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I. Introduction générale

Au travers des temps, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins medicaux. Les plantes possédent
d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement de plusieurs
maladies chez les étres vivants et en particulier ’homme est trés ancienne et a toujours était

faites de facon empirique (Bensabeur, 2009).

Plusieurs investigations portées sur la phytochimie et les activités biologiques telles que les
pouvoirs antimicrobiens, antioxydants et antidiabétiques, ont été fait sur les plantes
médicinales afin d’apporter des réponses thérapeutiques adéquates contre certaines maladies
dites de civilisation (Mohamed et al., 2013 ; Djeridane et al., 2015). Cette matiére végétale
a aussi des intéréts multiples dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie

(Bahorun et al., 1996; Rispail et al., 2005 ; Thomas, 2011).

Cependant, I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydants, demeure une
tache tres intéressante et utile, en particulier pour les plantes d'une utilisation rare ou moins
fréquentes ou non connues dans la medecine et les traditions médicinales folklorique. Ces
plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, les métabolites
secondaires font et reste I'objet de nombreuses recherches in vivo comme in vitro, notamment
la recherche de nouveaux constituants naturels tels les composés phénoliques, les saponosides

et les huiles essentielles (Salem J., 2009).

La recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent a jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines.
Cette recherche doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en se servant de
données ethnopharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des plantes
potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre de decouvertes de

nouveaux actifs d’ou la nécessité et 1'importance de ce travail de recherche (Bahorun., 1997).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Hammada elegans Bostch, ce dernier est
largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses espéces de ce genre
sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules
douées d’activités thérapeutiques. Dans cette optique d’évaluation scientifique du potentiel

médicinal des plantes, nous avons choisi d’étudier une plante de la région de Laghouat de la




famille des Chenopodiaceae : Hammada elegans Bostch. Le choix de cette plante a été dicté
par un facteur important : I’étude de cette plante est encore rare et fragmentaire et elle n’a
jamais été étudiée auparavant du point de vue phytochimique. De ce fait, notre travail de
mémoire s’attéle a 1’étude de ’activité antioxydante des extraits la plante Hammada elegans
Bostch poussant a 1’état spontané dans la région de Laghouat. Le programme de recherche
s’articule autour de deux axes principaux. Le premier axe porte sur l'extraction et les dosages
des composés phénoliques. Tandis que, le second axe sera focalisé sur I'examen de I'activité
antioxydante de ces extraits par la mesure in vitro de leur pouvoir piégeage du radical
ABTS",




I1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel végétal

La plante a été récoltée dans la région de Sidi Makhlouf, environ 40 km du Nord-est du de la
willaya de Laghouat, au mois de septembre 2018. La plante investiguée est séchée a I’abri de
la lumiére pendant 1 mois a température ambiante. Apres le séchage, le matériel végétal est

finement broyé et conservé dans des sacs en papier jusqu’a leur extraction.
11.1.1. Description botanique

Hammada elegans Botsch (Figure 1) est un arbrisseau de hauteur de 20 a 40 cm, a rameaux
dressés, vert dans la jeunesse, devenant blanchatre avec, articulé, cylindrique, a article minces
et fragiles de 10-12 @ 2mm. Feuilles opposées soudées en cupule tres courte a marges
ciliolées, réduites a 2 pointes cuspidée, a aisselle brievement ciliées-laineuses. Feuilles
solitaires 93 a aisselle de fleurs supérieures pourvues de 2 bractéoles courtes de 1-1,2 mm <
fleur, scarieuses, noyées dans le tomerntum. Périanthe globuleux a 5 sépales membraneux de
1,5-2 mm, étamines 5+5 staminodes obtus laineux sur le dos de 0,5 mm ; ovaire pailleux,

style a 2 stigmates.

Figure 1 : Photo de la plante Hammada elegans Bosch région de Sidi Makhlouf (Willaya de Laghouat).
11.1.2. Réactifs chimiques et appareillage

Le tablaeux suivant (Tableau 1) regroupe tous les produits chimiques et appareillage utilises

dans ce travail.




Tableau 1 : Réactifs utilisés dans ce travail.

Potassium phosphate monobasique (KH,PO,); potassium phosphate
dibasiqgue (K;HPO,);  2,2'-azino-bis  (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique) C1gH1sN4O6S4; BHT (Buthylhydroxtoluéne) 2,6-di-tert-
butyl-4-méthylphénol; TBHQ (Tertiobutylhydroquinone); Vitamine C
'(Acide ascorbique) (CgHgOs); Dimethylsulfoxyde (C,HgOS) (DMSO),
BHA(Butylhydroxyanisole); vanilline (CgHgOg3); Acide gallique
(C7HgOs); catéchine (C15H1406); quercétine hydrate (C15H1007 - H0);
Folin-Ciocalteu; chlorure d’aluminium (AICl3); Acide chlorhydrique
(HCI) (37%),

Sigma Aldrich

Na,CO; (Carbonate de sodium) Pearce

Hexane (CgH14), méthanol(CH40) Biochem

Acétone (C3HgO) Chemlabs

Hydrogene peroxyde (H20,) Sialchim
Balance analytique (KERN, ABS 220-4), Dispositif a ultrasons (Shimadzu),
Spectrophotometre UV/Visible (Shimadzu 1800), Micropipette 20-200ul (ISOLAB),
Micropipette 100-1000ul (SOCOREX), Micropipette 10-100upl (Accumax), Cuvette
UV/visible a usage unique en plastique. Etuve (Memmert), Bain marie (Memmert).

11.2.Méthodes

11.2.1. Préparation des extraits organiques

Apres avoir broyé finement la partie aérienne de la plante une masse d’environ 20g est mise
en contact avec 300ml de solvant d’extraction, a été extraite par Soxhlet en utilisant 3
systtmes de solvants de polarité croissante : Hexane ; Acétone ; Méthanol jusqu’a
I’épuisement complet du soluté dans la matiére premicre (Figure 3). Aprés chaque extraction,
le solvant utilisé est évaporé sous vide a I’aide d’un rotavapeur. (Figure 4) Ensuite, le résidu
récupéré est pesé puis solubilisé dans 10 ml de DMSO. Les extraits ainsi obtenus sont

conservés a 4°C et a labri de la lumiere pour étre utilisés pour les différentes analyses.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ascorbique

Figure 2: Processus d'extraction par Soxhlet.  Figure 3: Méthode d'évaporation dans un Rotavapor.
11.2.2. Préparation l'extrait aqueux

10g de poudre de la matiére séche a été ajouté a 100ml d’eau distillée, le mélange a été met
dans le dispositif a ultrasons a 50°C pendant 60 min. Apres filtration, le filtra récupéré est

conservé a 4°C et a labri de la lumiére pour étre utilisés pour les différentes analyses.
11.2.3.Quantification des composés phénoliques

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins sont
considérés comme les contributeurs majeurs a la capacité antioxydante des plantes (Li et al.,
2007). Ces composés possedent aussi diverses activités biologiques telles que les activités
anti-inflammatoires, antibactériennes, antivirales, antiallergiques, antithrombotiques et
vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activité anti-oxydante (Gulcin et al., 2010).
C’est la raison pour laquelle, les dosages des polyphénols totaux, des flavonoides et des

tannins de Hammada elegans Bostch ont été effectués dans cette étude.
11.2.3.1. Dosage polyphénole totaux

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al 1999). Ce reactif de couleur jaune est constitué par un melange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleu
constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle

aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et al 2006).

100 pl de chaque extrait ont été introduits dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 500 pl
du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué). Aprés incubation pendant 2 minutes, 2 ml de

carbonates de sodium Na,CO3z; a 2% ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées
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immédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.
L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc sur un
spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800). Les tests on été effectués trois fois afin de
s’assurer de la reproductibilité des résultats. Le contenu phénolique total a ét¢ exprimé en mg

d’équivalent d’acide gallique par milligramme de MS (mg EAG/100g de MS).
11.2.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement carbonyle CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) capte deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-
Gayon et al., 1972). La teneur en flavonoides des extraits obtenus est déterminée par la
méthode de Lamaison et Carnet (1990). Le dosage des flavonoides nécessite aussi
I’établissement d’une courbe d’étalonnage d’un flavonoide standard (la quercétine). Pour la
préparation de la gamme d’étalon, une série de dilution allant de 0,003 & 0,3 g/l de la
quercétine (préparée dans le méthanol). Par la suite, dans un tube a essai on met un volume de
0,5 ml de la quercétine et 0,5 ml de la solution de chlorure d’aluminium (2%). On laisse
incuber pendant 20 min a température ambiante. La lecture est effectuée a 430 nm par un
spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800), et les valeurs des absorbances trouvées pour
chaque solution sont utilisées pour tracer la courbe d’étalonnage. Les échantillons sont traités
de la méme maniere que la quercétine. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en

quercétine par 100 matiéres seches (mg EC/100g de MS).
11.2.3.3. Dosage des tannins

Le test de taninns était base sur une version modifiee de (Price, et al., 1978). Les quantités
des tannins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en milieu acide
(Julkunen-Titto., 1985). Les tanins sont des polyméres caractérisés par la présence d’un
nombre suffisant de groupe hydroxyphénoliques permettant des combinaisons plus stables
avec les protéines et alcaloides. Ces composés sont généralement amorphes, solubles dans
I’eau et insolubles dans les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al., 2000).
D’abord on prépare le réactif de vanilline (8 % d’HCIl a 37% et 1 % de vanilline préparés dans
le méthanol) sont maintenus a 30°C avant le dosage. Ensuite 200 pl de chaque extrait sont

ajoutés a 1 ml du réactif de vanilline, et maintenus a 30°C pendant 20 min. 1’absorbance est
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mésurée a 500 nm par spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800). La catéchine est utilisée
comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en catéchine par 100 matieres
séches (mg ECat/100g de MS).

11.3.4. Evaluation de I'activité antioxydante in vitro par le test d’ABTS™

L'activité antioxydante est définie comme étant la capacité d'un systeme a piéger des radicaux
libres ou a réguler le systéme redox, défendant ainsi I’organisme contre la dégradation
oxydative. Des nombreuses méthodes sont utilisées pour [’évaluation de [Dactivité
antioxydante des composes purs ou des extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la
coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous
avons utilisé un test chimique in vitro a savoir le test d'/ABTS™. Les mesures de densités
optiques en présence de chaque solution d’extrait a différentes dilutions nous ont permis
d’exprimer le pouvoir antioxydant par le paramétre ECsg qui représente la concentration de
I'antioxydant nécessaire pour balayer 50% de radicaux libre totaux de radical cationique
d'’ABTS™. Les valeurs des ECsp sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes représentants la variation des pourcentages d'activité antioxydante en fonction de
différentes concentrations des extraits testées. Nous avons également testé, la vitamine C, la

vitamine E, le TBHQ, le BHA et le BHT comme antioxydants de référence.

L’obtention du radical cation (ABTS™) résulte du contact de I’ABTS avec une enzyme de
peroxydation (peroxydase metmyoglobine) (Miller et RiceEvans., 1997) ou horseradish
peroxidase (Arnao et al., 2001) en présence de H,0, ou d’un oxydant dioxyde de manganése
(Benavente-Garcia., 2000 ; Miller et al., 1996) ou persulfate de potassium (Re et al., 1999).
Le radical ABTS™, en contact avec un donneur de H' conduit 8 PABTS" (Figure 4) et a la

décoloration a 734 nm de la solution (Lien et al., 1999).
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Figure 4: L’équation de la réaction entre le radical ABTS™ et un antioxydant (Prouillac 2006).

Dans le but de générer le radical cationique ABTS *, nous avons préparé un mélange constitué
de: 1 ml d’une solution aqueuse d’ABTS (20 mM), de 150 pl d’une solution aqueuse de
H,0, (1ImM) et de 1 ml d’une solution de la peroxydase (préparée dans un tampon phosphate
pH=6,9) de concentration massique (0,2 mg/mL), ce mélange est compléter a 100 ml avec de
I’eau distillée. Le mélange des trois solutions présente une coloration bleu-vert correspondant
a la formation du radical cationique ABTS ™. Une quantité de 100 pL de chaque dilution de
Iextrait est ajouté a 1 mL de la solution verdatre d’ABTS *. Aprés incubation pendant 5 min &
I’obscurité, la lecture de I’absorbance du milieu réactionnel a été effectuée a 1’aide du
spectrophotometre (Shimadzu 1800) a 734 nm contre un blanc. Le porcentage de pouvoir
antiradicalaire (% PAR) de PABTS ¥ pour chaque extrait a été calculé selon 1’équation ci-

dessous :

PAR = [(Abs—Absgc) / Absi] x 100%
Ou;
Abs; représente I'absorbance en absence d'antioxydant (controle négatif).
Absgc, indique lI'absorbance en présence d'antioxydant (extrait ou standard).




I11. Résultats et discussion

111.1. Détermination de rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites par
I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la matiére

végétale. Il est dépendu de la composition de I'échantillon.

La préparation des extraits de la plantes étudiée est réalisée par I’'utilisation d’une série de
solvants a polarité croissante : hexane, acétone, méthanol et eau permettant ainsi la separation
des composés selon leur degré de solubilit¢ dans les solvants d’extraction. Ces procédés
d’extraction ont permis d’obtenir quatre extraits : 1’extrait hexanique, I’extrait acétoniques,

I’extrait méthanolique et ’extrait aqueux.

Apreés les extractions, et la récupération des extraits, leurs rendement est été déterminé par
rapport a 20g pour les trois solvants (hexane, acétone et méthanol) et 10g pour l'eau de
matiere végétale seéche exprimé en pourcentage. Les rendements d’extraction (R%) ont été

déterminés par la formule suivant :

. r .
masse de residuws d extrait
R% = x100

masse de la poudre régétale

La couleur, I’aspect ainsi que le rendement de chaque extrait sont représentés dans le Tableau
2.

Tableau 2 : Aspect, couleur et rendement d’extraction.

Extrait Aspect Couleur Rendement %
Extrait hexanique Poudre Vert 2,05
Extrait acétonique Poudre Vert foncé 1,63

Extrait méthanolique Visqueux Vert 15,52
Extrait aqueux Poudre Vert foncé 20,36

On constate que les extraits hexanique, acétonique et aqueux ayant un aspect de poudre par
contre I’extrait méthanolique a un aspect visqueux. AInsi, nous constatons que les
rendements de 1’extraction varient considérablement. Le rendement le plus éelevé a été
enregistré chez I'extrait aqueux avec une valeur de 20,36%, suivi par I’extrait méthanolique

avec un rendement de 15,52%, alors que la valeur la plus faible est de 1,63% pour I’extrait
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acetonique. Ceci pourrait étre expliqué par la capacité importante de 1’eau et du méthanol
d’extraire des composés polaires vis-a-vis celle de I’acétone et I’hexane. Les résultats obtenus
montrent que 1’eau est le solvant qui donne le meilleur rendement. La forte capacité
d’extraction de 1’eau pourrait justifier le rendement observé et le choix accordé a I’eau comme
solvant de préparation des remedes en médecine traditionnelle. Par ailleurs, la présence d’eau
dans les organes végétaux augmenterait la permeabilité des tissus végétaux et favoriserait le
phénomeéne de diffusion de masse dans 1’étape d’extraction. D’ailleurs, Le rendement
d’extraction est tributaire de plusieurs facteurs qui peuvent influencer les performances de
I’extraction, tels que la taille des particules, la nature du solvant, la température, et le temps

d’extraction.

Des travaux antérieurs (Tableau 3) ont montré que les rendements des extraits hexanique et
acetonique de Hammada elegans Botsch sont plus faible (Bensafieddine et al, 2019 ;
Labiodh et al, 2019). Ces travaux ont montré également que I'extrait hydroacétonique (70%
/30%) et I'extrait hydrométhanolique (80% / 20%) de Hammada elegans Botsch (par la
méthode de macération pour une durée de 48 heures et a température ambiante) sont trés
faible. En outre, les extraits acétoniques des fleurs et les extraits diéthylétherique de la partie
aérienne restante qui ont donné des rendements également les plus faibles en résidu sec
comparativement a I'extrait aqueux. Ces études antérieures ont montré également que I'extrait
aqueux acidifié (H,SO,4 a 10%) de Hammada elegans Bostch donne le meilleur rendement
(21,60%) par rapport a d’autres solvants dont acétone-eau et eau distillée (Labiodh et al.,
2019). D’ailleurs, Djeridane et al., (2015) ont montré que le méthanol, 1’acétone et 1’ecau
ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une haute

récupération de composés antioxydants.
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Tableau 3: Travaux antérieurs sur la plante Hammada elegans Botsch..

Echantillon Période de la récolte  Méthode d'extraction Rendement (%) Référence

Extrait héxanique des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 4,87 Labiodh et al., 2019
Extrait diéthylétherique des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 1,10 Labiodh et al., 2019
Extrait chloroformique des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 2,22 Labiodh et al., 2019
Extrait acétonique des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 0,75 Labiodh et al., 2019
Extrait méthanolique des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 7,20 Labiodh et al., 2019
Extrait aqueux des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 11,45 Labiodh et al., 2019
Extrait aqueux acidifié des fleurs Septembre 2015 Soxhlet 11,96 Labiodh et al., 2019
Extrait héxanique de la partie aérienne restante Septembre 2015 Soxhlet 2,42 Labiodh et al., 2019
Extrait diéthylétherique de la partie aérienne restante  Septembre 2015 Soxhlet 0,67 Labiodh et al., 2019
Extrait chloroformique de la partie aérienne restante ~ Septembre 2015 Soxhlet 2,65 Labiodh et al., 2019
Extrait acétonique de la partie aérienne restante Septembre 2015 Soxhlet 0,97 Labiodh et al., 2019
Extrait méthanolique de la partie aérienne restante Septembre 2015 Soxhlet 7,37 Labiodh et al., 2019
Extrait aqueux de la partie aérienne restante Septembre 2015 Soxhlet 9,62 Labiodh et al., 2019
aqueux acidifié de la partie aérienne restante Septembre 2015 Soxhlet 21,60 Labiodh et al., 2019
Extrait acétonique Octobre 2016 Macération 0,024 Bensafiddine et al., 2019
Extrait hydroacétonique Octobre 2016 Macération 0,218 Bensafiddine et al., 2019
Extrait méthanolique Octobre 2016 Macération 0,168 Bensafiddine et al., 2019
Extrait hydrométhanolique Octobre 2016 Macération 0,330 Bensafiddine et al., 2019
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111.2. Dosages des phéenols totaux, des flavonoides et des tanins

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des tannins et des flavonoides sont déterminées
a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique, de la quercetine et de la catéchine respectivement (Figures 5, 6 et 7).

1,2
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Figure 5: Courbe d’étalonnage de 1’ Acide gallique.
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 7: Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Le Tableau 4 résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en

tannins des extraits bruts.

Tableau 4: Teneurs en phénol, en flavonoides et en tannins de différents extraits de Hammada

elegans Botsch

Solvant d’extraction Teneur en phénols f&%enuor-.-ggs szs::nzn
(Mg FAG009) 1 (mg EQ/1009) | (mg ECat /100
Hexane 6,0866:0,0659 7,28000,1540 522,0282+18,2113
Acétone 30.7046+0,8431 11,2000+0,2419 812,2641+5,6035
Méthanol 102,5933+0,5185 15,00335+0,1209 656,3659+8,6617
Eau 256,0799+0,8296 27,5178+0,1979 834,74380£12,8349

Le dosage des polyphénols totaux est fait par la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode
est considérée comme la meilleure méthode de détermination du taux des polyphénols totaux
des extraits de plantes (Djeridane et al, 2010 ; Singleton et al, 1999), car elle est
standardisée, simple, reproductible et les interférences avec la matrice de 1’échantillon qui est
souvent coloré sont minimisés a la grande longueur d’onde d’absorption (760 nm) utilisée
(Huang et al., 2005). Selon les résultats mentionnés dans le Tableau 5, les teneurs en phénols
totaux varient largement dans les extraits (de 256,0799+0,8296 a 6,0866+0,0659 mg EAG/g
MS). L’extrait aqueux montre une forte teneur en phénols totaux (256,0799+0,8296 mg
EAG/g MS) suivi par I’extrait méthanolique (102,593340,5185 mg EAG/g MS). Par contre,
les teneurs des extraits hexanique et acétonique sont de 6,0866+0,0659 et 30, 21+0,8343 mg
EAG/g MS respectivement. Nous constatons d’aprés ses résultats, que le meilleur solvant
d’extraction des composés phénoliques est l'eau, tandis que I’hexane représente le mauvais
solvant d’extraction des composés phénoliques. Cependant, ces résultats sont nettement
supérieurs au resultat trouvé par Bensafieddine et al, (2019) et Labiodh et al., (2019). Ainsi,
Bensafieddine et al, (2019) ont trouvé une teneur de 1,058 mg EAG/ g MS de I’extrait
méthanolique et 0,512 mg EAG/ g MS de I'extrait acétonique. Toutefois, les résultats obtenus
par Labiodh et al, (2019) sur la méme espéce vegétale, ont montré une teneur élevée de 2,341
mg EAG/g MS pour I’extrait méthanolique comparativement aux autres extraits (aqueux,

acétonique et héxanique).

Pour le dosage des flavonoides, une couleur jaunatre est formée dans tous les extraits de

Hammada elegans Botsch aprés ’addition de la solution de chlorure d’Aluminium (AIClj),
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cette coloration révéle la présence des flavonoides dans les extraits analysés. On remarque
d’apres les résultats du tableau ci-dessus que la quantité des flavonoides varie entre 7,28 et 27,
51 mg EQ/g MS. Le taux des flavonoides le plus élevé a été détecté dans 1’extrait aqueux
(27,5178+0,1979 mg EQ/g MS), suivi par I’extrait méthanolique (15,0033+0,1209 mg EQ/g
MV). Par la suite viennent les extraits d’Acétone et d’hexane avec les teneurs suivantes

(10,7734 +0,2327 et 7, 28+0,1540 mg EQ/g MV) successivement.

Le dosage des tannins révele que la fraction agueuse renferme une importante teneur en tanins
condensés, avec une valeur de 834,7438+12,8349 mg EC/g MS. En revanche, les fractions
acétoniques, meéthanolique et héxanique ont enregistré les teneurs 812,264+5,60351 et
656,3659+0,82965 et 522,02825+18,2113 mg EC/g MS respectivement. Cette variation peut
s’expliquer par le fait que 1’extraction des tanins condensés, dépend de leur nature chimique,

du solvant utilisé et des conditions opératoires.
I11.3. Evaluation de ’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant ne peut étre mesuré qu’indirectement a partir de ses effets. La plupart
des méthodes de mesure de ’activité antioxydante sont basées sur 1’utilisation de systémes
générant des radicaux tres variés. De ce fait, I'activité antioxydante in vitro de nos extraits et
standards a été évaluée par le test d'ABTS. Les résultats obtenus de ce test nous ont permis de
tracer tout d’abord les graphes figurant la variation du pourcentage du pouvoir antiradicalaire
(PAR) en fonction de la concentration de I’extrait ou standarts «PAR (%) = f (C) » (Figures
8-9).
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Figure 8 : Courbes représentant 1’activité antioxydante des standards mesuée par le test d’ABTS.
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Figure 9 : Courbes représentant 1’activité antioxydante des extraits mesuée par le test d’ABTS.
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Les résultats des ECsy de I’activité antiradicalaire déterminée a 1’aide du test ABTS™ sont
résumeés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Valeurs d'ECs, des extraits et standards mesurés par le test 'ABTS™.

Extraits et standards ECso (mg/ml)
Extrait hexanique 0,0690+ 0,0017
Extrait acétonique 0,0150+0,0001

Extrait méthanolique 0,0080+ 0,0001
Extrait aqueux 0,0002+ 0,0000
Vitamine C 0,0001+ 0,0000
Vitamine E 0,0001+ 0,0000
BHTQ 0,0001+ 0,0000

BHA 0,0004+ 0,0000

BHT 0,0006+ 0,0000

Le parametre ECso a été présenté récemment pour l'interprétation des résultats de l'activité
antioxydante. Ceci est défini comme la concentration de substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité. L'inconvénient de ce parametre est que plus I'activité antioxydante n’est élevée, plus
la valeur d'ECso est inférieure. Les valeurs des ECsy obtenus a travers ce screening
antioxydant représentent la moyenne de trois essais réalisés en parallele + 1’€cart-type.
Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les

résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence.

A partir de ’ensemble des résultats obtenus dans le Tableau 5 les valeurs d’EC 5o varient
entre 0,0002+ 0,0000 et 0, 0690+ 0,0017 mg/mL, inversement proportionnel a I’activité
antioxydante. L'extrait aqueux s’est avéré le plus actif avec une valeur d’ECso de 0.0002+
0,0000 mg/mL, tandis que le plus faible pouvoir antioxydant est observée pour l'extrait
hexanique avec une valeur égale a 0.0690+ 0,0017 mg/mL. Concernant 1’extrait méthanolique a
montré une activité antioxydante plus élevée que I’extrait acétonique avec des valeurs des
ECso de I’ordre de 0,008+0.0001 mg/mL, 0,015+0,0000 mg/mL respectivement. Cependant,

nous avons observé que les activités antiradicalaires des références (Vitamine C, Vitamine E,
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TBHQ, BHA et BHT), ont exhibé des activités antioxydantes supérieures aux extraits
méthanolique, acétonique et hexanique avec des ECsy de I’ordre 0,0001+0,0000 mg/mL,
0,0001+0,0000 mg/mL, 0,0001+0,0000mg/mL, 0,0004 +0,0000 mg/mL et 0,0006+0.0000 mg/mL
respectivement. Par ailleurs, I'extrait aqueux a présenté une activité antioxydante supérieure a
celle des antioxydants de référence ; le BHA et le BHT. D’autre coté, les résultats obtenus
dans le présent travail indiquent I’existence d’une bonne régression linéaire (R*> = 0,9108)
entre les capacités antiradicalaires des extraits polaires (acétone, méthanol et eau). et leurs
rendements d'extraction (Figure 10). Cela signifie que 91,08 % des résidus secs des extraits

obtenus agissent comme des agents antiradicalaires.
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Figure 10 : Corrélation entre les valeurs d'ECs, mesuré par le test d’/ABTS™ et le rendement

d'extraction des trois extraits polaires (acétone, méthanol et eau).

Des travaux récents réalisés sur cette plante (Bensafieddine et al., 2019 ; Labiodh et al.,
2019), ou l'activité antioxydante in vitro de plusieurs extraits a été évaluée par cinq différentes
méthodes complémentaires a savoir ; le test de I’effet scavenger du radical nitroxyde (NO”),
le test de I’effet scavenger du radical DPPH’, la méthode de réduction de cuivre
(CUPRAC), la technique de chélation de fer ferreux et le test de la peroxydation lipidique.
Tous les extraits ont révélé des réponses inhibitrices a différents niveaux a piéger les radicaux
NO’, a réduire le cuivre, a chélater le fer et a inhiber la peroxydation lipidique. L’extrait
méthanolique de Hammada elegans Botsch a donné un fort pouvoir piégeur des radicaux NO',
il s’est avéré plus active que les antioxydants de référence (Vitamine C, TBHQ, BHA et
BHT). Ainsi, que ce soit par la méthode de CUPRAC, de chélation ferreux ou peroxydation

lipidique, I’extrait acétonique a présenté l'extrait la plus forte capacité antioxydante. Par

17




contre, I’extrait méthanolique de cette plante a montré le plus fort pouvoir réducteur
antiradicalaire vis-a-vis le NO". En comparaison avec nos résultats, notre étude montre que
nos extraits de Hammada elegans Botsch semblent d’étre plus actif. En revanche, la majorité
de tous les autres extraits testés montrent des activités antiradicalaires plus actives. La
présente eétude a montré que les quatre extraits étudiées, ont chacune montré des activités
antioxydantes intéressantes par la méthode d'’ABTS™, I’extrait aqueux de Hammada elegans
Botsch a présenté I'extrait le plus actif. Par contre, I’extrait héxanique de cette plante a montré
I'extrait le plus faible. Cela suggére que les activités antioxydantes des extraits étudiés sont
liées a leur rendement d’extraction. En outre, ces résultats montrent que nos extraits
fournissent des activités antioxydantes assez importantes qui peuvent étre liées a la présence
de certaines molécules bioactives. Alors, la future recherche sera consacrée pour déterminer la
teneur de différents phénols et de leur partie relative dans le potentiel antioxydant. Ainsi, le
pouvoir antioxydant des extraits pourra étre encore soutenue par la teneur en composés
phénoliques et de leurs types de molécules individuellement actives. Nous pouvons conclure
que cette espece végétale étudiée peut étre considérée donc comme une source potentielle
d’antioxydants naturels, dont elle peut étre utilisée en thérapeutique ou dans les différents

domaines d’agroalimentaires comme additifs.

Afin d’évaluer la présence de relations entre les composés phénolique et les activités
antioxydantes, nous avons utilisé le coefficient de corrélation de Pearson (r). Ainsi, la
réalisation d’une matrice des corrélations permet une analyse deux a deux des corrélations
entre variables explicatives. Pour cela, le coefficient de corrélation de Pearson entre toutes les
variables étudiées a été calculé. L'analyse a été effectuée en utilisant les valeurs moyennes de
chaque variable. Il est d’usage de considérer que 1’obtention de coefficients de corrélations
supérieurs a 0,5 est révélatrice d’un probléme de multi colinéarité entre les variables
concernées. Les coefficients de corrélation sont établis par le test de Pearson a matrice non

carrée avec la probabilité P < 0,001. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 6.

Tableau 6: Les valeurs de coefficient de corrélation de de Pearson (r) entre l'activité antioxydante et
teneurs en phénols totaux, flavonoides et tannins.

Variables Phénols totaux  Flavonoides Tannins ABTS
Phénols totaux 1

Flavonoides 0.995 1

Tannins 1.000 0.995 1

ABTS -0.698 -0.743 -0.701 1
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Tout d’abord, une forte relation linéaire positive est constatée entre les variables flavonoides
et Phénols, Tannins et Phénols, Tannins et flavonoides. Pour ces paires, les coefficients de
corrélation de composé phénolique sont les suivants : FIOH et Phénols (r = 0.995); Tannins et
flavonoides (r =1) et Tannins et FIOH (r = 0.995). Ces valeurs indiquent que les extraits riches
en phénols toaux sont egalement riches en flavonoides et tannins. De plus, il ressort
clairement de cette étude que le test d’activité antioxydante par le test d’ABTS est fortement
corrélée avec les phénols toatux (r = -0.698), les flavonoides (r = -0.743) et les tannins (r = -
0.701) ; cela indique un rdle important des composes phénoliques du mécanisme antioxydant
et/ou piégeur de radicaux dans I’activité antioxydante. Toutefois, ces résultats trouvés
concordent qualitativement avec ceux trouvés par d’autres études (Gu et al., 2019 ; Healthy
etal., 2019 ; Teixeira et al., 2017 ; Augusto et al., 2014).
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IV. Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans le cadre des travaux de recherches du laboratoire des sciences
fondamentales de 1’Université de Laghouat dont 1’objectif principal est d’'étudier le dosage
des composés phénoliques et l'activité antioxydante de quatre extraits issus d'une plante

Saharo-Algérienne ; Hammada elegans Botsch.

Les extractions par Soxhlet des différents composés de cette plante par succession de quatre
systemes des solvants de polarité croissante, nous a permis de déterminer le rendement
d'extraction de chaque extrait. Le résultat obtenu montre que I’extrait aqueux a présenté le
rendement le plus é¢élevé (20,36%), suivi de D’extrait méthanolique tandis que I’extrait

hexanique et acétonique ont montré les rendements les plus faibles.

L’évaluation du contenu des phénols totaux révele la présence des quantités intéressantes en
polyphénols. La teneur la plus élevée est constatée dans 1'extrait aqueux (256,07995+0,8296
mg EAG/100g MS). La quantification des flavonoides montre que 1'extrait aqueux posséde la
meilleur teneur (27,5178+0,1979 mg EQ/100g MS). De méme, le dosage des tannins nous a

mené a conclure que cette plante est riche en tannins.

Par ailleurs, l'activité antioxydante mesurée par test au radical ABTS™, nous a permis de
constater que tous les extraits de la plante étudiée ont une activité antioxydante importante.
L’extrait aqueux présente une activité trés intéressante (ECso = 0,0002+0,0000mg/ml) par
rapport aux autres extraits. Ce dernier montre une activité antioxydante supérieure a celui du
contréle positif (BHA et BHT). En revanche, les extraits (hexanique, acétonique et
méthanolique) ont montré une activité antioxydante remarquable, mais cette activité est faible

a celles de la vitamine C, la vitamine E et le TBHQ.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons conclure que les extraits de
Hammada elegans Botsch ont une bonne activité antioxydante en particulier 1’extrait aqueux
qui s'est avéré le plus actif. Son effet antioxydant semble étre lié a sa richesse en composés
phénoliques. Néanmoins, Plusieurs études ont montré que ces familles de substances
naturelles sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants. Cette analyse trouve une
importante application dans I’industrie pharmaceutique, comme elle peut trouver aussi une
application dans I’industrie alimentaire. Toutefois, d’autres études plus poussées, plus larges,
plus approfondies et plus accomplies seront necessaires pour préciser la nature chimique et le

mécanisme d’action du principe actif présent dans ’extrait aqueux de la plante.
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Malheureusement, nous n’avons pas terminé nos travaux de laboratoire en raison du

coronavirus et merci a Dieu.
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Résumé

Notre étude a pour objectif d’estimer la quantité des composés phénoliques et d'étudier I’activité antioxydante de
guatre extraits de la plante Hamada elegans Botsch. Le résultat obtenu montre que 1’extrait aqueux a présenté le
rendement le plus élevé (20,36%). L’évaluation du contenu des phénols totaux révéle la présence des quantités
intéressantes en polyphénols. La teneur la plus élevée est constatée dans 1'extrait aqueux (256,07995+0,8296 mg
EAG/ 100 g MS). La quantification des flavonoides montre que l'extrait aqueux posséde la meilleur teneur
(27,5178+0,1979 mg EQ/100g MS). De méme, le dosage des tannins nous a mené a conclure que cette plante est
riche en tannins. Par ailleurs, l'activité antioxydante mesurée par le test au radical ABTS™, Nous a permis de
constater que tous les extraits de la plante étudiée ont une activité antioxydante importante. L’extrait aqueux a
présenté une activité trés intéressante (ECs, = 0,0002+0,0000mg/mL) par rapport aux autres extraits. Ce dernier
montre une activité antioxydante supérieure a celui du contréle positif (BHA et BHT). Son effet antioxydant
semble étre lié a sa richesse en composés phénoliques.

Mots clés: Hammada elegans Botsch, composés phénoliques, flavonoides, tannins, activité antioxydante, ABTS™.
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Abstract

Our study aims to estimate the amount of phenolic compounds and to study the antioxidant activity of four
extracts from the plant Hamada elegans Botsch. The obtained result shows that the aqueous extract exhibited the
highest yield (20.36%). The evaluation of the total phenolic content reveals the presence of interesting amounts of
polyphenols. The highest content is found in the aqueous extract (256.07995 + 0.8296 mg EAG / 100 g DM). The
quantification of flavonoids shows that the aqueous extract has the best content (27.5178 + 0.1979 mg EQ / 100g
DM). Also, the quantification of tannins led us to conclude that this plant is rich in tannins. In addition, the
antioxidant activity measured by the ABTS™ radical test allowed us to observe that all the extracts of the plant
studied have significant antioxidant activity. The aqueous extract exhibited a very interesting activity (ECsy =
0.0002 + 0.0000mg / mL) compared to the other extracts. The latter shows an antioxidant activity greater than that
of the positive control (BHA and BHT). Its antioxidant effect seems to be linked to its richness in phenolic
compounds.

Keywords: Hammada elegans Botsch, phenolic compounds, flavonoids, tannins, Antioxidant activity, ABTS™.




