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Introduction

Aujourd'hui, on observe un grand intérét pour les substances naturelles afin de
rechercher de nouvelles thérapies en raison de la toxicité et parfois de l'inefficacité des
traitements disponibles pour certaines maladies. De plus, l'utilisation d'additifs alimentaires de
synthese pour la conservation, ou pour la qualité organoleptique des produits de I'industrie agro-
alimentaire a suscité une grande inquiétude des consommateurs quant a leurs effets néfastes sur

la santé a long terme (Christaki et al., 2012; Lourenco et al., 2019).

Les plantes synthétisent un grand nombre de composés bioactifs de nature variee dont
les principaux groupes sont représentés par les polyphénols, les alcaloides et les composés
terpéniques. Les polyphénols constituent une grande classe de composés naturels largement
répandus dans le regne végétal et se retrouvent dans toutes les parties de la plante. Ces composés
jouent plusieurs roles dans les plantes dont la défense contre les prédateurs et les micro-
organismes, la pollinisation, la protection contre les rayons UV, etc. (Ferrazzano et al., 2016).
Un grand intérét pour les polyphénols s'est accru étant donné les nombreuses actions qu'ils
exercent en tant que molécules thérapeutiques ou en tant que molécules d'intérét dans l'industrie
alimentaire grace a leurs propriétés telles que la couleur, l'arébme et les propriétés de

conservation des aliments (effets antioxydants et antimicrobiens) (de Aradjo, et al., 2021).

La qualité thérapeutique d'un extrait naturel est liée a I'efficacité et a la sélectivité du
procedé d'extraction utilisé. Ainsi, I’extraction constitue la premiére étape dans la recherche de
nouvelles molécules thérapeutiques d’origine naturelle et le choix de la méthode d’extraction
adéquate sera donc essentiel garantir une meilleure extraction des constituants d’intérét.
Aujourd'hui, grace a la technologie, un grand nombre de techniques d'extraction dites
innovantes ont été développées en dépbt des techniques traditionnelles ou conventionnelles.
Parmi ces méthodes, I'extraction assistée par ultrasons est largement utilisée a 1’échelle
industriel et de laboratoire pour extraire différentes molécules a partir de différentes matrices.
Cette méthode est trés sophistiquée offrant I'avantage d'utiliser de plus petites quantités de
solvants et de matiéres vegétales, réduisant ainsi I'impact sur I'environnement tout en
augmentant le rendement d'extraction et en préservant la bio-activité des substances d'intérét
(Picot et al., 2021).
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Le Sahara algérien possede une flore tres diversifiée, caractérisée par des plantes
résistantes aux conditions arides telles que les températures élevées, la forte salinité, le
rayonnement UV, etc. Cette propriété de résistance est conférée essentiellement gréce a la
capacité de ces plantes a synthétiser et accumuler des métabolites secondaires en réponse a
divers facteurs de stress et pourrait donc étre considérée comme une source tres intéressante de
substances bioactives (Chehma, 2006). Haloxylon articulatum est une plante halophyte de la
famille des chénopodiacées poussant dans les régions arides trés connue pour sa richesse en
métabolites secondaires comme les polypheénols et les alcaloides (Boumaza, 2006). La plante
connue localement sous le nom de "Remth" est largement utilisee dans la médecine
traditionnelle locale pour soigner les maux d'estomac, les morsures de scorpion, les plaies,
I'infertilité et les douleurs osseuses. En outre, elle est utilisée en Tunisie et au Maroc pour traiter
les troubles oculaires. Plusieurs effets pharmacologiques de la plante ont été décrits comme les
activités anticancéreuse, antioxydante, antidiabétique, antimicrobienne, et larvicide, etc
(Allaoui et al., 2016).

Dans le présent travail, I’effet de I’extraction associée au traitement ultrasons sur le rendement
d’extraction, les teneurs en polyphénols, et les activités biologiques (antioxydante et inhibition
des enzymes) de la plante ont été étudiés en comparaison avec 1’extraction par macération. Le

travail sera alors organisé en deux principales parties suivantes :

e La premiere partie est consacrée a 1’étude bibliographique des différents points du
travail présenté dans le mémoire dont une présentation de plante étudiée, des généralités
sur les polyphénols et les techniques d’extraction.

e La deuxiéme partie est dédiée a la description du travail expérimental comportant un
chapitre pour la description du matériel et méthodes utilisés pour la réalisation du travail

et un chapitre pour présenter les principaux résultats et leur discussion.
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I.1.Généralités sur la famille des chénopodiacées

Les chénopodiacées apparentées aux caryolacées. Aujourd’hui dans la derniere
classification phylogénique, les chénopodiacées sont inclus parmi les Amaranthacées, est une
famille de plantes qui s’adaptent bien aux milieux arides et des sols a fortes concentrations en
minéraux (Kadereit et al., 2005). La plupart des plantes sont comestibles dont les plus connues
sont les diverses variétés de bettes, de betteraves, des épinards, d’autres ne sont pas alimentaires
tel que le chénopode blanc, des plantes sauvages, ou cultivées qui sont assez résistantes a la
salinité (Boumaza, 2006).

Les plantes sont a fleurs dicotylédones, annuelles, bisannuelles ou vivaces, elles sont le
plus souvent herbacées et rarement arbustives (Tolaba, 2006). Cette famille comprend plus de
1300 espéces reparties en une centaine de genres 120 genres distribués sur tous les continents
(Lamchouri et al., 2012) dans les zones tempérées et subtropicales essentiellement dans les
terrains arides, les déserts, les sols alcalins ou les habitats cotiers et salins. De nombreuses
chénopodiacées poussent en bordures de mer et les marais et elles font partie des plantes qui
colonisent les zones frontiéres entre terre et eau (Boumaza., 2006).

1.2. Genre Haloxylon

Ce genre inclut environ 25 especes qui poussent dans les zones arides et salines (Li et
al., 2010), et distribué de I'ouest de la région méditerranéenne jusqu'a I'Arabie saoudite, I'lran,
la Mangolie, la Birmanie et le Sud-Ouest de la Chine (Lamchouri et al., 2012). Le genre
Haloxylon est une plante qui existe sous forme d'arbustes ou de petits arbres, avec des sous-
arbustes linéaires segmentaires, des feuilles croisées jointes a la base. Ce genre est similaire aux

arbres a feuilles aciformes en raison de I'apparence de ses feuilles (Jafari et al., 2008 ).

1.3. Espéce Haloxylon articulatum

1.3.1. Description botanique

Haloxylon articulatum (famille des Chénopodiacées) est une plante médicinale locale,
qui a été largement utilisée dans la partie sud-ouest de 1’ Algérie (Fatehi et al., 2017). La plante
connue localement sous le nom de "Remth" (Allaoui et al., 2016), est I'une des espéces les plus
utilisées traditionnellement en ethnomédecine. H. articulatum est un arbuste nain glabre, gris-
brun, ligneux, devenant généralement plus fonce ou noiratre lorsqu'il est séché (Ghrabi, 2005).

H. articulatum est une plante vivace qui ne dépasse pas 1 m de hauteur a branches gréles



Chapitre/ Haloxylon articulatum

succulentes, charnues, articulées, dressées, et trés nombreuses. Les feuilles sont opposées
atrophiées en écailles et fusionnées sur le segment qui les porte. Les fleurs n'ont pas de pétales
et sont denses disposées en épi terminal sont généralement solitaires a 1’aisselle des feuilles
long (Ghrabi, 2005). Leur style est long et bifide. Les fruits apparaissent au début de 1’hiver
portant des graines (3 a 5 cm de taille) (Boucherit et al. 2018). Les racines sont souvent

approfondies souvent dans le sol (Figure 1).

Figure 1: Photographie de différentes parties de la plante Haloxylon articulatum

(Véra Svobodova, 2008).
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1.3.2. Distribution géographique

Plante est rencontrée en grandes colonies sur les hamadas, sols pierreux et aux pieds des
collines, trés commune dans tout le Sahara septentrional (Chehma., 2006). La plante pousse a
I'état sauvage dans les habitats secs de la région méditerranéenne (Algérie, Tunisie, et Maroc)
et de Proche-Orient (El-Shazly and Wink, 2003).

1.3.3. Systématique (Boucherit et al., 2018)

Reégne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta,
Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Amaranthaceae

Genre : Haloxylon

Espéce : Haloxylon articulatum

1.3.3.1. Autres appellations et vernaculaires

La plante possede plusieurs autres appellations comme Hammada scoparia (Pomel)
lljin, Arthrophytum scoparium (Pomel) lijin., Salsola articulata (Cav), Haloxylon scoparium
Pomel. La plante est communément appelée Remth <l en arabe (Boulos., 1999) et Saligne
a balai en francais (Ghrabi, 2005).

1.3.4. Composition chimique de la plante
Les plantes de la famille des Chénopodiacées présentent une composition chimique tres
variée renfermant des composés phénoliques, des composeés terpéniques et des alcaloides. En

particulier, les espéces du genre Haloxylon ont été rapportées pour leur richesse en métabolites
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secondaires dont beaucoup d’alcaloides, des flavonoides glycosylés, des stérols, et des
pyranones (El-Shazly et al., 2005 ; Li et al., 2010). Une analyse préliminaire de la plante H.
articulatum a révélé la présence de plusieurs groupes de composés dont des flavonoides, des
tanins, des saponines, des anthocyanes, des alcaloides, des terpenes/stéroides (Benkherara et
al., 2021). La composition phénolique ainsi que les alcaloides de la plante ont fait I’objectif de

quelques études.

1.3.4.1. Composés phénoliques

Une étude ultérieure a rapporté la composition phénolique de la plante qui est
caractérisée par la dominance de la nobilétine (flavone) avec une quantité de 125.7 pg/mL
d’extrait suivi par 1’acide trans-hydroxycinnamique (94.44 pg/mL) et la lutéoléine 7-O
glucoside (76.077 pg/mL). L’acide gallique, la catéchine, le résorcinol, I’hypéroside, et la

myricétine ont été également identifiés a différentes proportions (Tamma et al., 2017).

Une ¢étude récente a conduit a I’indentification de plusieurs acides phénoliques ont été
identifiés incluant 1’acide gentisique, acide catéchique, acide caféique, acide isovanillique,
acide syringique, acide vanillique, acide benzoique, acide para-coumarique, acide férulique, et
acide trans-cinnamique et quelques flavonoides comme la rutine et I’épicatéchine (Benkherara
etal., 2021).

1.3.4.2. Alcaloides

Plusieurs types d’alcaloides ont été identifiés dans les especes d’Haloxylon qui sont
classées en sept différents groupes y compris les alcaloides quaternaires aliphatiques, alcaloides
de pyridine, alcaloides d'indole, alcaloides d'isoquinoléine, alcaloides d'isoquinolone,

alcaloides de B-carolines et alcaloides de phényléthylamine (Lamchouri et al., 2012).

Huit alcaloides essentiellement des iso-quinoléines et des dérivés de B-carboline et ont
été rapportés dans les parties aériennes de la plante H. articulatum. En outre, La carnégine et la
N-méthylisosalsoline ont été rapportés en tant qu'alcaloides majeurs du groupe des
tétrahydroisoquinoléine en plus de I'isosalsoline, de la salsolidine, de la déhydrosalsolidine, de
I'isosalsolidine, de la N-méthylcorydaldine, de la tryptamine et de la N-méthyltryptamine

comme alcaloides mineurs (El-Shazly and Wink, 2003).
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1.3.5. Utilisations traditionnelles et effets biologiques de la plante

La présence de divers composés bioactifs dans les especes de Haloxylon fait d’elles un
potentiel remede de plusieurs maladies. En effet de nombreuses applications médicales de ces
plantes ont été rapportées dans la littérature comme pur traiter les troubles gastriques, les

ulcéres, les vomissements (Peerzada et al., 2020).

La plante H. articulatum a été largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour le
traitement de certaines maladies. Les feuilles, les rameaux, les fleurs sous forme de décoctions,
macérations, cataplasmes, ou pommade ont été employer pour traiter 1’indigestion, les morsures
des scorpions, des maladies de la peau, et les maux du dos (Lakhdari et al., 2016). Diverses

d’autres utilisations ont ét¢ aussi rapportées comme un remeéde contre I’hypertension.

Les effets biologiques des plantes ont été déterminés par des tests in vivo ou in vitro en
vue de confirmer leur traditionnelle utilisation ou pour étudier la possibilité d’une utilisation
médicale ou alimentaire. Les activités anti-inflammatoire, antioxydante, antinociceptive,
anticancer (Peerzada et al., 2020 ; Haida et al., 2020), antimicrobienne (Mengal et al., 2019)
et beaucoup d’autres effets ont été rapportées dans les espeéces d’Haloxylon. Ci-aprés un
(Tableau 1) résumant un certain nombre d’activités biologiques des différentes parties et

différents solvants de 1’espéce H. articulatum.
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Tableau 1 : Effets biologiques d’H. articulatum.

Extrait

Effet biologique

Référence

Feuilles

Méthanol 80 %

1.Antioxydante

DPPH

Capacité antioxydante totale (méthode au
phospho-molybdene)

2. Antibactérienne

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus

Tamma et al., 2017

Bourgeons

Ethanol 50 %

1.Antioxydante

DPPH

Blanchiment du B-caroténe
Pouvoir réducteur

Piégeage de 1’anion superoxyde
2. Antibactérienne
Micrococcus luteus
Staphylococcus aureus
Escherichia coli (ATCC 4157)
Salmonella enterica subsp. Arizonae
3. Anti-aging activity
Inhibition de la tyrosine

Jdey et al., 2017

Parties aériennes

Meéthanol et Eau

1.Antidiabétique
Inhibition de I’alpha-amylase

Benkherara et al.,
2021

Parties aériennes

Décoction dans I’eau,
extraction utilisant le

Soxhlet avec différents

solvants:  éther de
Pétrole, chloroforme,
acétate  d’éthyle, et

méthanol

Activité antimicrobienne

Bactéries : Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  xylosus,  Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et

Branhamella catarrhalis

Champignon : Candida albicans

Lamchouri et al.,
2012
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I1.1. Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes synthétisent un grand nombre de composés qui interviennent dans les
processus physiologiques de la plante et son interaction avec son milieu environnemental. Il
existe deux classes de métabolites : les métabolites primaires qui se répartissent en quatre
grandes catégories, les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Florent,
2016), les métabolites secondaires qui n’interviennent pas directement dans le développement
et la croissance des plantes mais jouent un role primordial dans les interactions avec le milieu
externe et assurent donc des fonctions comme la défense, la pollinisation, la coloration,
I’adaptation aux conditions du milieu, etc. . Le nombre de ces molécules est tres important due
a la diversité de leur structure (plus de 200 000 structures definies). La distribution dans les
organismes végetaux est limitée et varie selon leur réle. Cette répartition varie d'une plante a
l'autre. Ces molécules constituent un grand intérét en thérapeutique humaine pour la grande
variété des effets pharmacologiques qui elles peuvent exercer en tant que vasculo-protecteurs
anti-inflammatoires, inhibiteurs d'enzymes, antioxydants et anti-radicaux libres (Macheix,
Fleuriet et Jay-Allemand, 2005). Par conséquent, les métabolites secondaires dérivant des
plantes ont fait I'objet de nombreuses études a cause de leurs intéréts dans l'industrie
alimentaire, cosmétique, et pharmaceutique (Muanda, 2010). Les métabolites secondaires
regroupés en trois principaux groupes dont les polyphénols, les alcaloides, et les terpenoides.

11.2. Généralités sur les polyphénols

Les composés phénoliques sont un groupe de composes phytochimiques présents dans la
plupart des tissus végétaux, y compris les fruits et les [égumes issus du métabolisme secondaire.
Bien qu'ils ne soient pas des nutriments et n’intervenant pas a l'apport alimentaire, les
polyphénols possedent de nombreuses propriétés bioactives avec des effets protecteurs sur la
santé (De la Rosa et al., 2019). De point de vue structure, tous les polyphénols ont au moins un
groupe hydroxyle lié a un cycle aromatique dans la molécule et ils sont biosynthétisés dans les
plantes principalement par les voies shikimate et acétate (Harborne, 1989). En général, outre
leur capacité a colorer les plantes, les polyphénols ont différentes fonctions chez les plantes
comme la défense contre les radiations UV, contre les insectes, les bacteéries et les champignons
(Harborne, 1994; Di Ferdinando et al., 2013). De plus, une grande partie des propriétés
comme la saveur et le godt des aliments et des boissons sont associés a la présence de

polyphénols (Bravo, 1998).
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11.2.2. Classification

Généralement, les polyphénols sont divisés en deux principaux groupes, les polyphénols
de bas poids moléculaire comprenant les phénols simples et les flavonoides, et les polyphénols
de poids moléculaire plus élevé représentés par les tanins (Uthurry et al., 2011). Les différentes
classes de polyphénols sont présentées dans (Tableau 2) selon le nombre de carbones qui les

composent.

Tableau 2: Classes principales des composes phénoliques.

Squelette carboné Classe
C6 Phénols simples
C6-C3 Acides hydroxy-cinnamique, coumarines
C6-C2-C6 Stilbénes
C6-C3-C6 Flavonoides

(C6-C3)2 Lignanes

(C6-C3)n Lignines

(C6-C3-C6)n Tanins condensés

11.2.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composes phénoliques simples largement répandus dans
les végétaux contenant un groupement carboxyle dans leur structure. Si le groupe fonctionnel
acide carboxylique est directement lié au cycle phénol, le composé phénolique est appelé acide
hydroxy-benzoique. Lorsque le groupe fonctionnel acide carboxylique et le cycle phénol sont
séparés par deux carbones a double liaison (une liaison C = C), les composés phénoligues sont

appelés acides hydroxy-cinnamiques (Figure 2) (Mamari, 2021).

OH R

OH
HO HO

Figure 2: Structure de 1’acide hydroxy-benzoique et de 1’acide hydroxy-cinnamique
(Mamari, 2021).
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11.2.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont une classe tres importante de métabolites secondaires des plantes
(Ghorab and Bouhedjar, 2017) , Les flavonoides ont la capacité de protéger les plantes des
attaques environnementales comme les bactéries, les virus et les radiations UV. Les flavonoides
sont caractérisés par la présence d’un cycle benzoique (A) attaché un autre cycle (B) par un
pont formant un pseudocycle (C) (Figure 3). lls sont divisés en plusieurs classes qui incluent
les flavones, les flavanones, les flavonols, les isoflavones, les anthocyanes, les chalcones et les
aurones (Heim et al., 2002). Ils ont des propriétés biologiques différentes : antioxydante, anti-
inflammatoire, antithrombotique, antibactérienne, anti-hépatotoxique, antitumorale,

antihypertensive, antivirale et antiallergique (Andersson et al., 1996).

Figure 3: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

11.2.2.3. Tanins

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles, a propriétés
astringentes, que 1’on retrouve dans la plupart des plantes supérieures. Le nom « tanin »
provient de 1’utilisation de cette classe de composés utilisés dans le processus de
tannage du cuir (Pizzi, 2019), grace a leur propriété de précipiter les protéines, en s’y liant.
IIs forment une vaste famille de molécules caractérisées par la présence d’au moins un noyau
aromatique associé a un ou plusieurs groupements phenoliques hydroxylés (Rira, 2019).
Plusieurs classes de tanins peuvent étre distinguées en se basent sur la composition chimique,

les tanins hydrolysables et les tanins condensés sont les principaux.
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11.2.2.3.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyméres qui ont une molécule de glucose polyestérifié par des acides
gallique et/ou ellagique conduisant ainsi a distinguer les gallo-tanins (tannins galliques) et les
ellagi-tanins (tanins ellagiques). Ils contiennent parfois de longues chaines d’esters d’acide
galligue comme leur nom 1I’indique et ils sont facilement hydrolysables par les acides et les
enzymes (tannase) en pyrogallol. Ces composés sont caractéristiques des angiospermes
dicotylédones et sont majoritairement présents dans les parois et les espaces intracellulaires des
cellules (Vercauteren, 2011 ; Rira, 2019).

OH
OH
O§C
HO OH /
HO OH (0] o OH
HO COOH o_ of¢ OH OH
—_—
L—0 Q
(0] C OH
HO 0
O=¢ o] OH | OH
- - ] OH
Acide gallique /@\ o”c\(;( o
HO
OH OH
HO OH
COOH Gallotannin

0
HOD)J\ Q\
0 OH
HO OH
OH

Acide digallique

Figure 4: Structure générale des tanins hydrolysables (Grasel et al., 2016).

11.2.2.3.2. Tannins condensés

Tanins condensés, également appelés catéchines ou proanthocyanidines (Smeriglio et
al., 2017). Ce sont des polymeres flavanoliques, constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre
elles par des liaisons carbone-carbone le plus souvent C4-C8 ou C4-C6 (Vercauteren, 2011 ;
Rira,2019).
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B-type proanthocyanidines avec
des liaisons C4-C8

OH

B-type proanthocyanidines avec
des liaisons C4-C6

A-type proanthocyanidines avec
des liaisons C2-C7

Figure 5: Exemple des différents types de condensations (liaisons) se produisant dans les
oligomeres et les polymeres de tanins condensés (Smeriglio et al., 2017).

11.2.2.3. Stilbénes et lignines

Les stilbénes sont des composés phénoliques naturels présents dans un certain nombre
de familles de plantes, notamment les Vitacées, les Diptérocarpacée, les Gnétacée, les Pinacées,
les Fabacées, les Poacées, les Fabacées, et les Cypéracées. Ces composés forment une classe
avec un nombre de molécules tres retreint dont le resvératrol (Figure 6) est le plus étudié a
cause de ses propriétés thérapeutiques étonnantes essentiellement antiinflammatoires. Plusieurs
réles ont été assignés aux stilbénes au niveau des plantes comme agents antimicrobiens,
répulsifs intervenant ainsi dans la protection contre les agressions par les bactéries, les

champignons, les nématodes, et les herbivores (Jeandet et al., 2010).
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Les lignines sont un groupe de polyphénols synthétisés par la voie
phénylalanine/tyrosine qui implique la synthese au niveau du cytoplasme de monomeéres
(monolignols), leur transport au niveau de I'apoplasme, ou ils subissent une polymérisation pour
donner des lignines. Les lignines contribuent a la constitution des parois végetales, leur
conférant de la rigidité, agissant ainsi comme une barriere contre les attaques des
microorganismes pathogénes et des ravageurs. Ces composes sont également impliqués dans la
croissance et le développement des plantes et favorisent le transport des minéraux a travers les
faisceaux vasculaires des plantes (Liu et al., 2018). A part leurs fonctions au niveau des plantes,
les lignines exercent un grand nombre d’effets pharmacologiques incluant 1’effet antioxydant,

antiviral, anticancer, antibactérien, antidiabétique, etc (Spiridon, 2018).

OH
HO \ O

Resvératrol

Sésamine

OH

Figure 6: Structure du resvératrol (stilbéne) et de la sésamine (un exemple de lignine).

11.2.3. Role et effets biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols assurent plusieurs fonctions au niveau des plantes qui les synthétisent
en réponse a un stimulus. Dans la plupart des cas, ces composés sont responsables de la
pigmentation des fleurs, des fruits et des graines intervenant ainsi dans la pollinisation des
plantes par I’attraction des insectes. Ces composés jouent aussi un role trés important dans la
défense contre microorganismes pathogénes et les radiations UV (Donatien, 2009). En tant que
composés bioactifs, I’ingestion de ces composés via 1’alimentation implique leur action sur des
cibles précises dans I’organisme induisant un effet biologique dont les plus importants sont
résumés dans le (Tableau 3). Ainsi ces composés sont trés appréciés en tant que agents
thérapeutiques, compléments alimentaires, mais aussi comme additives dans I’industrie

alimentaire.
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Tableau 3: Propriétés biologiques des principaux composés phenoligues.

Actions pharmacologiques

References

Flavonols
Quercetine
Kaempferol
Myricetine
Rutine

Flavones
Apigenine
Luteoline
Acacetine
Diosmetine

Flavanols (or catechins)
Catéchine
Epicatéchine
Gallocatéchine,
Epigallocatéchine

Anthocyanidines/anthocyanines
Pelargonidine
Delphinidine
Cyanidine

Acides hydroxybenzoiques
Acide gallique
Acide protocatéchuique
Acide p-hydroxybenzoique

Acides hydroxycinnamic
Acide caféique
Acide coumarique
Acide férulique,

Tannins condensés

Tannins hydrolysables

Stilbenes
Resvératrol
Ptérostilbene
Thunalbene

Lignanes
Lariciresinol
Secoisolariciresinol
Matairesinol
Sésamine

Propriétés  antioxydantes, anti-inflammatoires,
anticancer, cardioprotectrices, et photoprotective,

Diminuer la pressure sanguine, effets anti-obésite,
antioxydants, prévenir des maladies
cardiovasculaires, exercent des actions anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales, et
anticancer

Agents antihypertensifs, anticancer, antioxydants,
antibactériens,

antitumoral, anti-
I’agrégation des

Effet Antioxydants,
athérosclérose, inhibition de
plaquettes sanguines

Des propriétés antioxydantes, antiinflammatoires,
et antimicrobiennes, absorption des rayons UV,

Inhibiteurs d'enzymes (tyrosinase, a-amylase),
anticancereux, anti-inflammatoires,
cardioprotecteurs

Anti-inflammatoires, anticancéreux et antioxydants,

Antioxydants, anti-inflammatoires, antidiabétiques,

anticancéreux,
anti-

Antioxydants,  antibactériens,
hépato-protecteurs, cytotoxiques,
inflammatoires

Wollenweber, 2017

Nichols and Katiyar, 2010
Barreca et al., 2020

Babazadeh et al., 2016

Kahkdnen and Heinonen,
2003
Yousuf et al., 2016 ;
Cortez etal., 2017

Manach et al., 2004

Chai et al., 2018

Smeriglio et al., 2017,

Frémont, 2000
Penalva et al., 2015
Pefalva et al., 2018

Adlercreutz, 2007
Godoy de Lima et al.,
2018
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I11.1. Introduction

L’extraction est considérée comme la premiére étape pour séparer les composés
bioactifs souhaités de la matiere premiere et qui peut étre traité par différentes méthodes et
diverses techniques. L'extraction alors peut étre décrite comme étant un phénomene de transfert
de masse ou les solides solubles, contenus dans les structures végétales, migrent dans le solvant
jusqu’a I’équilibre (Rivera, 2006 ; Loum, et al, 2021 ; Hidayat et Wulandari.,2021).

L'extraction pourrait étre de type liquide-liquide qui consiste a extraire un compose
dissous dans une phase liquide par une deuxieme phase liquide non miscible avec la premiere
ou le plus souvent I'extraction est de type solide-liquide qui est la technique la plus courante et
commune pour la récupération et I'isolement de composés bioactifs présents dans un solide dans

un liquide (extraction par solvant) (Grigoras, 2012; Herzi, 2013).

II1.2. Techniques d’extraction
Il existe plusieurs techniques permettant d'extraire les produits a haute valeur présents
dans les végétaux. Ces techniques peuvent étre dites ‘traditionnelles’ (utilisées depuis

longtemps) et ‘nouvelles’ (récemment développées) (luque et Garcia, 1998).

Diverses techniques telles que la macération, la décoction, la percolation, I’infusion, le
Soxhlet ont été utilisées pour isoler les composés d’intérét des plantes, mais aucune d'entre elles
ne peut étre considérée comme une méthode optimale (Grigonis et al., 2005). Les techniques
traditionnelles d’extraction de substances naturelles a partir des plantes nécessitent
généralement une longue durée de traitement, l'utilisation de solvants organiques inflammables,
toxiques et/ou explosifs, et la forte consommation d'énergie (Gélébart et al.,2016) se
caractérise par de faibles rendements et peut provoquer la dégradation thermique des composés
thermosensibles (Proestos et Komaitis, 2008). Ainsi que nécessitent d’importantes adaptations

afin de réduire les risques pour la santé, la sécurité et I’environnement (Herzi, 2013).

Récemment, plusieurs nouvelles méthodes ont été développées afin d’augmenter le
rendement d’extraction et de limiter 1’utilisation des solvants organiques qui ont un impact nocif
sur ’environnement. Ces techniques incluant 1’utilisation des microondes, des ultrasons, des
enzymes, un champ électrique, une haute pression, etc. visent a provoquer la perturbation des
parois cellulaires conduisant a augmenter le taux de transfert a travers la membrane cellulaire

et récuperer le maximum de constituants.
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111.2.1. Macération

L'extraction conventionnelle par solvant ou bien I'extraction directe est la méthode la
plus utilisée pour I'extraction des composés phénoliques. Parmi ce type d'extraction la
macération qui consiste a laisser sejourner a froid un solide dans un liquide et on laisse reposer
a la température ambiante pendant une période pour extraire les constituants solubles dans ce
liquide comme montré dans la (Figure 7) (Benabdallah, 2016). Les plantes doivent étre
versées dans le liquide froid ou tiéde dans une durée limitée de quelques heures (10 ou 12
heures) pour éviter le risque d’oxydation et de fermentation du liquide ou de contamination
bactérienne (Pierre and Lys, 2007). Ces phénomenes peuvent entrainer une dégradation rapide
des molécules actives. En vue de réduire ces inconvenients, la macération peut étre opérée dans
un récipient couvert, le tout a 1‘abri de la lumiére et, dans certains cas, maintenue dans un
réfrigérateur (Ben Amor, 2008). Dans le cas de la macération par I’alcool, le vinaigre, huiles
elle peut dépasser plusieurs jours sans aucun risque, par la suite les liquides combinés sont
clarifiés par filtration ou décantation apres repos. L’avantage de cette méthode est qu’elle peut
étre utilisée pour I'extraction de composants thermolabiles mais une température plus basse a
été appliquée en macération avec des rendements d'extraction quasiment identiques, ce qui peut
se traduire par des avantages économiques, Tandis que les inconvénients sont un temps

d'extraction long et d'une faible efficacité d’extraction (Loum et al, 2021) .

Molécules
d’intéréts

CORPS SOLIDE :
matiére premiére
végétale

\ / solvant

SEPARATION
SOLIDE / LIQUIDE

Résidus solides

du végétal ° Extrait

Figure 7: Principe de I’extraction par macération (Sadou, 2019).
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111.2.2. Extraction assistée par ultrasons

Les ultrasons sont considérés comme une énergie polyvalente qui est utilisée avec
succeés dans des domaines. L’ultrason est une forme d'énergie ou des ondes mécaniques
associées au son a des fréquences supérieures a celles détectées par I'oreille humaine (20 Hz to
20 kHz) (Kumar et al., 2021). Les ultrasons ont beaucoup d’autres applications industrielles
comme I’extraction de divers composés de différents intéréts, I”’homogénéisation, la dispersion,

etc. I’émulsification, la cristallisation, le dégazage, le démoussage, le nettoyage, etc.

L’extraction par ultrasons est une technique utilisée pour l'extraction des composés
naturels. L’utilisation des ultrasons permet d’effectuer des extractions en un court temps
(quelques minutes) avec une grande reproductibilité (Chemat et al., 2011). Les ultrasons
perturbent les structures de la paroi cellulaire, induisant ainsi la lyse cellulaire et accélérant la
diffusion moléculaire a travers les membranes et brisant les membranes cellulaires (Bourgou
et al., 2016).

Les ultrasons sont appliqués utilisant les plus souvent deux systémes: un bain a
ultrasons ou une probe a ultrasons (Figure 8). Le principe de I’extraction assistée par ultrasons
implique la formation des cavitations acoustiques dont I’effondrement conduit aux différents
phénomenes incluant tels que la fragmentation, I'érosion localisee, la formation de pores, la
force de cisaillement, I'augmentation de I'absorption et de I'indice de gonflement dans la matrice
cellulaire de la plante. La collision intermoléculaire entraine une fragmentation des particules
permettant une meilleure solubilisation des composeés due a la diminution de leur taille
particulaire. La sonoportaion est également un autre phénomene résultant de I’effondrement
des cavitations a la surface des cellules conduisant a I’augmentation du taux de transfert avec

le solvant d’extraction comme montré dans la (Figure 9) (Kumar et al., 2021 ; Picg, 2013).
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(A) (B)

Stainless steel tank

Transducer
Water + housing
detergent

Upper (fixed) I oo I:l
Optional horn

heater |

Detachable —f
horn
Reaction mixture in Transducers Generator
conical flask Replaceable

tip

Figure 8: Différents systémes ultrason utilisés au niveau du laboratoire pour divers
applications : bain a ultrasons (A) et une sonde ultrasons (B) (Lavilla and Bendicho, 2017).

Cell wall

by cavitation

Solvent in

(A) (B)

Figure 9: Perturbation de la membrane cellulaire lors de la formation et I’effondrement des
cavitations sonores a la surface des membranes (Rutkowska et al., 2017).
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I.1. Matériel végétal

La plante Haloxylon articulatum a été récoltée le mois de mars 2021 au niveau de la
commune de Hamraia wilaya d’El Oued (sud Algérien) caractérisée par une salinité élevée. Les
échantillons sont bien nettoyés puis séchés a ’air libre et a | “abri de la lumiére puis broyés en

fine poudre.

1.2. Matériel, enzymes, et produits chimiques
1.2.1. Equipements
e Balance analytique « OHAUS ™ ».
e Ultrasonicateur « VIBRA CELL ™».
e Plaque agitatrice multipostes « VELP SCIENTIFICA ™ »,
e Centrifugeuse « 5804 R Eppendorf et MIKRP 220R HETTICH ».
e pH-metre « METTLER TOLEDO ™ ».
o Vortex « ZX3 VELP SCIENTIFICA ».
e Agitateurs chauffants « FISCHER Scientific ISOTEMP ™,

e Lecteur microplaque (Perkin Elmer)

1.2.2. Produits chimiques et enzymes

Les enzymes ainsi que les différents produits chimiques utilisés pour réaliser
le présent travail sont décrits dans le (Tableau 4 et 5).

Tableau 4: Enzymes utilisées pour évaluer la capacité inhibitrice des extraits.

Enzyme Source Activity
Alpha-amylase Aspergillus Oryzae > 150 U/protéine
Uréase Canavalia ensiformis (Haricot sabre) > 5 U/mg solide
Butyrylcholinesterase Sérum équine 100 U/mg de protéine
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Tableau 5: Produits chimiques utilisés pour la réalisation du travail.

Produit Formule Activité
Ethanol CoHsOH Extraction
Acétate d’éthyle C4HgO2

Folin-Ciocalteu H3PW12040/H3PM012040 Dosages
Carbonate de sodium Na.COs

Nitrate d’aluminium Al (NO3)s, 9H,0

Acétate de potassium CH;COOK

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) Ci1sH12N506

Acide 2,2’-azinobis (3 éthylbenzothiazoline-6- Ci1sH15N4O6S4

sulfonique) (ABTS) Activité
Ferrocyanure de Potassium KsFe(CN)s antioxydante
Acétate d’ammonium ACNH,

Chlorure du cuivre CuCl;

Néocuproine CisH12N2

Butylated hydroxyanisole (BHA C11H1602

Hydroxytoluéne butylé (BHT) CisH240

Urée CHs N, O

Phénol CsHsOH

Hypochlorite de Sodium NaOCL Activités
Nitroprusside de Sodium Naz[Fe (CN)sNO] enzymatiques
Acide 5,50 dithiobis [2-nitrobenzoique] (DTNB) C14HsN20sS:

Butyrylthiocholine iodide (CH3)3N(1)CH2CH>SCOCH,CH,CHj3

Tiourée CH4N2S

Galantamine C17H21NO3

Acarbose C25H13NO1s

1.3. Préparation des extraits

La préparation des extraits a été réalisée selon deux méthodes en utilisant deux

solvants différents (acétate d’éthyle et 1’éthanol). Pour la premiére méthode 10 g de la

poudre est mélangé avec 100 mL de I’éthanol ou 1’acétate d’éthyle avec agitation (700

rpm) pendant 1ha température ambiante. La

solution est ensuite filtrée a travers le

papier wattman. Le processuse a été répété trois fois pour extraire le maximum (Figure

10).

21



Chapitre |

Matériel et méthodes

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) a été réalisée dans un sonicateur. Les parametres

d'extraction ont été définis comme suit : temps 20 min, amplitude 70 %, température 25 °C, temps

de marche 15 s et temps d'arrét 5 s. Dans le cas de I'acétate d'éthyle, 10 g de la poudre ont été

mélangés avec 100 mL d'eau distillée puis une sonde a ultrasons a été immergee dans le récipient.

La solution obtenue est ensuite mélangée avec 100 mL d'acétate d'éthyle et bien mélangée pendant

15 min. Le mélange est ensuite soumis a centrifugation pendant 20 min 6000 g. La phase acétate

d'éthyle (phase supérieure) est récupérée. Cette etape est réalisee trois fois. Dans le cas de I'éthanol,

10 g de poudre sont directement mélangés a 100 mL d'éthanol puis placés dans le sonicateur. La

solution obtenue est filtrée sur papier wattman et le résidu est repris dans 100 mL d'éthanol pendant

15 min puis filtré. Cette étape est effectuée deux fois. Aprés extraction, les solvants sont éliminés

au moyen d'un évaporateur rotatif.

Ethanol 96%
ou Acétate d’éthyle

10 g poudre

Plaque agitatrice

Agitation 1h

Filtration

Transducteur

o

Ethanol 96%

Ethanol 96%
+

Agitation 15 min (2 fois)

.

Filtration «— l} -«
Filtration

Phase acétate d’éthyle

Phase aqueuse

Poudre

Centrifugation

ou eau distillée -
10 g poudre

v

Générateur
d’ultrasons

Acétate d’éthyle
+
Agitation 15 min
(3 fois)

Figure 10: Etapes des deux méthodes utilisées pour préparer les extraits d’H. articulatum. (1) :
Macération, (2) : extraction assistée par ultrasons avec ethanol 96 % comme solvant, (3) : extraction
assistée par ultrasons avec acétate d’éthyle comme solvant.
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1.4. Dosage colorimétrique des polyphénols
1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

1.4.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été reéalisé par la méthode utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteau, Ce réactif est un mélange d’acide phosphotungstique (HzW1204) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1240). En milieu alcalin les polyphénols vont réduire le réactif de
Folin-Ciocalteu donnants un complexe d’oxydes de tungsténe (Wso23) et de molybdeéne (Mogo23)
de couleur bleutée proportionnelle a la teneur en polyphénols présents dont le maximum

d’absorption se situe aux environs de 750-765nm (Sango, 2006).

1.4.1.2. Mode opératoire

La détermination de la teneur en polyphénols totaux a été conduite utilisant la méthode
décrite par Muller et al. (2010). Un volume de 20 uL de chaque extrait (1mg /ml) est mélangé
dans une microplaque avec 100 pL de Folin-Ciocalteu (dilué dans 1’eau distillée 1: 9, v/v) et 75
pL de carbonate de sodium (7,5 %). La réaction est laissée pour 2h dans ’obscurité et a
température ambiante puis 1’absorbance de la couleur bleue est lue par le moyen d’un lecteur
microplaque a 765 nm. A partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec I’acide gallique (Figure
11), les teneurs en polyphénols sont déterminées et sont exprimées en ug équivalent acide

gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg).

1.4.2. Dosage des flavonoides

1.4.2.1. Principe
Le dosage des flavonoides est basé sur la formation d’un complexe jaune stable entre

I’aluminium (AI%*

) du nitrate d’aluminium avec les atomes d’oxygene présent sur les carbones
4 et 5 des flavonoides ce qui permet de les quantifier par spectrophotométrie (Topcu et al.,

(2007).
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1.4.2.2. Protocole

Les flavonoides totaux ont été quantifies dans les extraits d’Haloxylon articulatum
appliquant la méthode de nitrate d’aluminium (Topcu et al., (2007). Dans une microplaque de
96 puits 50 pL des extraits sont additionnés de 130 pL de méthanol, 10 pL d’acétate de
potassium, et de 10 pL de nitrate d’aluminium. Un blanc extrait a été préparé en parallele en
remplacant les réactifs par le méthanol (50 pL extrait + 150 pL méthanol). Aprés 40 minutes
d’incubation et & température ambiante, I’absorbance est mesurée a 415 nm. Les teneurs en
flavonoides sont rapportés en termes de ug équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug
EQ/mg) calculés a partir de courbe étalon réalisé par la quercétine comme standard (Figure
11).

1,0 1,2
c y =0,0034x + 0,1044 i y = 0,0048x
£ 08 - R2=0,9972 = 1.0 R2=0,997
© Lo 4
~ 06 - = 0,8
(5] ©
(&) [«5) 016 T
3 04 - c
g 3 04 -
2 0.2 2 |
< .g 0,2
0,0 T T T T 0,0 T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Concentration de I'acide gallique en pg/ml Concentration de la quercétine en pg/mL

Figure 11: Courbe étalonnage de I’acide gallique et de la quercétine utilisées pour le dosage
des polyphénols totaux et flavonoides, respectivement.

I.5. Etude des activités biologiques

Les activités biologiques ont été évaluées utilisant des microplaques a 96 puits avec
différentes concentrations d'échantillons. A cette fin, une série de 7 dilutions a été effectuée a
partir une concentration initiale de 4 mg/mL dans le méthanol. Des dilutions au 1/2 ont été
ensuite preparées dans des eppendorfs en transférant un volume de 500 pL de chaque

concentration dans des eppendorfs contenant 500 pL du méthanol (Figurel?2).
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Figure 12: Etapes de préparation des dilutions (1) et du travail sur une microplaque a 96 puits

().

L.5.1. Evaluation d’activité antioxydante
1.5.1.1. Piégeage du radical DPPH
1.5.1.1.1. Principe

En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne ou d’électrons (AH), la réduction
d’une solution alcoolique de 1’espece radicalaire stable DPPH (forme radicalaire) de couleur
violette et avec un maximum d’absorbance & 517 nm, aura lieu pour former la forme réduite
DPPH-H (non radicalaire) entraine une transition de couleur violette en couleur jaune
(Figurel3). L’absorbance de couleur violette résiduelle apres la réduction a donc été mesuré a
517nm. La vitesse de virage de la couleur est proportionnelle a la force du donneur d’hydrogene

indiquant le pouvoir antioxydant de ce dernier (Belmokhtar et Harche, 2014).
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DPPH Radical libre DPPH -H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 13: Mécanisme réactionnel intervenant lors de la réduction du radical DPPH
(Djahra, 2014).

1.5.1.1. 2. Protocole

La mesure de I’activité anti-radicalaire utilisant le DPPH comme radical a été évaluée
selon la méthode de Blois (1985). La méthode consiste a ajouter 160 uL de solution DPPH
(ImM, préparé dans le méthanol) a un volume de 40 pL de chaque concentration des
échantillons préalablement distribuées dans une microplaque a 96 puits. En paralléle, un
contrdle négatif a été préparé en mélangeant 40 uL du méthanol avec 160 L de solution DPPH.
La mesure de 1’absorbance a 517 nm apres une demi-heure d’incubation dans I’obscurité et a
température ambiante a été réalisée avec un lecteur microplaque. Le pouvoir antioxydant de
nos échantillons a été exprimé en pourcentage d’inhibition du radical DPPH calculé par

I’équation suivante :
% Inhibition = (A contrdle — A échantillon) /A contrdle x 100 1)
Ou:
A échantillon : Absorbance de I’échantillon.
A contrdle : Absorbance du contrdle négatif.
La concentration inhibitrice a 50 % (Clso) a été déterminée a partir de 1’équation de la courbe

de régression obtenue par les pourcentages d’inhibition a différentes concentrations.

1.5.1.2. Activité antiradicalaire de ’ABTS
1.5.1.2.1. Principe

L’activité antiradicalaire contre le radical ABTS est basée sur la réduction de la solution
du cation ABTS " radicale libre de couleur bleue en solution contenant I’ABTS non-radicalaire

(réduite) sans couleur.
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1.5.1.2.2. Protocol

La mesure de la capacité des extraits de H. articulatum a réduire PABTS™ a été
effectuée selon la méthode de (Re et al., 1999). La solution de ’ABTS radicalaire (ABTS"")
est préparée au préalable en faisant réagir 2mM de I’ABTS avec 2,45mM de persulfate de
sodium (v : v) pendant 16 h a I’obscurité et a température ambiante. Une solution concentrée
est obtenue a partir de laquelle une solution diluée avec une absorbance de 0.7 & 734 nm est
préparée. Par la suite, dans une microplaque 96 puits, 40 pL de chaque extrait a diverses
concentrations ont été déposés auxquels on ajoute 160 pL de la solution de ABTS™". Une
incubation de 10min a I’obscurité et a la température ambiante est réalisée suivie par la lecture
de I’absorbance a 734 nm. Utilisant I’équation (1) précédente, les pourcentages d’inhibition ont

été calculés.

1.5.1.3. Pouvoir réducteur

1.5.1.3.1. Principe
La capacité réductrice des ions du fer consiste a réduire le fer ferrique dans le complexe
ferrocyanure (Fe®* (CN)g) en fer ferreux (Fe?*(CN)s) avec le développement d’une couleur

bleue-verte avec une longueur d’onde d’absorption maximale de 700 nm (Hsu et al., 2006).

1.5.1.3.2. Méthode

La méthode rapportée par Bijoy et al. (2008) est utilisée dans le but est la détection la
présence du pouvoir réducteur et sa capacité réductrice. Le protocole consiste a faire réagir 10
pL de chaque extrait a différentes concentrations avec 40 pL du tampon de phosphate (0,2 M,
pH 6,6), et 50 pL d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s a 1%. La plaque est
ensuite incubée pour 20 min a 50 °C. Par la suite, 50 pL de I’acide trichloracétique (10%), 40
ML d’eau distillée, et 10 pL d’une solution FeClz (0,1%) ont été ajoutés et la lecture de
I’absorbance a 700nm est prise aprés une agitation rigoureuse de la plaque. La capacité
réductrice des ions du fer des échantillons est exprimée en termes d’absorbances. La courbe de
régression tracée par les absorbances des différentes concentrations nous a permis a déterminer

la concentration donnant une absorbance 0,5 (Aos).
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1.5.1.4. Test CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity)
1.5.1.4.1. Principe

Le test CUPRAC un complexe néocuproine-cuivre se forme entre la néocuproine et les
ions cuivre (Cu?*) provenant du chlorure de cuivre. La présence d’un antioxydant aboutit & la
réduction de Cu?* du complexe en Cu* ainsi qu’un développement d’une couleur jaune-orange,
avec un maximum d’absorbance a longueur d’onde de 450 nm (Figure 14). Plus la couleur est

intense plus I’antioxydant est considéré fort (Apak et al., 2004).

+H

Réactif CUPRAC Bleu clair Produit jaune orangé (3=450nm)

Figure 14: Réaction du CUPRAC (Ghorab, 2017).

1.5.1.4.2. Protocole

La méthode décrite par EI Annachi et al. (2020) a été appliquée pour réaliser le test
CUPRAC. Un volume de 40 pL de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé avec
60 pL d’acétate d’ammonium (1 M), 50 pL de néocuproine (7,5 mM), et 50 uL de chlorure de
cuivre (10 mM), I’ensemble est incubé pendant 1h du temps et I’absorbance est lue a 450nm.
Les résultats sont exprimés en termes d’absorbances. La valeur Aos est déterminée utilisant

I’équation de la courbe de régression obtenue par les absorbances a différentes concentrations.
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1.5.2 Inhibition des enzymes
1.5.2.1. Inhibition de ’a-amylase
1.5.2.1.2. Principe

L'alpha-amylase est une enzyme qui décompose l'amidon en composés moins
complexes ne pouvant pas réagir avec l'iode. L'inhibition de I'alpha-amylase par un inhibiteur
entraine I'accumulation de I’amidon, qui par la suite réagit avec I'iode pour former un complexe

bleu-noir dont I'absorbance a été mesurée a 630 nm (Yang et al., 2012).

1.5.2.1.2. Mode opératoire

La méthode de Zengin et al. (2014) a été utilisée pour déterminer 1’activité inhibitrice
de I’a-amylase. Dans une microplaque, un mélange de 25 uL de chaque extrait a différentes
concentrations avec 50 puL de I’a-amylase (1 U/ml dans le tampon phosphate, 100 mM, pH, 6,9,
6 mM NacCl) a été effectué. Le mélange est laissé pour 10 min a 37 °C dans une étuve puis 50
uL d’une solution aqueuse de 1’amidon (0.1%) ont été ajoutés suivie par une deuxieme
incubation pendant 10 min a 37 °C. Un volume de 25 uL HCI (1M) qui a pour role de stopper
la réaction et 100 uL IKI utilise comme révélateur de I’amidon ont été additionnés. La lecture
a 630 nm a été effectuée contre un contréle négatif contenant tous les réactifs sauf les extraits.
Un autre blanc consistant en 1’amidon, HCI, et IKI est aussi préparé. En paralléle, un blanc
extrait qui ne contient pas pas la solution enzymatique est performé pour les différentes
concentrations de chaque extrait. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés par I’équation

suivante :

Inhibition (%) = [1-((As-Ac)/ (Ab-Ae))] *100

As=Absorbance de la réaction contenant tous les réactifs y compris 1’inhibiteur
Ac=Absorbance des blancs extrait (tous les réactifs sans la solution enzymatique)
Ab=Absorbance de la réaction maximale entre I’amidon et ’iode (Amidon + IKI+ HCI)

Ae=Absorbance du contrdle positif sans inhibiteur (tous les réactifs sans extrait)
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1.5.2.2. Inhibition de ’uréase
1.5.2.2.1. Principe

La méthode de la mesure de I’effet inhibiteur de 1'uréase est basée sur de la dégradation
d'urée en ammoniac dont la révelation et la quantification est effectuée par le phénol-
hypochlorite dans un milieu alcalin (Nabati et al., 2012).

1.5.2.2.2. Mode opératoire

La méthode décrite par Taha et al. (2018) avec quelques modifications a été appliquée
pour évaluer la capacité des extraits de Haloxylon articulatum a inhiber I’uréase. Un volume
de 10 uL des extraits a différentes concentrations (3.125- 200 pg/mL) a été mis en contact avec
25 uL de I'uréase (1 mg/mL dans le tampon phosphate 100 mM, pH 8,2) et la réaction est initiée
par I’ajout de 50 pL urée (30 mM). Une incubation de 15 min a 37 °C est réalisée suivie par
I’ajout de 45 pL du réactif phénol (1 g phénol et 12,5 mg nitroprusside de sodium dans 50 mL
d’eau distillée) et 70 puL du reactif basique (0,356 g NaOH et 0,5875 mL d’hypochlorite dans

50 mL eau distillée). L’absorbance de la couleur bleue résultante est lue a 630 nm.

Les pourcentages d’inhibition de I’uréase sont calculés par la formule :
Inhibition (%) = (Ac-Ag) / Ac*100  (2)

ou
Ac : est I’absorbance du contrdle négatif (sans extrait)

AE : est I’absorbance de la réaction en présence de 1’extrait.

1.5.2.3. Inhibition de la butyrylcholinestérase
1.5.2.3.1. Principe

L’inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE) est basée sur le clivage de la
butyrylthiocholine (substrat) par ’enzyme, produisant la thiocholine, qui va a son tour réagir
par son groupe thiol -SH- avec I'acide 5,5'-dithiobis [2-nitrobenzoique] (DTNB) formant un
complexe jaune dont le maximum d’absorbance est de 415 nm (Ellman et al., 1961) (Figure
15).
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Figure 15: Principe de la méthode d’Ellman utilisant la butyrylcholinestérase comme enzyme

et la butyrylthiocholine comme substrat.
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1.5.2.3.2. Méthode

Dans une microplaque a 96-puits un volume de 150 uL de tampon phosphate de sodium
(100 mM, pH 8.0) sont déposés auquel 10 puL d’extrait a différente concentrations et 20 uL de
la solution enzymatique (6.85x 10 U) sont ajoutés. L’ensemble est ensuite incubé pendant 15
min a 25°C. La réaction est initiée par l'addition de 10 uL of DTNB (0.5 mM) et de 10 uL de
la butyrythiocholine (0.2 mM). L’intensité de couleur jaune du complexe thiocholine-DTNB
est déterminée par spectrophotométrie a 415 nm a t=0 at t=15 min. En utilisant comme composé
de référence la galantamine. Les résultats sont rapportés en termes de pourcentage d’inhibition

calculés a I’aide de la formule (2).

1.6. Analyse par spectroscopie a transformée de Fourier (IRTF OU FTIR)

La spectroscopie a transformée de Fourier est une méthode qualitative permettant
d’identifier les principaux groupes fonctionnels dans un échantillon La transformée de Fourier
est basée sur le fait que chaque fonction peut étre décomposée en une somme de fonctions
sinusoidales, chaque fonction sinusoidale étant définie par deux valeurs : sa fréquence

(longueur d’ondes) et son amplitude (intensité).

L’analyse FTIR des différents échantillons a été effectuée sur un spectrométre a
transformée de Fourier (INVENIO-R (329)) avec un nombre de scan 30. Le spectre a été pris

dans I’intervalle entre 4000 et 200 cm™.

1.7. Analyse statistique

Toutes les mesures ont été effectuées en trois répétitions et les résultats sont présentés
sous forme de moyennes + écart type. L’analyse de variance ANOVA a été conduite pour
déterminer les différences entre les teneurs en polyphénols et les valeurs Clsp et Ags. De ce fait,
One-way ANOVA suivie par le test de multi-comparaison Tukey a été utilisée utilisant le

logiciel GraphPad version 5 dont la valeur de p est fixée a 0.05 (p <0.05).
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I1.1. Rendement d’extraction

Afin de préparer les extraits a partir de la plante Haloxylon articulatum, deux méthodes
d’extraction ont été effectuées qui sont la macération et 1’extraction assistée par ultrasons
(EAU) en utilisant deux solvants de différentes polarités ; I’acétate d’éthyle et 1’éthanol.
L’aspect des solutions obtenues (figure 16) montre que 1’utilisation des ultrasons conduit a des
solutions plus concentrées pour les deux solvants. Les résultats du rendement d’extraction pour

les deux méthodes et pour les deux solvants d’extraction ont été représentés dans la (figure 17).

Figure 16: Aspect des solutions obtenues avec les différents solvants des deux méthodes

apres filtration. A et B : les solutions obtenues par EAU et macération avec 1’acétate d’éthyle
comme solvant, respectivement. C et D : les solutions obtenues utilisant 1’éthanol comme

solvant par la méthode EAU et macération, respectivement.

Comme observé, I’extraction en association avec le traitement ultrason a induit
I’augmentation d’une maniere significative le rendement d’extraction par rapport a I’extraction
par macération. D’autre coté, le type du solvant influengait fortement le rendement d’extraction.
Dans ce contexte, le meilleur rendement a été obtenu utilisant 1’éthanol comme solvant en
association avec la sonification avec une valeur de 6,5% contre une valeur de 3,5% obtenue

avec la macération soit une augmentation de 85,71 % calculé appliquant 1’équation suivante :
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Variation (V): ((R ultrason— R macération) /IR macération) * 100
OU R uitrason €t R maceration sont les rendements d’extraction obtenus utilisant 1’ultrasons et
macération, respectivement.
De méme pour I’acétate d’éthyle, un rendement de 2,1 % a été observé avec la méthode EAU

contre une valeur de 1,5 % pour la macération soit une élévation de 40 %.

L'extraction des composés actifs a partir du materiel végétal constitue la premiere étape
pour étudier les propriétés biologiques des plantes. Cette étape est primordiale et doit permettre
I’extraction des différents constituent actifs et assurer un meilleur rendement. Plusieurs
méthodes d’extraction ont été rapportées dans la littérature. Actuellement, 1’utilisation des
méthodes innovantes permettant d’augmenter le rendement d’extraction tout en minimisant
I’utilisation des solvants organiques et de diminuer le temps d’extraction ont ét¢ développés en
dépit des méthodes conventionnelles nécessitant beaucoup du temps, des quantités élevées du
matériel végétal et de solvants. Parmi les méthodes récentes, I’extraction apres a I’aide des
ondes ultrasons a été largement utilisée pour récupérer divers composés a partir de différentes
matrices (Gajic et al., 2021). Le traitement par ultrasons implique une sonoporation, une
fragmentation, un cisaillement local et une détexturation qui, en réduisant les résistances de
transfert de masse a travers les membranes cellulaires, favorisent la libération des constituants
des cellules (Chemat et al., 2017).
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Figure 17: Rendements d’extraction obtenus avec 1’extraction par ultrasons et macération en

utilisant 1’éthanol et ’acétate d’éthyle comme solvants.
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I1. 2. Teneurs en composés phénoliques

La quantification des composes phénoliques est considérée comme importante étant
donné qu’ils interviennent dans I’activité des extraits et donc il est nécessaire d’effectuer une
estimation de leur quantité dans les extraits. Ainsi, la teneur en polyphénols totaux et
flavonoides a été déterminé et les résultats sont présentés dans les (Figures 18, 19).

Les teneurs en polyphénols totaux allant de 37,82 £0,42 a 70,18+2,50 pg EAG/mg
correspondant aux extraits éthanol obtenue par macération et acétate d’éthyle obtenu par
I’extraction assistée par ultrasons, respectivement. D’aprés ces résultats indiquent que les
extraits obtenus par utilisant 1’extraction assistée par ultrasons représentent les teneurs les plus
¢levées en polyphénols totaux par rapport a I’extraction par macération quel que soit le solvant
utilisé (éthanol ou acétate d’éthyle). Dans le méme contexte, I’acétate d’éthyle constitue le
meilleur solvant pour extraire les polyphénols de la plante H. articulatum par rapport a 1’éthanol
(différence significative, p < 0.05). Ces observations montrent 1’effet du solvant 1’utilisation et
la méthode d’extraction sur les teneurs en polyphénols. Ces résultats sont en accord avec
plusieurs travaux qui ont montré I’influence des paramétres de 1’extraction comme le solvant,
la méthode, le temps, le rapport poudre/solvant, la température, etc sur le rendement et la teneur

en polyphénols totaux (Turkmen et al., 2007 ; Arruda et al., 2016).
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Figure 18: Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits obtenus par les deux méethodes et
les deux solvants. Les résultats sont exprimés en pg équivalents acide gallique par mg
d’extrait (ug EAG/m). *, *** indiquent une différence significative (p< 0.05). Les lignes
continues représentent la comparaison entre les deux méthodes par contre les lignes

discontinues representent la comparaison entre les deux solvants.
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L'effet de I’utilisation des ultrasons dans le but d’améliorer I’extraction des composés
bioactifs en particulier les polyphénols a partir des plantes ou des déchets agroalimentaires a
fait I’objet de plusieurs études. A titre d’exemple, Esmaeilzadeh Kenar et al. (2014) avait
rapporté 1’extraction des polyphénols a partir du marc du sésame (déchet apres extraction des
huiles) utilisant la macération et les ultrasons. Les teneurs en polyphénols totaux ont été plus
élevées dans les extraits obtenus par extraction assistée par ultrasons que ceux obtenus par
macération. D’autre part, I’extraction par ultrasons de 1’écorce de Pinus radiata permet
d’obtenir des teneurs en polyphénols totaux plus élevée que par macération mais été moins

efficace que I’extraction par microonde et par soxhlet (Aspé et al., 2011).

Les flavonoides constituent une large classe de polyphénols avec une grande variété de
propriétés pharmacologiques dont leur présence dans les extraits peut expliquer certaines
activités. Selon la (Figure 19) les teneurs en ces composés sont significativement influencées
par le solvant d’extraction ainsi que par la méthode d’extraction. Comparant entre les solvants,
I’utilisation de 1’acétate d’éthyle conduit a des teneurs plus €levées que I’éthanol. D’un autre
coté, selon la méthode utilisée, les extraits issus de la macération ont eu des teneurs plus élevés
gue ceux obtenus par EAU. Ainsi, la teneur la plus importante qui est de 19,65+1,56 ug QE/mg
est enregistrée avec 1’extrait acétate d’éthyle utilisant la macération alors que la valeur la plus
faible (7,88+0,53 pg EQ/mg) a été obtenue avec 1’éthanol quand EAU est employée comme

méthode.

Dans une étude menée par Bakchiche et Gherib, (2014) des teneurs en flavonoides
faibles ont été rapportées dans les extraits H. scoparium. Loin de la polarité des solvants qui
sont utilisés qui est un facteur important pour la solubilité des composés phénoliques d’une
facon générale et des flavonoides d’une facon plus particulier, le choix de la méthode
d’extraction joue un role principal dans I’extraction détermine le type des composés extraits.
Dans ce contexte, méme si 1’utilisation des ultrasons a permis une extraction meilleure des
polyphénols totaux, les flavonoides sont plus mieux d’extraits obtenus par macération et cela
pourrait étre expliqué par le fait les conditions optimales comme le rapport poudre/solvant, le
temps d’extraction, la temperature, etc. Pour 1’extraction des polyphénols totaux différent de
celles de I’extraction des flavonoides totaux. Espinosa-Mufioz et al. (2020) rapporte aussi une
différence des conditions d’extraction pour une extraction optimales des polyphénols totaux et

des flavonoides a partir de Cactus Pear.
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Figure 19: Teneur en flavonoides totaux dans les extraits d’H. articulatum. Les colonnes
représentent la moyenne £ SD de trois répétitions. *, **, *** indiquent des valeurs
statistiquement différentes (p<0.05). Les lignes continues et discontinues représentent la

comparaison entre les deux methodes ou entre les deux solvants, respectivement.

11.3. Bio-activité des extraits
Les extraits issus des différentes extractions ont été testés pour leur pouvoir antioxydant
et pour leur capacité a inhiber certaines enzymes constituant des cibles thérapeutiques des

substances bioactives.

11.3.1. Pouvoir antioxydant

La propriété antioxydante des extraits de plantes avait fait I'objet d'une grande attention
ces dernieres années en vue de les exploiter dans divers domaines comme additifs dans
I'industrie alimentaire, compléments a des fins thérapeutiques et nutritionnelles. Un antioxydant
pourrait étre défini comme une molécule qui intervient directement dans la neutralisation des
espéces réactives ou interfére avec leur génération. Le stress oxydatif qui survient lors d'un
déséquilibre oxydant/antioxydant est considéré comme un facteur tres important dans le
développement de plusieurs maladies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, les
maladies inflammatoires et neurodégéneratives, le diabéte, etc. ainsi, les antioxydants s‘averent
jouer un role thérapeutique en empéchant l'oxydation des macromolécules biologiques et en
prévenant l'apparition de maladies. De plus, les molécules antioxydantes ont un intérét dans la
conservation des produits alimentaires riches en lipides en retardant les réactions d'oxydation

qui conduisent a leur détérioration et a leur péremption.
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L’effet antioxydant des extraits d’H. articulatum a été évalue utilisant quatre methodes
différentes ayant des principes différents pour pouvoir prendre en considération les différents
mécanismes intervenant dans ’effet antioxydant. Dans cette étude les méthodes utilisant le
DPPH, ABTS, pouvoir réducteur et CUPRAC ont été utilisées. Les mécanismes associés avec
la neutralisation des radicaux DPPH et ABTS impliquent le transfert d’un électron/atome
d’hydrogene alors que dans les deux autres méthodes, le transfert d’un électron sera le

mécanisme intervenant (Boussadia et al., 2020).

11.3.1.1. Effet antiradicalaire

Pour déterminer le pouvoir antiradicalaire, les radicaux synthétiques DPPH et I’ABTS
ont été choisis. Les extraits ont montré un effet antiradicalaire qui augmente avec la
concentration utilisée comme montré dans les figures 20 et 21 (un effet dose-dépendant). Les
valeurs Clsg sont aussi déterminées et sont rapportées dans le (Tableau 6).

L’effet des extraits sur la réduction de DPPH dépend fortement du solvant utilisé ainsi
que la méthode utilisée. Premieérement, les extraits acétate d’éthyle réduisent le radical DPPH
plus effacement que les extraits éthanol pour les deux méthodes. Ainsi, pour le solvant acétate
d’éthyle, I’extraction par EAU donne I’effet le plus prononcé avec une valeur Clso de
339,69+2,90 pg/mL contre une valeur de 494,06+ 8,49 pg/mL obtenue avec la macération.
Cependant, en cas de 1’éthanol, la méthode macération montre I’effet le plus important

(Cl50=494,06+8,49 pg/mL).

La capacité des extraits a réduire le radical ABTS aussi dépend du solvant utilisé mais
pas de la méthode d’extraction. Dans ce contexte, les extraits acétate d’éthyle montrent 1’effet
le plus important avec des valeurs Clso de 140,20+3,59 et 141,52+2,02 pug/mL obtenues avec
I’EAU et la macération, successivement (les valeurs ne sont pas statistiquement différentes).
De méme, des valeurs qui ne sont pas statistiquement différentes ont été enregistrées avec les
extraits éthanol utilisant EAU et la macération (Clso =261,26+2,99 et 258,65+6,88 pg/mL,

respectivement).

L'activité antiradicalaire importante des extraits acétate d’éthyle par rapport aux extraits
éthanol pourrait étre assignée aux teneurs élevées en polyphénols totaux qui sont mieux extraits
par I’acétate d’éthyle que 1’éthanol. En effet, les polyphénols sont considérés comme les

antioxydants d’origine naturelle les plus importants vu leur structure portant des groupements
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hydroxyle permettant de neutraliser les radicaux libres par la donation des électrons ou des
atomes hydrogene. Ainsi, plusieurs études ont trouvé une relation trés étroite (corrélation) entre

les teneurs en polyphénols des extraits et leur effet antioxydant (Alonso et al., 2002 ; Kiselova

et al., 2006 ; Kim et al., 2010).
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Figure 20: Activité antiradicalaire des extraits d’H. articulatum (A) et les standards (B)

contre le radical ABTS.
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Figure 21: Activité antiradicalaire des extraits d’H. articulatum (A) et les standards (B)
contre le radical ABTS.
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Tableau 6: Valeurs des Clsg obtenus avec les extraits d’H. articulatum contre les radicaux
DPPH et ABTS.

DPPH Clso (pug/mL) ABTS Clso (ug/mL)
Macération Acétate d’éthyle 494,06+ 8,49¢ 141,52+2,02°
Ethanol 663,39 + 14,72¢ 258,65+6,88°¢
EAU Acétate d’éthyle 339,69 £ 2,90° 140,20+3,59°
Ethanol 725,86 +1,28" 261,26+2,99¢
Standards BHA 5.73£0.41° 1.81+0.102
BHT 22.32+1.19° 1.29+0.302

Valeurs représentent la moyenne + écart type de trois essaies. Les valeurs portant des lettres différentes sont
statistiquement différentes (p<0.05). EAU : Extraction assistée par ultrasons.

11.3.1.2. Réduction des ions métalliques

La capacité réductrice des extraits a été évaluée via le test de réduction des ions ferriques
(Fe*") et du cuivre (Cu?"). Les résultats sont rapportés sous forme d’absorbances a 700 nm ou
450 nm, respectivement. Les valeurs Ags (Lg/mL) déterminées sont représentées dans le tableau

7. Plus la valeur Ao s (ug/ml) est faible plus I’activité réductrice est plus importante.

La figure 22 (a, b) représente la capacité des extraits d’H. articulatum et des standards
a réduire les ions du fer. Comme constaté, 1’absorbance a 700 nm augmente en fonction de la
concentration indiquant un effet dose-dépendant. Les résultats trouvés indiquent que tous les
échantillons des deux méthodes ont des absorbances maximales moins de 0.5 (<0.5), cela
nécessite des concentrations plus de 200 pg/ml (>200) pour pouvoir déterminer la valeur Aos.
En termes d’absorbances, les extraits obtenus par EAU montrent des absorbances plus élevées
que ceux issus de la macération. Ainsi, des absorbances de 0,33+£0,05 et 0,26+0,01 pour la
méthode EAU ont été enregistrées avec les extraits acétate d’éthyle et éthanol a 200 pg/mL,
respectivement contre des valeurs de 0,21+0,01 et 0,16++0,02 obtenues avec les extraits issus

de la macération.
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Figure 22: Pouvoir réducteur des extraits d’H. articulatum (A) et des standards BHA et acide

ascorbique (B) a différentes concentrations.

Les extraits d’H. articulatum ont montré un effet important a réduire les ions du cuivre
rapportés en termes d’absorbances (Figure 23) et des valeurs Ao s dans le (Tableau7). Pour les
deux solvants utilisés, les extraits de la méthode EAU se sont révélés plus puissants que ceux

issus de la macération.
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Pour la méthode EAU, I’extrait éthanol exergait un pouvoir plus élevé que 1’extrait
acétate d “éthyle avec des valeurs Ags de 88,60+4,96 et 112,94+6,99 pg/mL, respectivement.
Au contraire, dans la méthode de macération, L’acétate d’éthyle avec une concentration Ags =
141.12+7.68 pg/mL a une activité réductrice des ions de cuivre plus importante que celle de
| “éthanol Aos253.11+23.48.

Par comparaison avec des standards BHA, BHT (Aos = 1.34 +0.11 et 3.44+0.04,
respectivement), se révélés trés puissants par rapport aux extraits H. articulatum possédant un

pouvoir réducteur des ions cuivre plus faible (moins actifs) que les standards.
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Figure 23: Capacité des extraits d’H. articulatum (A) et les standards (B) a réduire les ions
cuivre évaluée par le test CUPRAC.
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La capacité reductrice des ions métalliques denote un mécanisme des antioxydants
consistant a régénérer un antioxydant qui a subi une oxydation dont I’exemple le plus connu est
le systéme vitamine C/a-tocophérol (Jayaprakasha et al., 2001). Donc les extraits d’H.
delicatulum pourraient exercer un pouvoir réducteur et prévenir la déplétion en antioxydants

via leur regénération

Tableau 7: Valeurs d’A0.5 obtenus avec les extraits d’H. articulatum et des standards.

Pouvoir réducteur Ags (ug/mL) CUPRAC Ags (ug/mL)

Macération Acétate d’éthyle >200 112,94+6,99¢

Ethanol >200 88,60+4,96°
EAU Acétate d’éthyle >200 145,84+1,10¢

Ethanol >200 175,80+1,08¢
Standards BHA 8.41+0.67 1,34+0,112

BHT / 3,44+0,042

Acide ascorbique 9.01+1.46 /

Les valeurs sont la moyenne + I’écart type (n=3). Les valeurs portantes des lettres différentes

sont statistiquement différentes (p< 0.05).

11.3.2. Pouvoir inhibiteur des enzymes

La capacité des extraits a entraver le fonctionnent de certaines enzymes a €té évaluée
contre 1’a-amylase, 1’uréase, et la butyrylcholinestérase. Ces enzymes constituent les
principales cibles pour les médicaments dans le traitement du diabéte type 2, la lutte contre le
développement de I'ulcére gastrique causé par la bactérie Helicobacter pylori, et dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer, respectivement. Aucune activité n’a été exercée par les
extraits sur I’uréase et la butyrylcholinestérase ce qui pourrait étre expliquée par la composition
des extraits ne contenant pas ou présentant de petites quantités des inhibiteurs de ces enzymes

comme les alcaloides.

Cependant les extraits ont montré une activité inhibitrice trés importante sur I’a-amylase
dont les résultats sont présentés en termes de pourcentages d’inhibition (Figure 24) et de
valeurs Clso (tableau 8). En effet, la capacité d’H. articulatum a inhiber I’a-amylase a été
largement démontrée par plusieurs travaux. Une étude récente menée par Benkherara et al.
(2021) a montré que 1’espece Haloxylon scoparium (= H. articulatum) avait une forte activite

inhibitrice contre I’enzyme a-amylase ce qui est en accord avec les résultats de présent travail.
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L’enzyme o-amylase constitue une cible thérapeutique pour les médicaments
antidiabétiques qui ont pour effet de prévenir ’hyperglycémie postprandial en inhibant la
dégradation des glucides complexe (amidon) en sucres simples absorbables par I’intestin gréle.
Cette approche constitue une des principales stratégies pour ameliorer le mode de vie des
patients atteints du diabete type 2 caractérisé par la résistance des tissus comme le foie et les
muscles a I’action de 1’insuline qui est a I’origine de I’hyperglycémie (taux sanguin de glucose
¢levé) pouvant conduire a plusieurs complications comme 1’hypertension. Malgré plusieurs
molécules hypoglycémiantes comme [’acarbose et le miglitol ont été utilisées comme
thérapeutiques dans le diabéte type 2, la recherche pour de nouvelles molécules plus efficaces

avec moins d’effets indésirables a connu un grand essor (Lorenzati et al., 2010).

L'effet inhibiteur de I’a-amylase varie uniquement selon la méthode d’extraction. Les
extraits acétate d’¢thyle et éthanol de la méme méthode inhibent ’enzyme a-amylase de la
méme maniére dont la différence n’est pas significative. En revanche, les extraits obtenus par
macération ont exercé un effet l[égerement plus important que les extraits obtenus par EAU.
Ainsi des valeurs Clso égale a 3,91+0,13 et 3,72+0,17 pug/mL ont été obtenues avec les extraits
acétate d’éthyle et éthanol, respectivement utilisant la maceration contre des valeurs de
5,23%0,20 et 4,80+0,23 pg/mL pour les extraits issus de 1’extraction assistée par ultrasons. Ces
observations pourraient étre expliquées par le fait que 1’utilisation des ultrasons a entrainé une
extraction plus large des constituants cellulaires pouvant interférer avec les molécules actives

inhibant I’enzyme.
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Figure 24: Activité inhibitrice des extraits d’H. articulatum et de I’acarbose contre a-amylase
a différentes concentrations. Les barres représentent la moyenne+ I’écart type de trois
répétitions.
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Tableau 8: Capacité inhibitrice des extraits d’H. articulatum contre la butyrylcholinesterase,
I’uréase, et I’a-amylase.

BChE Clso (ug/mL) Uréase Clso (ug/mL)  a-amylase Clso (ug/mL)

Macération Acétate d’éthyle - - 3,91+0,132
Ethanol - - 3,72+0,172

EAU Acétate d’éthyle - - 5,230,20°
Ethanol - - 4,80+0,23°

Standards Galanthamine 11.70+0.82 / /
Thiourée / 11.57+0.68 /
Acarbose / / 359.3+8.0

Les valeurs sont des Moyennes + écart type. Les valeurs avec les mémes lettres sont statistiguement
différentes (p< 0.05).

11.4. Analyse FTIR

L’analyse FTIR peut nous renseigner sur les principaux groupes chimiques présents
dans les extraits ainsi que I’influence du traitement par ultrasons sur la composition. Comme
montré dans la figure 25 et 26 (a, b, c, et d), les extraits ont une composition similaire avec des
spectres comprenant les mémes pics indiquant une composition chimique similaire ce qui
explique les résultats pour les activités biologiques avec des effets identiques. On peut ainsi
distinguer trois principales régions. La premiére entre 3500 et 2000 cm™ comprenant
principalement trois pics éminents. Les pics correspondants aux nombres d’ondes 3500-3200
cm* représentent les vibrations des groupements -OH tandis que les pics de 2945 a 2925 cm™
correspondent aux vibrations des groupements -CH, -CHo, et -CH3 des carbohydrates et des
sucres. La deuxiéme bande entre 2000 et 1000 cm™ comprenant cing pics. Les pics 1655-1440
pourraient présenter les vibrations des liaisons C=C, C=0, ou N-H correspondant a la vibration
des flavonoides, des lipides, de 1’acide caféique et ses dérivés (Oliveira et al., 2016), tandis
que la liaison C-O correspondant au nombre d’onde de 1113 et 1020 cm™ a été identifié pouvant
indiquer la présence des esters. La troisieme région constituée d’un seul pic correspondant au
nombre d’ondes 595, 628, et 618 cm™ pourrait correspondre a la vibration de I’anneau

aromatique (Grasel et al., 2016; Oliveira et al., 2016).
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assistée par ultrasons (B).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Le présent travail est consacré a 1’étude de I’effet de la méthode d’extraction sur le
rendement, les teneurs en polyphénols, et les effets biologiques de la plante Haloxylon
articulatum. De ce fait, I’extraction assistée aux ultrasons a été appliquée en comparaison avec

la macération comme méthode conventionnelle.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits issus de I’extraction assistée aux
ultrasons avec des parametres fixés ont eu les rendements et les teneurs les plus élevées en
polyphénols totaux par rapport a I’extraction par macération quel que soit le solvant utilisé.
Contrairement, les extraits issus de la macération ont eu des teneurs plus élevés en flavonoides.
De plus, I’effet de la méthode de I’extraction n’a pas eu un effet trés remarquable sur I’activité
antioxydante et inhibitrice de 1’a-amylase dont les différences sont soit non significatifs ou soit
légérement significatifs, tandis que les extraits ont été trouvés inactifs contre la
butyrylcholinestérase et 1'uréase. Les résultats de 1’analyse FTIR montrent des spectres
identiques pour les quatre extraits ce qui indique une similarité dans leur composition chimique

expliquant ainsi les effets biologiques proches exerces.

A D’issu des différents résultats, I’extraction assistée par ultrasons pourrait étre choisie
pour un meilleur rendement en polyphénols mais pas en flavonoides. En effet pour chaque
groupe de composes il faut déterminer les paramétres de la méthode d’extraction comme le
temps, la fréquence, la température, etc. Cette étude constitue alors une évaluation primaire de
I’effet de la méthode d’extraction en utilisant 1’éthanol et I’acétate d’éthyle comme solvants sur
le rendement et la bio-activité des extraits d’H. articulatum. De ce fait, des études

complémentaires seraient 1’objectif d’autres travaux ultérieurs a citer :

e Optimisation des paramétres de 1’extraction pour chaque méthode pour une meilleure
extraction de chaque groupe de constituants.

e Tester d’autres méthodes d’extraction comme I’extraction assistée aux microondes,
I’extraction assistée a la haute pression, etc.

e Etudier la composition chimique des extraits issus des différentes méthodes
d’extraction.

e Evaluation d’autres activités biologiques comme 1’effet antimicrobien.
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Résumé

L'objectif principal de cette étude est de faire une comparaison entre deux techniques
d'extraction des composes phénoliques contenus dans la plante médicinale Haloxylon
articulatum et leur effet sur la bio-activité des extraits issus. Pour cela, une extraction
conventionnelle par macération et une extraction assistée par ultrasons (EAU) ont été
appliquées avec l'utilisation de deux solvants d’une polarité différente : I'acétate d'éthyle et
1’éthanol.

L'utilisation de I'extraction assistée par ultrasons a entrainé une augmentation
significative des rendements d'extraction quel que soit le solvant d'extraction. Ainsi, une
augmentation de 85,71% dans le cas de I'éthanol et de 40% pour l'acétate d'éthyle a été observée
apres l'application d'EAU. De méme, l'utilisation de I'extraction assistée par ultrasons a
augmenté de maniere significative la teneur totale en polyphénols mais pas la teneur en
flavonoides. Les extraits ont exercé un faible effet antioxydant et une action trés remarquable
sur l'a-amylase. Cependant, aucun des extraits n'a exercé d'effet inhibiteur sur la
butyrylcholinestérase et I'uréase. La méthode d'extraction utilisée n'a pas affecté de maniére
significative l'activité antioxydante des extraits et I'effet inhibiteur de 1'a-amylase.

L'analyse FTIR a montré des spectres similaires indiquant une composition similaire
des extraits ce qui explique leurs effets biologiques identique.

En conclusion, cette étude a montré I'importance de I'extraction assistée par ultrasons
pour augmenter le rendement d'extraction mais pas la bio-activité des extraits de H. articulatum.

Mots clés : Haloxylon articulatum, Polyphénols, Macération, Extraction assistée par ultrasons,
activité antioxydante, a-amylase.



Abstract

The main objective of this study is to make a comparison between two extraction
techniques of phenolic compounds contained in the medicinal plant Haloxylon articulatum and
their effect on the bioactivity of the resulting extracts. For this, a conventional extraction by
maceration and an extraction assisted by ultrasound (EAU) was applied with the use of two
solvents of a different polarity: ethyl acetate and ethanol.

The use of ultrasound-assisted extraction resulted in a significant increase in extraction
yields regardless of the extraction solvent. Thus, an increase of 85.71% in the case of ethanol
and 40% for ethyl acetate was observed after the application of EAU. Similarly, the use of
ultrasound-assisted extraction significantly increased the total phenolics content but not the
flavonoid content. The extracts exerted a weak antioxidant effect and a very remarkable action
on o-amylase. However, none of the extracts exerted an inhibitory effect on
butyrylcholinesterase and urease. The extraction method used did not significantly affect the
antioxidant activity of the extracts and the a-amylase inhibitory effect.

FTIR analysis showed similar spectra indicating a similar composition of the extracts,
which explains their identical biological effects.

In conclusion, this study showed the importance of ultrasound-assisted extraction to
increase the extraction yield but not the bioactivity of H. articulatum extracts.

Keywords: Haloxylon articulatum, Polyphenols, Maceration, Ultrasound-assisted extraction,
antioxidant activity, a-amylase.
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Résumé

L'objectif principal de cette eétude est de faire une comparaison entre deux techniques d'extraction des composés
phenoligues contenus dans la plante médicinale Haloxylon articulatum et leur effet sur la bio-activité des extraits
issus. Pour cela, une extraction conventionnelle par macération et une extraction assistée par ultrasons (EAU) ont été
appliquées avec l'utilisation de deux solvants d’une polarité différente : I'acétate d'éthyle et 1’éthanol.

L'utilisation de [I'extraction assistée par ultrasons a entrainé une augmentation significative des rendements
d'extraction quel que soit le solvant d'extraction. Ainsi, une augmentation de 85,71% dans le cas de I'éthanol et de
40% pour l'acétate d'éthyle a été observée aprés I'application d'EAU. De méme, I'utilisation de I'extraction assistée
par ultrasons a augmenté de maniére significative la teneur totale en polyphénols mais pas la teneur en flavonoides.
Les extraits ont exercé un faible effet antioxydant et une action trés remarquable sur 'a-amylase. Cependant, aucun
des extraits n'a exerce d'effet inhibiteur sur la butyrylcholinestérase et I'uréase. La méthode d'extraction utilisée n'a
pas affecté de maniere significative l'activité antioxydante des extraits et 1'effet inhibiteur de 1'a-amylase.

L'analyse FTIR a montré des spectres similaires indiquant une composition similaire des extraits ce qui explique
leurs effets biologiques identique.

En conclusion, cette étude a montré I'importance de I'extraction assistée par ultrasons pour augmenter le rendement

d'extraction mais pas la bio-activité des extraits d’H. articulatum.

Mots-clefs : Haloxylon articulatum, Polyphénols, Macération, Extraction assistée par ultrasons, a-amylase, activité
antioxydante.
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