabilisant le radicale aroxyl.

o Les hydroxyles en position 3 et 5 qui permettent une activité anti-radicalaire
maximale (Sokol-Letowska et al., 2007).

2.3.3 Inhibition d’enzymes

Les composes phénoliques affectent 1’activité de nombreux systémes enzymatiques
(Olszanecki et al., 2002). En raison de la présence de multiples fonctionnalités phénol, ils
interagissent avec les protéines si fortement, que la précipitation des complexes protéines-

polyphénols se produit fréquemment (Handique et al., 2002).

Afin d’étudier le mécanisme d’action de 1’activité inhibitrice des flavonoides, Sadik et
al. (2003) ont mis en évidence I’effet de la quercétine sur I’oxydation de I’acide linoléique par
une lipoxygénase. Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition des lipoxygénases
par la quercétine est di a une inhibition irréversible résultante de liaisons covalentes entre
I’enzyme et les dérivés oxydés de la quercétine (quinone ou radical phénoxy) et non pas a une

complexation ou & une oxydation du Fe?*.
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Matériel et méthodes

1 Matériel et Méthodes

1.1 Préparation du matériel vegetal

La plante entiere A. leucotrichus, a été récoltée d’une maniere aléatoireen Mars 2020 a
la Wilaya de Bechar (Algérie). Aprés la récolte, la plante a été nettoyée des poussiéres et de
toutes autres impuretés, puis séchée a une température ambiante dans un endroit aéré et a

I’abri de la lumiére.

Le matériel végétal séché a été broyé puis tamisé en utilisant des tamiseurs de
différentes granulométries (500 et 250um). Les fractions dont le diamétre est inférieur a

250um ont été retenues pour I’extraction.

1.2 Extraction des composés phénoliques

Dans la présente étude, ’extraction des composés phénoliques a partir d’A.leucotrichus,
a été réalisée en testant I’effet de la durée, du solvant d’extraction,du rapport solide/liquide, et
en appliquant deux techniques d’extraction a savoirs; extraction par macération et extraction

assistée aux ultrasons.

1.2.1 Effet de la durée d’extraction
Pour étudier D’effet de la durée d’extraction des composés phénoliques de d’A.
leucotrichus, I’extraction a été réalisée pendant lheure, 2heures et 3heures de macération en

utilisant comme solvant 1’eau distillée.

Une prise d’essai de la poudre (0,4g) a été mise en contact avec 20mL du solvant
d’extraction. Apres lheure, 2heures et 3heures de macération a I’abri de la lumieére, les
mélanges ont été filtrés et conserves pour déterminer la teneur en composés phénoliques et

évaluer I’activité antioxydante.

1.2.2 Effet de la technique et du solvant d’extraction

Afin d’étudier I’effet de la technique et du solvant d’extraction, les composes
phénoliques totaux d’A. leucotrichus ont été extraits par macération pendant 3heures et par
ultrasons pendant 30minutes, en utilisant comme solvants ’eau distillée, 1’acétone 50%, le
méthanol 50% et I’éthanol 50%.

Une quantité de 0,4g de la poudre a été mélangée avec 20mL du solvant d’extraction.
Apres 3heures de macération et 30minutes d’extraction assistée aux ultrasons, les mélanges
obtenus ont été filtrés et conservés pour déterminer la teneur en composés phénoliques et

évaluer I’activité antioxydante.

13
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1.2.3 Effet du rapport solide/liquide

Pour déterminer I’effet du rapport solide/liquide, I’extraction des composés
phénoliquesd’A. leucotrichusa été effectuee en utilisant trois rapports solide/liquide a savoirs:
0,1/20; 0,2/20 et 0,4/20 (g/mL).

Une quantité de 0,1; 0,2 ou 0,4g de la poudre a été mélangée avec 20mL d’eau distillée.
Apres 3heures de macération, les mélanges obtenus ont été filtrés et conservés pour les
utiliserafin de déterminer la teneur en composés phénoliques et évaluer 1activité

antioxydante.

1.3 Détermination de la teneur en antioxydants

1.3.1 Dosage des composés phénoliques

o Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), oxyde les composés phénoliques; les oxydes
métalliques produits sont de couleur bleue, dont 1’absorbance est proportionnelle a la quantité

descomposés phénoliques présents dans 1’échantillon (Ribéreau-Gayonetal.,1982).

o Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Kahkonen et al.
(1999).Un volume de 1mLdu réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté a 0,2mL d’extrait. Aprés
3minutes, 0,8mL de la solution de carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutés. Aprés lheure
d’incubation, ’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 750nm. La concentration en
composes phénoliques des extraits, exprimee en gramme équivalent acide gallique par 1009

de matiére seche, est déterminée en se référant a la droite d’étalonnage (Annexe).
1.3.2 Dosage des flavonoides
o Principe

Les flavonoides forment des complexes jaunatres avec 1’aluminium sous forme d’ions
Al aprés décomposition de chlorure d’aluminium (AICI3). Les complexes formés sont

responsables de I’absorption de la lumiére dans le visible (Ribéreau-Gayon, 1968).

o Mode opératoire

Les teneurs en flavonoides des extraits obtenus sont déterminées par la méthode de
Lamaison et Carnart,(1990). Une partie aliquote de chaque extrait a été ajoutée a un volume

égal de chlorure d’aluminium (2%). L’absorbance a été lue a 410nm apres 20 min

14



Matériel et méthodes

d’incubation. Les résultats sont exprimés en gramme équivalent quercétine par 100g de

matiére séche a partir de la droite d’étalonnage (Annexe).

1.3.3 Dosage des tanins condenses

. Principe

Le dosage des tanins condensés est basé sur la condensation des composés
polyphénoliques (flavanes-3-ols) avec la vanilline en milieu acide ce qui donne une solution

de couleur rouge brique (Price et al., 1978).
o Mode opératoire

La méthode suivie pour doserla teneur en tanins condensés est celle proposée par Swain
et Hillis, (1959); Le réactif de la vanilline a été préparé par solubilisation de 1g de la vanilline
dans 100mLd’acide sulfurique (70%). Un volume de 1mL de ce réactif a eté melangé avec
1mL d’extrait. Apres incubation a 50°C pendant 20min, I'absorbance a été mesurée a 500nm.
Les résultats sont exprimés en gramme équivalent catéchine par 100g de matiere seche a

partir de la droite d’étalonnage (Annexe).

1.4 Evaluation de I’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits d’A. leucotrichus a été déterminée en utilisant

plusieurs tests différents a savoirs:

1.4.1 Activité « scavenger» du radical DPPH

o Principe

Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogene au radical synthétique DPPH:
(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en

DPPH-H (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine) de coloration jaune-verte (Molyneux, 2004).

o Mode opératoire

L’effet « scavenger » du DPPH est déterminé par la méthode de Kroyer et Hegedus,
(2001); 0.3mL d’extrait sont ajoutés a 2.7mL de DPPH (60uM). L’absorbance a été lue a
517nm apres 1 heure d’incubation a I'obscurité. Le pourcentage d’inhibition du radical

DPPHest exprimé par la formule suivante:

% = [(A wmoin- A échantilion)/A tmoin] X 100

A moin: Absorbance du témoin (0.3mL Eau distillée + 2.7mL DPPH);
A ¢chantilion: Absorbance de 1’extrait (0.3mL extrait + 2.7mL DPPH).
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1.4.2 Pouvoir réducteur

. Principe

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe®*) du
complexe ferricyanure-Fe3* en fer ferreux (Fe?*), en présence d’antioxydants réducteurs
(Bijoyetal., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de I’extrait (Gulginetal., 2006).

o Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Yildirim et al. (2001); 1mL d’extrait
est additionné a 2,5mL de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5mL de ferricyanure de
potassium (1%). Apres incubation a 50°C pendant 20min, 2,5mL d’acide trichloracétique
(10%) sont ajoutés au mélange. Apres centrifugation a 3000g pendant 10min, 2,5mL du
surnageant sont mélangés avec 2,5mL d’eau distillée et0,5mL de chlorure ferrique (0,1%).

L’absorbance est mesurée a 700nm.

1.4.3 Test de blanchissement du B-caroténe

o Principe

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique dans un systéme d’émulsion aqueuse
génere des radicaux peroxydes, suite a 1’abstraction des atomes d’hydrogenes a partir de
groupements méthylénes diallyliques de I’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la
suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé (11 paires de doubles liaisons) entrainant ainsi
la disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence des antioxydants réduit I’ampleur
de la destruction du B-caroténe en neutralisant les radicaux libres dérivés de I’acide et permet

donc de prévenir ’oxydation et le blanchissement du -caroténe (Unten et al.,1997).

o Mode opératoire

Le test de blanchissement du [-caroténe est réalisé par la méthode de Sun et Ho,
(2005). Une quantité de 2mg de B-caroténe est dissoute dans 10mL de chloroforme. 1mL de
cette solution est additionné & 200mg de tween 20 et 20pL d’acide linoléique. Apres
élimination du chloroforme par évaporation, 100mL de I’eau oxygénée diluée sont ajoutés et
le mélange résultant est agité vigoureusement. Un volume de 2mL de I’émulsion du B-
carotene/acide linoléique est additionné a 100uL d’extrait. Apres incubation a 50°C pendant
120min, I’absorbance des extraits est mesurée a 470nm. L'activité antioxydante des extraits
est exprimée en pourcentage d’inhibition de blanchissement du B-caroténe en employant la

formule suivante:
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% = [(Aaa20)- Cc20)) (Cco) - Cczo))] * 100

Ana120): Représente ’absorbance en présence de 1’extrait a t =120 min;
Cceo): Représente I’absorbance du controle a t = 120 min;
Cc(): Représente 1’absorbance du contrdle a t = 0 min.

1.5 Etude statistique

L’analyse statistique des résultats a été effectuée avec I’application ANOVA
univariée(test Tukey-Kramer,logiciel JMP7) et la comparaison des résultats est prise a la

probabilité P<0.05. Toutes les données représentent la moyenne de trois essais * écart type.
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Résultats et discussions

Ce travail a été consacré a étudier ’effet de la durée d’extraction, de la polarité du
solvant, de la technique d'extraction et du rapport solide/liquidesur la teneur en composés

phénoliques et I’activité antioxydante d’A. leucotrichus.

Dans la présente étude, I’activité antioxydante des extraits phénoliques obtenus a été
déterminée en utilisant différentes méthodes a savoirs; 1’activité « scavenger » du radical

DPPH, I’activité réductrice du fer et le test de blanchissement du B-carotene.

1  Teneur en antioxydants

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante,
qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Les matieres végétales peuvent
contenir des quantités variables d'acides phénoliques, de flavonoides, d’anthocyanines et de
tanins. Cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés
physico-chimiques influengant I'extraction des composés phenoliques, par conséquent, il est
tres difficile de développer un procédé d'extraction approprié pour tous les composés
phénoliques de la plante (Mahmoudi et al., 2013).

1.1 Composés phénoliques

1.1.1 Effet de la durée d’extraction

Pour étudier D’effet de la durée d’extraction sur la teneur en COMPOSES
phénoliques,’extraction a été réalisee par macération durant lheure, 2heures et 3heures, en

utilisant ’eau distillée comme solvant d’extraction

L’analyse statistique des résultats trouvés a montré que les teneurs en composés
phénoliques obtenues présentent des différences significatives selon la durée utilisée pour

I’extraction (p<0.05) (Figure 6).

L’extraction pendant 3heures a permis de donner la meilleure teneur en composés
phénoliques (1,18gEAG/100g), alors que I’extraction pendant 2heures a permis d’extraire la
plus faible teneur (0,449 EAG/100g).

Michiels et al. (2012)ont énoncé que le temps pendant lequel le solvant et le matériel
végetal sont mis en contact peut influencer la libération progressive de solutés a partir de la

matrice végétale vers le solvant.Et donc cela influence 1’efficacité de I’extraction.

D’apres les résultats deTelli et al. (2010),si le temps d’extraction est combiné au bon
type de solvant, il influence considérablement sur ’extraction des composés phénoliques, ce
qui permet de dire que la prolongation du temps d’extraction accroit d’une maniére

significative le rendement d’extraction.
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Druzynskaet al. (2007), ont démontré une augmentation du rendement des composés

phénoliques totaux dans les extraits du thé vert avec la prolongation du tempsd’extraction.

14 4
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Figure 6: Effet de la durée d’extraction sur la teneur en composés phénoliques d’Ammodaucus

leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.1.2 Effet du solvant et de la technique d’extraction
Afin d’étudier D’effet du solvant et de la technique d’extraction, les composés
phénoliques d’A. leucotrichusont été extraits par macérationet par ultrasons, en utilisant

comme solvant d’extraction 1’eau distillée, 1’acétone 50%, le méthanol 50% et I’éthanol 50%.

L’addition de I’cau aux solvants organiques augmente la solubilité des composes
phénoliques par modulation de la polarité du solvant organique. Cette augmentation est peut
étre due a l'affaiblissement des liaisons d'hydrogéne dans les solutions aqueuses. Elle pourrait
¢galement étre due a l'augmentation de la basicité et de 1’ionisation descomposés phénoliques
dans de telles solutions. La solubilité descomposés phénoliques dépend principalement du
nombre de groupements hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine

carbonigue du squelette de base (Mahmoudi et al., 2013).

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits d’A. leucotrichus
a révélé des différences significatives en fonction du solvant utilisé et de la technique suivie

pour I’extraction (p<0,05) (Figure 7).

Les résultats de I’extraction par macération ont montré que la teneur la plus élevée en
composés phénoliques a été présentée par I’extrait méthanolique (50%) avec une valeur de

1,73g EAG/100g, suivi de celles obtenues par les extraits éthanolique (50%) et acétonique
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(50%), avec des valeurs de 1,63et 1,569 EAG/100g, respectivement. Alors que la teneur la
plus faible (1,189 EAG/100g)a été obtenue en utilisant I’eau distillée.

Lors de I’étude de Halla et al. (2018) sur la méme plante de ce travail, la plus faible
teneur en composes phénoliques (0,17g EAG/100g) a été obtenue par I'extrait méthanolique

(50%) préparé par macération.

En utilisant la technique d’extraction assistée aux ultrasons, I’étude a révélé que
I’acétone 50% a permis d’extraire la teneur en composés phénoliques la plus élevée avec une
valeur de 2,13g EAG/100g, par contre les extraits préparés par le méthanol 50%, 1’éthanol
50% et I’eau distillée ont permis de donner les teneurs les plus faibles, avec des valeurs allant

de 1,174 1,22g EAG/100g.

L’ ¢étude statistique globale a révélé qu’il n’y a pas de différence entre les teneurs en
composes phénoliques obtenues par les deux techniques d’extraction utilisées; macération et

extraction assistée aux ultrasons.

Jovanovi¢ et al. (2017),ont trouvé que I'extraction a I'eau distillée avait le rendement en
composes phénoliques le plus faible en utilisant la technique d’extraction assistée aux

ultrasons,ce qui concorde avec les résultats dela présente étude.

La solubilité des composés phéenoliques est gouvernée par le type du solvant utilisé
(polarité), du degré de polymérisation des composés phénoliques, ainsi que de leurs
interactions avec d’autres composés de la plante et la formation des complexes insolubles

Fallehet al.(2008).

Carrera et al. (2012) ont montré que la technique d’extraction assistée aux ultrasons
est la meilleure pour extraire les composés phénoliques, ce qui ne concorde pas avec nos

résultats.
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Figure 7: Effet du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur en composés phénoliques

d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
1.1.3 Effet du rapport solide/liquide
Pour étudier I’effet du rapport solide/liquide sur la teneur en composés phénoliques d’A.

leucotrichus, 1’extraction a été réalisée en testant trois rapports solide/liquide (0,1/20, 0,2/20
et 0,4/20 (g/mL)), pendant 3heures et en utilisant comme solvant I’cau distillée (Figure 8).
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Figure 8:Effet du rapport solide/liquide sur la teneur en composés phénoliques d’Ammodaucus

leucotrichus.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents
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L’¢étude statistique a montré qu’il existe une différence significative entre les teneurs en
composés phénoliques d’A. leucotrichus révélées selon le rapport solide/liquide testé
(p<0,05). La meilleure teneur a été obtenue avec le rapport 0,1g/20mL avec une teneur de
5,199 EAG/100g, suivi des rapports 0,29/20mL et 0,49/20mL avec des teneurs de 1,17 et
1,189 EAG/100g, respectivement.

L’augmentation du rapport solide/liquide pourrait avoir un effet négatif sur I’extraction.
En effet, le rapport solide/liquide de 0,1/10 est celui qui a permis d’extraire le meilleur taux
quel que soit le solvant étudié. Au-dela de ce rapport, les taux diminuent, Selon Pradal,
(2016), pour ’obtention d’une extraction efficace, le solvant devait pénétrer la matrice solide
pour atteindre les solutés. Ainsi, le volume du solvant doit étre suffisant pour permettre un
transfert plus facile du soluté vers le solvant. Donc dans notre étude, le volume de 10mL de
solvant est suffisant pour 0,1g de poudre, ce qui permet une bonne diffusivité des solutés a
I’intérieur.

1.2 Flavonoides

1.2.1 Effet de la durée d’extraction

L’étude statistique a révéleé que les teneurs en flavonoides dans les extraitsobtenus apres
des durées différentes (lheure, 2heures, 3heures), présentent des différences significatives
(p<0,05)(figure 9).

L’extraction pendant lheure a permis de donner la meilleure teneur en flavonoides
(0,11g EQ/100g), alors que I’extraction pendant 2heures a permis d’extraire la plus faible
teneur(0,06g EQ/100g).

Un temps d’extraction excessif n’est pas utile pour I’amélioration de la teneur en
antioxydants extraite. La durée de mise en contact de 1’échantillon avec le solvant apparait
comme un paramétre qui influence 1’extraction des composés phénoliques (Chirinos et al.,

2007). Ce qui concorde avec les résultats trouves.
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Figure 9:Effet de la durée d’extraction sur la teneur en flavonoides d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.2.2 Effet du solvant et de la technique d’extraction
Afin d’étudier ’effet du solvant etde la technique d’extraction, les flavonoides d’A.
leucotrichus ont été extraits par macération et par ultrasons, enutilisant comme solvant

d’extraction I’eau distillée, I’acétone 50%, le méthanol 50% et I’éthanol 50%.

L’analyse statistique des teneurs en flavonoides des extraits d’A. leucotrichus a révélé
des differences significatives en fonction du solvant utilisé et de la technique suivie pour

I’extraction (p<0,05) (Figurel0).

Les résultats de I’extraction par macération ont montré que la teneur la plus ¢levée en
flavonoides a été présentée par les extraits méthanolique (50%) et éthanolique(50%) avec une
valeur de 0,42g EQ/100g. Suivie de 10,36g EQ/100g obtenue par I’extrait acétonique (50%).
Alors que la teneur la plus faible (0,089 EQ/100g) a été obtenue par 1’extrait aqueux.

Concernant les teneurs en flavonoides des extraits obtenus par la technique d’extraction
assistée aux ultrasons, 1’étude a révélé¢ que I’acétone (50%) a permis d’extraire la teneur en
flavonoides la plus élevée avec une valeur de 0,659 EQ/100g, suivie des teneurs obtenues par
les extraits éthanolique (50%) etméthanolique (50%) avec des valeurs de 0,58 et 0,47g
EQ/100g, respectivement. Alors que la teneur la plus faible (0,179 EQ/100g) a été obtenue

par I’extrait aqueux.

L’étude statistique globale a montré que la technique d’extraction assistée aux ultrasons
a donné les meilleures teneurs en flavonoides par rapport a celles obtenues en utilisant

I’extraction par la macération.
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Un résultat similaire a été obtenu par Veli¢kovi¢ et al. (2007) qui ont trouvé que les
extraits deSalviaofficinalis L et de Salviaglutinosa L obtenus par extraction assistée aux
ultrasons contenaient des teneurs en de flavonoides plus élevées a celles obtenues par
macération. Ce qui a été également confirmé par Jovanovic et al.(2017).

Les faibles teneurs en flavonoides obtenues avec les extraits aqueux peuvent s’expliquer
par la présence d’impuretés (acide organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent
interférer dans le dosage des flavonoides, Chirinos et al. (2007) ont démontré que
’utilisation del’eau pure comme solvant d’extraction méne a un extrait ayant une teneur

élevée en impuretés (acides organiques, glucides, protéines solubles).
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Figure 10: Effet du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur en flavonoides d’Ammodaucus

leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.2.3 Effet du rapport solide/liquide
Pour étudier l’effet du rapport solide/liquide sur la teneur en flavonoides
d’A.leucotrichus, I’extraction a été réalisée en testant 3 rapports solide/liquide (0,19/20mL,

0,29/20mL et 0,4g/20mL), pendant 3heures et en utilisant comme solvant I’eau distillée.

La présente étudea montré qu’il existe une différence significative entre les teneurs en

flavonoides d’A.leucotrichus selon le rapport solide/liquide testé (p<0,05). (Figure 11).

La meilleure teneur en flavonoides a été obtenue avec le rapport 0,19/20mL avec une
teneur de 0,299 EQ/100g, suivi du rapport 0,49/20mL avec une teneur de 0,081g
EQ/100g,tandis quela plus faible teneur (0,06g EQ/100g)a été obtenue avec le rapport

0,29/20mL.
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Les résultats de ce travail montre que le plus faible rapport a permis de donner la
meilleure teneur en flavonoides, L'une des explications probables de ce phénoméne est que
généralement I'utilisation d'un plus grand volume de solvant pourrait obtenir une plus grande
quantité de composés bioactifs, car elle pourrait accélérer la diffusion des composés, ce qui
pourrait étre favorable pour augmenter le rendement en composés phénoliques Mufiz-
Marquez et al. (2013).

Lorsque le volume du solvant utilisé est plus important, une grande quantité du solvant
pourra pénétrer les cellules et plus de composés phénoliques pourront s’extraire Casazza et
al. (2011).
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Figure 11: Effet du rapport solide/liquide sur la teneur en flavonoides d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.3 Tanins condensés

1.3.1 Effet de la durée d’extraction

Dans ce travail les teneurs en tanins condensés révélées dans les extraits d’A.
leucotrichus obtenus aprés lheure, 2heures et 3heuresde macération, en utilisant 1’eau

distillée comme solvant d’extraction, ont présentées des différences significatives
(p<0,05)(figure 12).

La meilleure teneur en tanins condenses (0,27g EC/100g)a été trouvée aprés 3heures
d’extraction, suivie par celles obtenues aprés 2heures et 1heure d’extractions avec des valeurs
de0,20 et 0,199 EC/100g, respectivement.
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Figurel2:Effet de la durée d’extraction sur la teneur en tanins condensés d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.3.2 Effet du solvant et de la techniqued’extraction

L’analyse statistique des teneurs en tanins condensés des extraits d’A. leucotrichus
extraits par macération et par ultrasons, en utilisant comme solvant d’extraction 1’eau
distillée, I’acétone 50%, le méthanol 50% et I’éthanol 50%, a montré des différences
significatives en fonction du solvant utilisé et de la technique appliquéepour I’extraction
(p<0,05) (Figure 13).

Les résultats des extraits obtenus par macération ont montré que la teneur en tanins
condenseés laplus élevée a été présenté par 1’extrait acétonique (50%) avec une valeur del,51g
EC/100g, suivi par les teneurs obtenues par les extraits méthanolique (50%) et éthanolique
(50%), avec des valeurs de 0,43 et 0,41g EC/100g, respectivement. Et enfin la teneur la plus
faible (0,27g EC/100g) a été obtenue avec I’extrait aqueux.

L’analyse des teneurs en tanins condensés obtenues par la technique d’extraction
assistée aux ultrasons, a révélé que I’acétone (50%) a permis d’extraire la teneur en tanins
condensés la plus élevée avec une valeur de 1,659 EC/100g. Alors que I’extrait préparé par

I’eau distillée a enregistré la teneur la plus faible avec une valeur de 0,28g EC/100g.

Cette étude n’a révélé aucune différence significative entre les teneurs en tanins
condensés obtenuespar macération et celles obtenues par extraction assistée aux

ultrasons(p<0,05).

L’étude menée par Carrera et al. (2012) n’a révélé aucunedifférence significative entre

les teneurs en tanins obtenues en utilisant la technique d’extraction assistée aux ultrasons et
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celles obtenues par la technique d’extraction classique, cequi concorde avec les résultats de la

présente étude.

Les résultats obtenus révelent que le meilleur solvant pour I’extraction des tanins
condensés est I’acétone 50%,Plusieurs études ont montré que I'acétone est le meilleur solvant
pour l'extraction des tanins Chirinos et al. (2007), ce qui confirme les résultats de la présente
étude.

La teneur la plus élevée en tanins condensés obtenue en utilisant I’acétone comme
solvant d’extraction pourrait étre expliquée par le fait que I’acétone possede la capacité de
solubiliser les proanthocyanidines qui ne sont pas solubles dans le méthanol. L’extraction
des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions
opératoires (Mahmoudi, 2013).

La faible teneur en tanins condensés obtenuepar les deux techniques utilisées avec
I’extrait aqueux peut étre expliqué par le fait que les tanins condensés a poids moléculaire
élevé diffusent plus faiblement que les oligomeres dans 1’eau (Bennick, 2002; Cheynier et
al., 2005).
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Figurel3: Effet du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur en tanins condensés

d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

1.3.3 Effet du rapport solide/liquide
L’¢tude des résultats des extraits obtenus en testant les rapports ; 0,1/20; 0,2/20 et
0,4/20(g/mL), a montré qu’il existe une différence significative entre les teneurs en tanins

condensésselon le rapport solide/liquide testé(p<0,05) (Figure 14).

27



Résultats et discussions

La meilleure teneur en tanins condensés a été obtenue avec le rapport 0,1g/20mL avec
une teneur de 1,04g EC/100g, tandis que la teneur la plus faible (0,279 EQ/100g)a été
obtenue avec le rapport 0.4g9/20mL.Le rapport 0,29/20mLa donné une valeur moyenne de
0,449 EC/100g.

1.2 -

o
o]
1

o
~
1

Teneur en tanins condensés (g
EC/100g M S)
o
»

o
N
I

0,1/20 0,2/20 0,4/20

Figure 14: Effet du rapport solide/liquide sur la teneur en tanins condensés d’Ammodaucus

leucotrichus.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2  Etude de P’activité antioxydante

2.1 Activité « scavenger » du radical DPPH

2.1.1 Effet de la durée d’extraction

L’¢étude statistique des résultats de I’activité « scavenger » du radical DPPH d’A.
leucotrichus a montré qui il existe une différence significative entre les pourcentages
d’inhibition du DPPH selon la durée d’extraction (p<0,05) (Figure 15).
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Figurel5: Effet de la durée d'extraction sur I’activité « scavenger » du radical DPPH d’Ammodaucus

leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Le présent travail révele que les extraits obtenus aprés 3heures et 2heures de
macération, ont permis de donner les meilleures pourcentages d’inhibition du DPPH avec des
valeurs de 90,91 et 91,02%. Alors que la plus faible activité d’inhibition du DPPH (88,78%) a

été enregistrée par I’extrait obtenu aprés lheure d’extraction.

2.1.2 Effet du solvant et de la technique d’extraction

Les extraits d’A. leucotrichus préparés par différents solvants et en utilisant comme
technique d’extraction la macération et I’extractionassistée aux ultrasons ont présentés de
différents pourcentages d’inhibition du DPPH selon le solvant et la technique utilisée
(p<0,05). (Figure 16).Cependant d’importantes capacités inhibitrices du DPPH ont été

exhibées par tous les extraits d’A. leucotrichus.

Les résultats des extraits obtenus par macération ont montré que I’extrait méthanolique
(50%) a exercé I’activité anti-radicalaire vis a vis du radical DPPH la plus élevée, avec un
pourcentage de92,87%.Les extraits acétonique (50%) et éthanolique (50%) ont exhibés des
activités anti-radicalaires moyennes avec des pourcentages de 91,26 et 92,44%,

respectivement. Le pourcentage le plus faible 90,91% a été obtenu par I’extrait aqueux.

En utilisant la technique d’extraction assistée aux ultrasons, I’étude a révélé que I’extrait
méthanolique (50%) a exercé ’activité anti-radicalaire vis a vis du radical DPPH la plus
élevée, avec un pourcentage de 93,76%, suivi par les extraits acétonique (50%) et éthanolique
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(50%) avec un pourcentage de 91,71 et 90,36%, respectivement. Alors que le pourcentage le

plus faible 89.76% a été obtenu par 1’extrait aqueux.

Les résultats actuels sur I’activité « scavenger » du radical DPPH d’A. leucotrichus sont
en accord avec une étude réalisée par Sebaa et al. (2018) sur la méme plante étudiée,ces
auteurs ont montré que I’extrait méthanolique a également exercé I’activité anti-radicalaire vis

a vis du radical DPPH la plus élevée.
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Figurel6:Effet du solvant et de technique d'extraction sur 1’activité « scavenger » du radical DPPH

d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.1.3 Effet du rapport solide/liquide

L’étude statistique de ’activité anti-radicalaire du DPPH d’A. leucotrichus a montré
qu’il existe une différence significative entre les différents extraits selon le rapport
solide/liquide testé a savoirs 0,1/20; 0,2/20 et 0,4/20 (g/mL) en utilisant I’eau distillée comme
solvant d’extraction (p<0,05). (Figure 17).

Les rapports 0,49/20mL et 0,19/20mL ont exercé I’activité anti-radicalaire vis a vis du
radical DPPH la plus élevée, avec un pourcentage de90,91 et 90,90%, respectivement. Alors

que le plus faible pourcentage 90,19% a été obtenu par le rapport 0,1g/20mL.
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Figure 17:Effet du rapport solide/liquide sur I’activité « scavenger » du radical DPPH d’Ammodaucus

leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.2 Pouvoir réducteur
2.2.1 Effet de la durée d’extraction

Les pouvoirs réducteurs des extraits d’A. leucotrichus préparés a différents temps
d’extraction a savoirs lheure, 2heures et 3heures en utilisant ’eau distillée comme solvant

d’extraction présentent des différences significatives (p<0,05). (Figure 18).

L’extraction pendant 1heure a permis de donner le meilleurpouvoir réducteur qui a été
de 3,96,suivi de la durée de 3heures avec une valeur de 3,31. Alors que I’extraction pendant

2heures a permis d’enregistrer I’activité réductrice la plus faible qui a été de 2,66.
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Figure 18:Effet de la durée d’extraction sur le pouvoir réducteur du fer d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents

2.2.2 Effet du solvant et de la technique d’extraction

Pour étudier I’effet du solvant et de la technique d’extraction sur 1’activité réductrice du
fer des extraitsd’A. leucotrichus, I’extraction a été réalisée par macération durant lheure,
2heures et 3heures, en utilisant I’eau distillée comme solvant d’extraction. Les résultats
montrent que ces extraits ont fortement réduit le fer ferrique avec des valeurs
significativement différentes (p<0,05). (Figure 19).

Les résultats de I’extraction par macération ont montré que le pouvoir réducteur le plus
élevé a été présenté par ’extrait aqueux avec une valeur de 3,31, suivi par cellesobtenues par
les extraits méthanolique (50%) et acétonique (50%), avec desvaleurs de 2,91 et 2,62,
respectivement. Alors que le pouvoir réducteur le plus faible (2,08) a été présenté par ’extrait
éthanolique (50%).

Quant aux extraits obtenus par la technique d’extraction assistée aux ultrasons,l’étude a
révélé également que le pouvoir réducteur le plus élevé a été présenté par I’extrait aqueux
avec une valeur de 3,22, suivi par ceux trouvés dans les extraits éthanolique (50%) et
méthanolique (50%), avec des valeurs de 2,99 et 2,94, des respectivement. En revanche le

pouvoir réducteur le plus faible (2,80) a été obtenu avec I’extrait acétonique (50%).
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Figurel9: Effet du solvant et de la technique d'extraction sur le pouvoir réducteur du fer

d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.2.3 Effet du rapport solide/liquide

L’étude statistique du pouvoir réducteur du ferdes extraits obtenus en appliquant les
rapports 0,1/20; 0,2/20; 0.4/20 (g/mL) et I’eau distillée comme solvant d’extraction,amontré
qu’il existe une différence significative entre les différents extraits selon le rapport
solide/liquide testé (p<0,05).(Figure 20).

Les résultats trouvés montrent que les extraits des rapports 0,4/20 et 0,1/20 (g/mL)
possedent les pouvoirs réducteurs les plus importants, avec des absorbances de3,31 et 3,37,
respectivement. Cependant 1’extrait du rapport 0,29/20mL a présenté le plus faible pouvoir

réducteur qui a été de 1,11.
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Figure20: Effet du rapport/solide liquide sur le pouvoir réducteur du fer d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.3 Activité inhibitrice de I’oxydation du pB-caroténe

2.3.1 Effet de la durée d’extraction

Pour étudier I’effet de la durée d’extractionsur ’activité inhibitrice de ’oxydation du B-
carotene des extraitsd’A. leucotrichus, I’extraction a été réalisée par macération durant 1

heure, 2 heures et 3 heures, en utilisant I’eau distillée comme solvant d’extraction.

L’étude statistique a montré une différence significative entre les pourcentages
d’inhibition de I’oxydation du [-caroténe des extraits selon la durée d’extraction

(p<0,05).(Figure 21).

L’extraction pendant 3heures a permis de donner le meilleur pourcentage d’inhibition
de l'oxydation du p-caroténe(92,38%).Alors que I’extraction pendant lheure a permis

d’enregistrer le plus faible pourcentage d’inhibition de 1’oxydation du B-carotene (58,10%).
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Figure21:Effet du solvant et de la durée d’extractionsur I’activité inhibitrice de 1’oxydation du -

carotene d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.3.2 Effet du solvant et de la technique d’extraction

Pour étudier I’effet du solvant et de la technique d’extraction sur ’activité inhibitrice de
I’oxydation du [-caroténe des extraits d’A.leucotrichus, Iextraction a été réalisée par
macérationet par ultrasons, en utilisant comme solvant d’extraction I’eau distillée, I’acétone

50%, le méthanol 50% et I’é¢thanol 50%.

L’étude statistique a montré une différence significative entre les pourcentages
d’inhibition de I’oxydation du PB-carotene des extraits selon le solvant et la technigue

d’extraction utilisés (p<0,05). (Figure 22).

Les résultats de 1’extraction par macération ont montré que le pourcentage d’inhibition
de ’oxydation du pB-carotene le plus élevé (92,38%) a été présenté par 1’extrait préparé par
I’eau distillée, suivi par les extraits éthanolique (50%) et méthanolique (50%) avec des
pourcentages de 24,29 et 22,86%, respectivement. Alors que le pourcentage le plus faible

13,81% a été présenté par I’extrait acétonique (50%).

En utilisant la technique d’extraction assistée aux ultrasons, 1’étude a révélé que I’extrait
aqueux a permis de donner également le meilleur pourcentage d’inhibition de 1’oxydation du
B-caroténe qui est de 95,71%, suivi par les extraits acétonique (50%) et méthanolique (50%)
avec des pourcentages de 77,62% et 71,90%, respectivement. Alors que lepourcentage
d’inhibitionle plus faible (69,52%)a été obtenu avec 1’extrait éthanolique (50%).
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Lespourcentages les plus importants d’inhibition de I’oxydation du B-caroténe révélés
avec les extraits aqueux d’A.leucotrichus pourraient étre dus a la richesse de ces extraits en

composés phénoliques glycosylés.
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Figure22:Effet du solvant et de la technique d’extraction sur I’activité inhibitrice de 1I’oxydation du -

caroténe d’Ammodaucus leucotrichus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2.3.3 Effet du rapport solide/liquide
L’étude statistique a montré une différence significative entre les pourcentages
d’inhibition de 1’oxydation du B-carotene des extraits selon le rapport solide/liquide utilisé

(p<0,05).(Figure 23).

Lemeilleurpourcentage d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe (92,38%) aété obtenu
avec le rapport 0.49/20mL. Suivi du pourcentage 83,33% qui a été obtenu par le rapport
0,2¢9/20mL.Tandis que le plus faible pourcentage d’inhibition (12,40%) a été obtenu avec le
rapport 0,1g/20mL.
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Figure 23:Effet du solvant et de la technique d’extraction sur ’activité inhibitrice de 1’oxydation du [3-

caroténe d’Ammodaucus leucotrichus.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Conclusion et perspectives

La composition chimique des extraits d’une plante aromatique dépend en grande partie
du mode d’extraction appliquée et du solvant utilisé. En effet des modifications importantes,
tant en niveau de la teneur en extrait qu’au niveau de la composition chimique, sont

observées.

La présente étude apporte une contribution originale a I’étude de la composition
chimique (composés phenoliques, flavonoides et tanins condenses), ainsi qu’a la
détermination de I’activité antioxydante des extraits d’une plante médicinale de la flore du

Sahara Algérienne Ammodaucus leucotrichus.

Afin d’extraire le maximum de composés phénoliques, différents paramétres
d’optimisation ont €té testés a savoirs; la durée d’extraction, le solvant et la technique

d'extraction, ainsi que le rapport solide/liquide.

L’étude statistique des résultats obtenus montre que les teneurs en Ccomposés
phénoliques, flavonoides et en tanins condensés présentent des différences significatives

selon les parametres utilisés (p<0,05).

L’¢étude de ’effet de la durée d’extraction en utilisant comme technique d’extraction la
maceration a montré que les plus grandes teneurs en composés phénoliques et en tanins
condensés ont éte trouvées apres 3 heures de macération. Alors que la plus grande teneur en

flavonoides a été constatée aprés 1 heure de macération.

Cette étude a montré que les teneurs les plus élevées en composés phénoliques,
flavonoides et en tanins condensés ont étés révélées dans I’extrait préparé apres 30 minutes

d’extraction assistée aux ultrasons et en utilisant ’acétone 50% comme solvant.

L’étude de l’effet du rapport, a révélé que les meilleures teneurs en composes

phénoliques, flavonoides et en tanins condensés ont été trouvees avec le rapport 0,1g/mL.

La détermination de I’activité antioxydante des extraits d’Ammodaucus leucotrichus a
été réalisé par les tests suivants: ’activité « scavenger » du radical DPPH, le pouvoir
réducteur du fer et le test de blanchissement du B-caroténe. Les résultats obtenus varient en

fonction des parameétres d’extraction utilisés d’une maniere significative (p<0,05).

Pour Pactivité « scavenger » du radical DPPH, les résultats trouvés ont révélé que les
extraits obtenus aprés des durées d’extraction de 2 et 3 heures ont présenté les pourcentages
d’inhibition du radical DPPH les plus élevés. En ce qui concerne le pouvoir réducteur, les

meilleures activités réductrices du fer ont été enregistrées apres 1 heure de macération.
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Pour les deux techniques d’extraction, 1’étude a montré que I’extrait préparé par le
methanol 50% a exhibé la plus importante activité « scavenger » du radical DPPH. Tandis que

la meilleure activité réductrice du fer a été présentée par I’extrait préparé avec 1’eau distillée.

Concernant I’étude de I’effet du rapport solide/liquide, les résultats trouvés ont révélé
que les rapports 0,1/20 et 0,4/20 ont enregistré les meilleures activités « scavenger » du

radical DPPH et les meilleures activités réductrices du fer.

A propos du test de I’oxydation du B-carotene, I’étude de I’effet de la durée et du
rapport solide/liquide a révélé que la meilleure activité inhibitrice a été trouvée en appliquant

le rapport 0,4/20 et apres une durée de 3 heures de macération.

L’étude de I’effet du solvant et de la technique d’extraction a montré que 1’activité
inhibitrice de ’oxydation du fB-carotene la plus élevé a été exercée par 1’extrait préparé avec

eau distillée pour les deux techniques d’extraction testees.

L’analyse des resultats obtenus révele que les extraits de la plante étudié ont inhibé le
radical DPPH, réduit le fer et inhibé 1’oxydation du B-caroténe, ce qui fait que cette plante

mérite de retenir notre intérét a divers autres points de vue.

En termes de perspectives et dans le but de compléter ce travail a 1’avenir, il serait

intéressant de :

v' Elargir le cadre de l'optimisation des conditions d'extraction des composés
phénoliques (la variation du PH, la température et la concentration du solvant
d’extraction);

v’ Etudier l'effet d'autres méthodes d'extraction (extraction par micro-ondes et extraction
par Soxhlet);

v Etudier les possibles activités biologiques de ses extraits afin de mettre en évidence

d’éventuelles activités : anti-inflammatoire, antimicrobienne et cytotoxigue.
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Figure 01 : Droite d’étalonnage des composés phénoliques
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Figure 02 : Droite d’étalonnage des flavonoides.
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Résumé

Le présent travail consiste a étudier I’effet de quatre paramétres d’extraction (la durée, la nature du
solvant, la technique et le rapport solide/liquide) sur les teneurs en composés phénoliques et sur I’activité
antioxydante d’Ammodaucus leucotrichus. Les résultats de ce travail ont révélé que les teneurs les plus élevées
en composés phénoliques ont été trouvées dans 1’extrait préparé apreés 30 minutes d’extraction assistée aux
ultrasons et en utilisant I’acétone 50%. L’étude de I’effet du rapport solide/liquide, a révélé que les meilleures
teneurs en composés phénoliques ont été trouvées avec le rapport 0,1g/mL. Pour les deux techniques
d’extraction, 1’extrait préparé par le méthanol 50% a exhibé la plus importante activité « scavenger » du radical
DPPH. Tandis que la meilleure activité réductrice du fer a été présentée par 1’extrait aqueux. L’étude de I’effet
du rapport solide/liquide a révélé que les rapports 0,1/20 et 0,4/20 et les extraits obtenus apres 2 et 3 heures de
macération ont donné les meilleures activités « scavenger » du radical DPPH. Tandis que les meilleures activités
réductrices du fer ont été enregistrées apres 1 heure de macération. Pour 1’activité inhibitrice du blanchissement
du B-caroténe, I’étude de I’effet de la durée et du rapport solide/liquide a révélé que la meilleure activité a été
trouvée apres 3 heures de macération et en appliquant le rapport 0,4/20. L’étude de I’effet du solvant et de la
technique d’extraction a montré que 1’activité inhibitrice de I’oxydation du p-caroténe la plus élevé a été exercée
par I’extrait préparé avec 1’eau distillée pour les deux techniques d’extraction testées. L’analyse des résultats
obtenus révele que les extraits de la plante étudié ont inhibé le radical DPPH, réduit le fer et inhibé 1’oxydation
du B-caroténe, ce qui fait que cette plante mérite de retenir notre intérét a divers autres points de vue.

Mots clés : Ammodaucus leucotrichus, composés phénoliques, activité antioxydante, macération, ultrasons.

Abstract

The present work consisted of studying the effect of four extraction parameters (duration, nature of
solvent, technique and solid to liquid ratio) on the levels of phenolic compounds and on the antioxidant activity
of Ammodaucus leucotrichus. The results of this work revealed that the highest levels of phenolic compounds
were found in the extract prepared after 30 minutes of ultrasound assisted extraction and using acetone 50%.
effect of the solid to liquid ratio, revealed that the best levels of phenolic compounds were found with the ratio
0.1g/mL. For both extraction techniques, the extract prepared with methanol 50% exhibited the greatest
"scavenger" activity of the DPPH radical. While the best iron reducing activity was exhibited by the aqueous
extract. The study of the effect of the solid to liquid ratio, revealed that the ratios 0.1/20 and 0.4/20 and the
extracts obtained after 2 and 3 h of maceration gave the best "scavenger" activities of the DPPH radical. While
the best iron reducing activities were recorded after 1 hour of maceration. For the inhibitory activity of p-
carotene bleaching, the study of the effect of the duration and the solid-liquid ratio revealed that the best activity
was found after 3 hours of maceration and by applying the ratio 0.4/20. The study of the effect of the solvent and
of the extraction technique showed that the highest p-carotene oxidation inhibitory activity was exerted by the
extract prepared with distilled water for both techniques of extraction tested. The analysis of the results obtained
reveals that the extracts of the plant studied inhibited the DPPH radical reduced iron and inhibited the oxidation
of B-carotene, so that this plant deserves our interest from various other points of view.

Key words: Ammodaucus leucotrichus, phenolic compounds, antioxidant activity, maceration, ultrasound.
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