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Résumé

L’ objectif de ce travail était d'extraire une des famille des polyphénols; les
flavonoides, a partir d’une plante médicinale utilisée dans le sud-est du pays (région d El
oued) : Bassia muricata L. plusieurs méthodes ont été utilisées pour I'extraction; la
macération, |’extraction au soxhlet et |'extraction aux ultrasons. Les flavonoides étant des
mol écules photosensibles, chaque extraction a été réalisee alalumiere du jour et al’ abri de la
lumiere. Ceci nous a permis de comparer |es différents rendements obtenus.

Dans la seconde étape de ce travail, chague extrait a été analysé par Chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) aprés optimisation des conditions opératoires, et sa
composition identifiée grace alaméthode de I’ étal onnage externe.

Dans la derniére partie de ce mémoire, nous avons essayer d'évaluer I'activité
antioxydante de chaque extrait par la méthode du DPPH, en utilisant I'UV/VISIBLE comme
technique de lecture, nous avons de la méme maniere déterminer la concentration inhibitrice
de 50% des radicaux (ICsp).

Des résultats trés satisfaisants ont é&é obtenus au cours de ce travail, nous avons pu ainsi
valoriser une plante largement répandue dans le sud du pays mais encore mal exploitée sur le

plan scientifique.
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Liste des abréviations

L.: Carl Linnaaus (1707-1778), puis Carl von Linné aprés son anoblissement, naturaliste
suédois, fondateur de la nomenclature binominale)

Asch : Paul Ascher son (1834-1913), botaniste allemand

UV-B : ultraviolet -B (315-280 nm)

FRAP : Ferric Reducing Ability of Plasma

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity

ABTS: 2,2 - azobis (3 -Ethylique benzothiazoline - 6 - acide sulfonique)
DPPH : 2,2 - diphenyl - 1 — picrylhydrazyl

TEAC : Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity

AAPH : 2,2'- azobis (2 - methylpropionamidine) Dichlorhydrate)

NIST : Nationa Institute of Standards and Technology

USEPA : The U.S. Environmental Protection Agency

VMHD : Vacuum Microwaves Hydrodistillation

MAE : Microwave Assisted Extraction

CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse

HPL C : Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
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Introduction



| ntroduction

L es substances naturelles d’ origine végétale sont primordiales pour |es scientifiques qui
les ont de tout temps considéré comme sources de matiéres premieres et comme modeles.

Ces dernieres années, nous avons assisté a un regain d'intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C'est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en oeuvre des extraits et des principes actifs d’ origine végétale.

Ces produits naturels se présentent souvent sous forme d'un mélange complexe
constitué de plusieurs dizaines de composes en proportions variables. Parmi ces nouveaux
composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les flavonoides, ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé.

Les flavonoides sont des pigments naturels répandus dans tout le régne végétal ou ils
interviennent comme filtre UV et comme agent de protection contre les organismes
pathogenes. Ils sont apportés au niveau de I’ organisme gréace a la consommation des fruits,
des |égumes, des céréales et de boissons 2.

Ces molécules ont fait I'objet de plusieurs travaux. Il sagit essentiellement des
propriétés de ces molécules, des différentes techniques d extraction végétale, de leur
identification et fonctionnalisation. L’intérét pour ces composés est justifié par les nombreux
effets biologiques qu’ on leur attribue, tels que leur rdle protecteur contre lesinflammations ¥,
les allergies ¥, les maladies cardio-vasculaires ¥, les cancers ¥, 1a stimulation du systéme
immunitaire ¥, les infections bactériennes et virales 1. Ces effets sont reliés a leur pouvoir
antioxydant et inhibiteur d’ enzymes 3.

Des flavonoides tels que la rutine, la quercétine, la naringine, | hesperitine, etc., a |’ éat
pur et sous forme d extraits, sont aujourd’ hui de plus en plus commercialisés pour diverses
applications pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.

La valorisation de ces produits, quel que soit leur débouché, requiert en général une
étape de caractérisation qui inclut I’analyse de leur composition chimique. Ainsi, dans le
cadre de la connaissance et la valorisation des produits naturels Algériens principal ement
d origine végétale, nous nous sommes intéressées a |’ extraction des flavonoides a partir d’ une

plante médicinale : Bassia muricata L.



| ntroduction

Dans la premiere partie de ce travail nous décrirons la matrice utilisée et la famille de
composeés ciblée par I’extraction ; les flavonoides. Nous passerons en revue les techniques,
conventionnels et innovantes, utilisées pour |’ extraction ainsi que les méthodes anal ytiques
utiliser pour d’identification des flavonoides.

Dans la seconde partie de ce travail, nous donnerons les résultats expérimentaux des
rendements obtenus par trois méthodes d’ extraction (maceération, extraction par Soxhlet et aux
ultrasons) une premiére extraction exposee a lalumiére et une deuxiéme extraction al’ abri de
la lumiére. Nous détaillerons la méhode d’'analyse par Chromatographie Liquide a Haute
Performance (HPLC) utiliser pour I’identification de quelques flavonoides ains que la
méthode du DPPH (2,2 - diphenyl - 1 — picrylhydrazyl) utiliser pour I’éude du pouvoir
antioxydant de nos échantillons obtenus a partir de Bassia muricata L. et nous valoriserons

ains les vertus antioxydants de cette plante désertique.



Partie bibliographique




Chapitre 1 .
Bassia muricata L.




Chapitrel : Bassia muricata L.

|.1. Famille des Chénopodiacées

Famille de plantes, a fleurs sans pétales, qui comprend en particulier des especes
cultivées, des especes poussant dans les décombres ou sur des sols sdés.
Environ 1 500 especes, réparties en une centaine de genres, sont présentes dans le monde,
principalement dans | es régions tempérées.

De nombreuses especes de chénopodiacées poussent en bordure de mer, dans les marais
salants et les déserts salés.

Ces especes, dites " halophiles ", sont adaptées pour supporter de fortes teneurs en sel
dans le sol. Ainsi, comme les plantes adaptées ala sécheresse, |es chénopodiacées ont souvent
unetige et, parfois, des feuilles charnues, qui leur permettent de stocker I'eau [

Les plus connues des chénopodiacées cultivées sont les diverses variétés de bettes et
betteraves (Beta vulgaris) et I'épinard (Spinacia oleracea). Citons également |'arroche des
jardins ou bonne dame (Atriplex hortensis), épinard sauvage (Chenopodium bonus-henricus),
qui peuvent étre consommeées comme des épinards, ou le gquinoa (Chenopodium quinoa),
cultivé en Amérique du Sud comme céréale. D'autres especes sont considérées comme plantes
medicinales tel que Bassa muricata L. Asch., Chenopodium ambrosioides L. et

Chenopodium multifidum L. 1%,

|.2. Bassia muricata L. Asch

Bassia muricata L. Asch fut décrite par deux botanistes Linné et Ascherson. C’est une
herbe arénacée poussant dans les déserts. C'est une plante d espéce Saharo-Arabique
commune dans tout le Sahara et en particulier dans les sols argileux apréslapluie ™7,
Taxonomie:

Famille : CHENOPODIACEAE

Genre: Bassia

Epithéte spécifique : muricata

Nom accepté danslaliste de contrdle et |a base de données « Plantes Africaines »
Bassia muricata (L.) Asch. [Famille CHENOPODIACEAE]

Synonyme : Salsolamuricata L. [Famille CHENOPODIACEAE]

Nom tamahaq : Ouhas

Nom arabe : 3_ull



Chapitrel : Bassia muricata L .

Figurel.l: Bassiamuricata L. Asch— Tassili N’ Ajjer-Oued Sersouf.

Bassia muricata L. est une plante herbacée annuelle, sataille est de 20 a50 centimetres
de hauteur. Elle a de longues tiges pouvant étre étalées sur le sol ou dressées. Toute la plante
est couverte d'un duvet blanc grisétre.

Les feuilles sont grisétres, étroites et velues. Les fleurs laineuses et sans pétales, sont
présentes par deux al'aisselle des feuilles. Elles ont cing étamines et cing sépales qui portent
une épine dorsale jaunétre sallongeant avec lamaturité ™.

Fleurit au printemps mais elle se déshydrate rapidement a I'approche de la saison de
sécheresse. Elle fournit un bon fourrage pour de nombreux animaux surtout pour les

chameaux car on dit qu’ elle augmente la production de leur lait [,



Chapitrel : Bassia muricata L.

|.3. Utilisations traditionnelles

Bassia muricata L. est peu connue et ses vertus médicinales sont mal exploitées.
Cependant dans les régions ou €elle pousse spontanément, les feuilles fraiches coupées ou la
plante séche pulvérisée sont utilisées pour en faire une péte en utilisant I'eau ou |’ huile, elle
est ensuite incorporée au beurre local. Cette préparation est employée comme pommade
analgésique locale et crémes antiparasitaires (dermatose, blessures infectées ...) 1.

Elle est également indiquée pour les douleurs rhumatismales ains que certaines
maladies rénales. La partie aérienne pulvérisée est utilisée en infusion pour traiter les
diarrhées!",

L es autochtones utilisent cette plante par dose. Chague dose est mesurée par un pincement de
trois doigts. Le patient boit un a deux verres de thé de boisson pour chaque dose. La

fréquence de la dose est rarement indicquée, elle est souvent adaptée a chaque cas ™.
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Chapitrell : L es flavonoides

Les composés phénoliques constituent un ensemble de molécules trés largement
répandues dans le régne veégétal. Ce sont des métabolites secondaires des plantes. lls
possedent dans leur squelette, un ou plusieurs cycles aromatiques portants un ou plusieurs
groupes hydroxyles. Généralement, ils sont subdivisés en: acides phénoliques, stilbenes,
coumarines, huiles essentielles, tannins et flavonoides 1%,

Dans les fruits et |égumes, les flavonoides constituent par e nombre de composés et les
quantités présentes, la principale classe de polyphénols anti-oxydants et capteurs de radicaux
libres. Ils sont particulierement abondants dans les aliments et boissons comme le raisin et les
préparations dérivées, le thé et le cacao, dont la consommation est réputée avoir des effets
protecteurs contre différentes affections chroniques (maladies cardiovasculaires, diabete de
type 2, cancers, maadies neurodégéenératives). Ils entrent en outre dans la composition de

médicaments et d’ adjuvants alimentaires &9

I1.1. Structure chimigue des flavonoides

La structure chimique des flavonoides est basée principalement sur un sguelette de
quinze (15) atomes de carbones : le 2- phenyl-benzo [a] pyrane, ou le noyau flavane,
constitué de deux cycles benzéniques (A et B) reliés par un hétérocycle, le noyau pyrane (C)

(1112 ce qui donne aux flavonaides, un faible poids moléculaire 9,

5 4

Figurell.1: Le squelette de noyau flavane [*+2.
La variation du degré d oxydation et la différence des substituants de I’ hétérocycle C peuvent
subdiviser les flavonoides en familles bien distinctes : flavones, flavonols, flavanones,
isoflavones et chal cones [,
La nature chimique des flavonoides dépend de la structure de chaque classe, le degré de
" hydroxylation, autres substitutions et conjugaisons et le degré de la polymérisation 4.

6



Chapitrell : L es flavonoides

I1.2. Composition des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont
les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les
isoflavones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes, les anthocyanines et les
anthocyanidines.

[1.2.a. Flavones et flavonols

Structuralement, les flavones sont caractérisées par la présence d’'une double liaison
entre les carbones 2 et 3 de |’ hétérocycle du squel ette flavane, et un groupement carbonyle en
position 4 (4- oxo). Le cycle aromatique B est attaché a la position 2, et généralement |la
position 3 du flavone reste libre. Les flavonols se distinguent des flavones par la présence

d un groupement hydroxyle en position C3 [*¥,

D

Figurell.2 : Exemples des flavones (1 : apigénine) et flavonols (2 : azaléatine).

[1.2.b. Flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones présentent des structures uniques qui différent des autres flavonoides,
par la présence d’'un centre d’ asymétrie en position 2, al’ exception des 3-hydroxyflavanones

ou les dihydroflavonols qui sont caractérisés par deux carbones chiraux en positions 2 et 3
[15,16]

HO o ©/ HOL L Ol A I
“\%E/ \NT, N \/ OH
\‘\5 \,/‘Axoﬂ
H O (1 OH O )

Figure I1.3 : Exemples de flavanones (1 : naringinine) et dihydroflavanols (2 : taxifoline).

7



Chapitrell : L es flavonoides

11.2. c.Isoflavones
Les isoflavones constituent une branche spécifique des flavonoides, qui different des

autres par la position du noyau phénolique B (en position 3). Jusgu’ a présent, plus de 1600
isoflavonoides aglycones et glycosides ont été identifiés, dont |a grande majorité se trouvent

chez |afamille des |égumineuses 7.

1) 2

Figure1l.4 : Quelques exemples d'isoflavones (1 : génisteine, 2 : daidzeine).

11.2.d. Chalcones et aurones
Les chalcones, ou 1,3-diaryl-2-propen-1-one, représentent une des classes majeures des

produits naturels appartenant alafamille des flavonoides.
Chimiquement, elles sont constituées par deux unités aromatiques, reliées par une chaine

tricarbonée, ouverte, cétonique et a, B insaturée. Ces substances naturelles sont souvent

polyhydroxylées sur |es cycles aromatiques (89,

O HD ,,DDH
(] ) =
0

O @ 2

Figure 1.5 : Exemples de chalcones (1 : squelette de chalcones, 2 : licochalcone A).

8



Chapitrell : L es flavonoides

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidene-coumaran-3-one,
renfermant plusieurs fonctions hydroxyles sur leurs cycles aromatiques.
Le terme aurone provenant du latin « Aurum » signifiant « Or », car ces composés sont
responsables de la coloration dorée (jaune brillante) de nombreuses fleurs ornementales des

familles Scroplul ariaceae 2.

° @

Figurell.6 : Exemple des aurones (1 : squelette aurone, 2 : aureusidine).

[1.2.e. Anthocyanines et anthocyanidines
Les anthocyanines (en grec anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleue) représentent

les pigments les plus importants des plantes, ces pigments sont visibles al’ oeil nu.

L es anthocyanines désignent un vaste groupe des flavonoides, se sont |es glucosides des
polyhydroxy et polymétoxy des dérivés de 2-phenylbenzopyrylium ou les sels de flavylium.

Figure11.7 : Structure de base de cation flavylium.
9



Chapitrell : L es flavonoides

Les différences de structures entre les anthocyanines sont reliées au nombre de groupes
hydroxyles, la nature et le nombre de sucres attachés a la molécule, la position de cette
liaison, la nature et le nombre des acides aliphatiques ou aromatiques attachés au sucre dans la
mol écule.

Basé sur les résultats publiés dans différentes revues, il est estimé que le nombre des

anthocyanines identifiés dans les plantes a largement dépassé 400 [#+22,

I1.3. Diversité et distribution

Les flavonoides peuvent se trouver sous différentes formes dans les plantes, ces formes
sont modifiées par une hydroxylation, methylation et plus généralement par une glycosylation
(28] Cette derniére peut changer la polarité de la molécule et méme ses propriétés biol ogiques,
et sensiblement accroitre le poids moléculaire des flavonoides 4.

La glycosylation joue un réle tres important, en rendant les flavonoides moins réactifs,
et plus soluble dans |’ eau, et par conségquent elle présente une forme essentielle de protection
dans les plantes en empéchant les |ésions cytoplasmiques, d'une part, et permet
' accumulation et le stockage des flavonoides dans les vacuoles des cellules, d' autre part 4,

La distribution des flavonoides dans les plantes dépend de plusieurs facteurs,
notamment la variation en fonction de la phylogénétique, |’ ordre, la famille de la plante, et la
variation des populations a1’ intérieur des espéces [*4.

Ces composeés sont largement abondants dans : les végétaux, les céréales, les noix, les
graines "2, Drautres travaux ont reportés la présence de ces composés dans le miel et la
propolis®, on en trouve également en quantité dans nombreuses plantes médicinales.

Leurs répartitions dépendent de leur degré d’accessibilité a la lumiére. En effet, la
formation des flavonoides les plus oxydés est accélérée par la lumiere. Aingi, les flavonols
sont presgue exclusivement présents dans les |égumes afeuilles et les fruits, al’ état glycosylé.
Cependant, certains flavonols ont été identifiés sous forme de traces dans les parties de la

plante au-dessous de la surface du sol [24%627,

10



Chapitrell : L es flavonoides

I1.4. L erdledesflavonoides dans les plantes

Une des fonctions majeures des flavonoides est la coloration des fleurs, ces couleurs

exercent un effet attracteur sur les insectes 102428

, dans les fedilles, ces composeés sont
associés a de nombreux processus physiologiques des plantes ; ains, les flavonoides
protégent la plante vis-&vis des radiations UV-B, et les pathogénes fongiques 3. De plus
les flavonoides sont impliqués dans la photosensibilisation, le transfert d’énergie, et le
développement des plantes, en interagissant avec les diverses hormones, et régulateurs de
croissance Y En effet, les flavonoides ont récemment été décrits comme une nouvelle classe
d'hormones ¥4,

On peut égaement noter que les flavonoides ont un réle dans le contrdle de la

respiration, |a photosynthése et |a détermination du sexe %39,

I1.5. Flavonoides et santé

L’ alimentation est un facteur déterminant dans le maintien de I’ organisme dans un état
satisfaisant du point de vue de la santé et I’ acquisition de cette connaissance a permis d’ établir

des recommandations nutritionnelles %334

. L’'investigation des relations entre nutrition et
santé met également en évidence les mécanismes moléculaires auxquels participent les
nutriments. 1l apparait ainsi que I'interface de ces mécanismes avec le fonctionnement
physiologique dépasse souvent la fonction de nutrition. Cette prise de conscience
s accompagne de nombreux développements autour du caractere fonctionnel des aliments et
des nutriments.

Des donnés expérimentales mettent aujourd’ hui en évidence |’ effet des nutriments et
des constituants de I’ alimentation sur un grand nombre de cibles biologiques 3.
A coté de leurs fonctions importantes, dans la biochimie, 1a physiologie et I’ écologie des
plantes, les flavonoides représentent une partie intégrale des composés importants pour la
nutrition et la santé humaine *®. Ainsi, la consommation quotidienne moyenne recommandée
des flavonoides est environ 1g pour chague personne 7. Ces donnés permettent d établir le
lien entre fruits, et légumes, et effet bénéfique sur la santé, en effet toutes les études
épidémiologiques et animales, ont suggérées qu’ une alimentation riche en flavonoides, est
plus particulierement les flavones, peut réduire le risque de nombreux cancers (cancer de
poumon et de colon), les maladies coronaires, et les inflammations chroniques'®.
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De nos jours, les propriétés thérapeutiques attribuées aux flavonoides sont largement
étudiées, ils sont notamment : Anti-oxydants, anti-carcinogéniques, anti- oestrogéniques >
%l inhibiteurs d' enzyme, anti-microbiens %, anti-allergiques ™, cytotoxiques et anti-

tumoraux 7.

[1.6. Mesuredel’ activité antioxydante

Les flavonoides forment I'une des plus importantes familles de molécules ayant des
activités antioxydantes, une caractéristique associée a la présence dans leur structure des
groupes hydroxyles liés a des noyaux aromatiques.

La diversité de la nature et la complexité des composés phytochimiques des extraits de
plante imposent |'éaboration de plusieurs de méthodes pour évaluer |'activité antioxydante et
pour estimer I'efficacité de ces substances. La majorité de ces méthodes sont basées sur la
coloration ou la décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel. Elles peuvent également
étre basees sur :

& |e métal réduisant la puissance (puissance antioxydante réductrice ferrique, FRAP) ;

& |ebalayage radical de peroxyl (capacité radicale d'absorbance de I'oxygene, ORAC);

& |ebalayage radical d'hydroxyle (analyse de deoxyribose), ;

& |e balayage radical organique qui nécessite I’ utilisation de I’ ABTS (2,2 '- azobis (3 -

Ethylique benzothiazoline - 6 - acide sulfonique) ou DPPH (2,2 - diphenyl - 1 —

picrylhydrazyl) comme radicaux libres et exprimé en capacité antioxydante équivalente

de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) (TEAC) 339,

Ces méthodes sont généralement appliquées soit dans I'analyse de I’alimentation et le
systéme biologique pour évaluer la peroxydation de lipide ainsi que la mesure du degré
dinhibition d'oxydation, soit dans |’ analyse des effets antioxydants des extraits végétaux ou

produits pharmaceutiques .
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11.6.a. Letest DPPH !*°
Le DPPH est un radical libre stable, avec une absorption maximae de 515 4518 nm.

La structure de DPPH est indiquée dans la figure ci-dessous:

N—N NO,

Figurell.8: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

La méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH'. Un antioxydant aura la

capacité de donner un éectron singulet au radical synthétique DPPH"™ de coloration violette

pour le stabiliser en DPPH de coloration jaune-verte. La mesure de la décroissance de
coloration violette au cours du temps permet de déterminer |"ICsp, temps au bout duquel 50%
de coloration est perdue. Généralement interprétée sur la base de la quantité d’ un antioxydant
nécessaire pour faire diminuer de 50% la quantité initiale de DPPH (1Csxp), (des comparaisons
d 1Cso sont réalisées), le résultat est dépendant de la concentration en DPPH initiale. En
gjoutant une référence connue, on pourrait standardiser la méthode, en ramenant par exemple
les résultats a un équivalent Trolox (une molécule de référence, analogue structural
hydrosoluble de la vitamine E).

Cette méthode est généralement utilisée pour étudier et mesurer la capacité antioxydante
totale des extraits végétaux et alimentaires.

Le mécanisme de  réaction @ est illustré  dans le  diagramme
en figure11.9 ou AH est I'antioxydant et R est le radical libre:
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Q0 Q0

|
+ AH — NH +  As

D:N N U‘,‘: 0 3N M Dx

N2 N0,

O,N O,N
|
N—N- NO, + R ~—= N—N NO,

Figure 11.9: Mécanisme de réaction.

11.6.b. Letest ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

La méthode est basée sur la décroissance de la fluorescence de la fluorescéine en
présence d'un oxydant chimique I’AAPH (un radical peroxyl libre stable). Le produit a tester
peut étre capable de protéger la fluorescéine et de réduire la vitesse de dégradation de la
fluorescence. |1 posséde alors un pouvoir antioxydant 2829,

La méthode est réalisée en microplaque dans lesguelles nous mesurons en paralléle, le
déclin de la fluorescéine au cours du temps en présence de concentrations croissantes de
Trolox, et des échantillons a tester a différentes concentrations. Le but est d’ obtenir une
réponse comparable a celle de la gamme. On peut ainsi apres traitement des données, calculer
I'équivalent Trolox 839,

La méthode faisant intervenir une cinétique, la mesure de la capacité se fait par
I"intermédiaire du calcul des aires sous la courbe. C' est la seule méthode qui combine alafois
le pourcentage d’inhibition de la réaction d’ oxydation et le temps de cette inhibition en une
seule mesure. Elle donne une mesure globale de la capacité antioxydante. L’ avantage majeur
[38,39]

du test ORAC est de proposer une mesure standardisee et largement acceptée
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11.6.c. Letest TEAC/ ABT S.+ Decolorization Assay
Le test Trolox Equivalent Antioxydant Capacity (TEAC) est basé sur la capacité d’un

antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS.+ de coloration bleu-verte en le
transformant en ABTS+ incolore, par piégeage d' un proton par | antioxydant 2.

Une comparaison, de la capacité des antioxydants, est faite avec la capacité du Trolox a
capturer ABTS.+. La décroissance de |” absorbance causée par I’ antioxydant reflete la capacité
de capture du radical libre. La capacité antioxydante, exprimée en équivalent Trolox (TEAC),
correspond donc a la concentration de Trolox ayant la méme activité que la méme

concentration que la substance atester ¥,

Il existe souvent des différences de valeurs entre les méthodes du fait que les sources
de radicaux libres soient différentes, et que les antioxydants répondent différemment aux

méthodes de mesure [,

Selon les matrices testées, I’une ou I’ autre méthode est applicable. Par exemple pour
des extraits végétaux, les trois tests sont applicables. En revanche, pour le plasma sanguin, la
méthode ORAC semble plus indiquée du fait que les radicaux peroxyl utilisés dans le test
ORAC sont les plus couramment rencontrés dans le corps humain. La valeur en est de fait

plus significative 3.

Quelques exemples de capacité antioxydante totale de quelques fruits et légumes
mesurée par le test ORAC et exprimeée en unité ORAC (umol equ TROLOX/100 g d aliments

frais) sont portés sur le tableau 11.1 1.
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Tableau 1.1 : Capacité antioxydante totale de plusieurs fruits et |égumes mesurée par e test

ORAC.
. Valeur ORAC (unités/100 g d'aliment
Aliments .

frais)
Pruneau sec 5770
Raisin sec 2830
Ail 1939
Fraise 1540
Epinard 1260
Chou de Bruxelles 980
Betterave 840
Orange 750
Mais 400
Aubergine 390
Mangue 302
Pomme de terre 301
Chou vert 298
Banane 221
Pomme 218
Carotte 207
Tomate 189
Abricot 164
Péche 162
Poire 150
Laitue 148
Melon 148
Concombre 65

Récemment, le test standardise ORAC a été développé par des chercheurs en

collaboration avec le Ministere de I’ Agriculture Américain dans le but d évaluer |la capacité

antioxydante totale (principalement liée aux polyphénols), que représentent 100 g de divers

fruits et 1égumes frais. Les valeurs exprimées en unités ORAC sont reprises pour quelques

aiments dans le Tableau 11.1. Les chercheurs de I’ université de Tufts (Etats-Unis), qui sont &
la base de la création du test ORAC, estime « qu’il faudrait se procurer 3000 a 5000 unités

ORAC par jour pour espérer avoir un impact significatif sur la capacité antioxydante du

plasma et des tissus » Y.
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Chapitrelll : M éthodes d’ extr actions des flavonoides

L es substances organiques sont généralement présentes a de faibles concentrations dans
la biomasse de I’aiment. Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est

nécessaire de les extraire de leur matrice.

Plusieurs méthodes d’ extractions des composes naturels ont été mises au point telles
que I’ hydrodistillation, |’ entrainement a la vapeur, I’ hydrodiffusion, le Soxhlet, la macération
et la digtillation-extraction simultanée. Cependant, ces composes naturels sont connus comme
étant thermo-sensibles et vulnérables aux réactions chimiques. La perte de certains
constituants, la dégradation de certains composés insaturés par effet thermique ou par
hydrolyse, ainsi que la présence de résidus de solvants organiques plus ou moins toxiques

peuvent étre engendrés par ces techniques d’ extraction 1.

Actuellement, les contraintes écologiques, |I'émergence de la sécurité humaine et
industrielle, incitent les chercheurs a découvrir de nouvelles applications aux technologies
innovantes telles que les ultrasons, les micro-ondes et | e fluide supercritique dans les procédés
d extractions, qui visent une performance accrue et un meilleur respect de I’ environnement.

Chaque procédé d’ extraction posséde sa propre spécificité et sera ainsi préconisé pour
des catégories de molécules particuliéres (terpenes, acaloides, flavonoides ect..). Ces
différents procédés d’extraction sont caractérises par un ou parfois plusieurs phénomeénes

physiques tels que I” extraction, la distillation et la séparation 2.

I11.1. Lesprocédés d’ extraction conventionnels

111.1.1. L’ extraction par solvant volatil

La technique d’ extraction « classique » par solvant consiste a placer dans un extracteur
un solvant volatil (hexane ou éthanol) et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages
successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d étre envoyé au
concentrateur pour y étre distillé & pression atmosphérique. Les rendements sont généralement
plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite I’ action hydrolysante de
I’eau ou de la vapeur d eau. Toutefois, I’intervention de solvants organiques peut entrainer
des risques d’ artéfacts et des possibilités de contaminations de I’ échantillon par des impuretés

par lasuite, parfois difficiles a éiminer *2.

Le choix du solvant d’ extraction va s avérer tres délicat, d’ autant que la législation sur
les produits a destination de I’ industrie pharmaceutique est extrémement rigoureuse.
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Le solvant choisi, en plus d étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité face ala
chaleur, lalumiere ou I’ oxygene, satempérature d’ ébullition sera de préférence basse afin de
faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec |’extrait. Parmi les
solvants les plus utilisés, on recense: |I"hexane, I’é&hanal, I’ éther de pétrole ou encore le
dichlorométhane. Cependant, depuis quelques décennies, I’ extraction par solvant a connu

d intéressantes améliorations. L’ extraction par Soxhlet en est |’ une des principal es méthodes.

I111.1.2. L’extraction par |'appareil de Soxhlet

L’ extraction au Soxhlet procede par percolation de la matiére a traiter contenue dans

une cartouche de cellulose, par des vapeurs de solvants condensées.

11ﬁ

14 ﬁ 1. Agitateur magnétique.
2. Balon acol rodé.
10 9 3. Retour de distillation (tube d'adduction).

4, Corpsenverre.
B 5. Filtre.

6. Haut du siphon.
7. Sortie du siphon.

8. Adaptateur d'expansion.
9. Condensateur.

10. Entrée de l'eau de refroidissement.

11. Sortie de l'eau de refroidissement.

b

e

——n
-
Dt

Figurelll.1 : Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet.
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Un extracteur de Soxhlet (ou appareil de Soxhlet) est une piece de verrerie utilisée en
Chimie analytique qui permet de faire a chaud I'extraction par solvant d'un solide avec une
grande efficacité. Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz von Soxhlet.

Il se compose d'un corps en verre (4) dans lequel est placée une cartouche en papier-
filtre épais (5), d'un tube siphon (6-7) et d'un tube d'adduction (3). Dans le montage,
I'extracteur est placé sur un ballon (2) contenant le solvant d'extraction (1). Dans I'extracteur
est insérée une cartouche contenant le solide a extraire; puis un réfrigérant (9-10-11) est
adapté au dessus de |'extracteur (Il est également souhaitable d'utiliser un chauffe-ballon avec
agitation magnétique intégrée, afin d'éviter des acoups d'ébullition qui provoquent une
remontée du liquide contenu dans le ballon et non de vapeurs de solvant pures. A défaut on
peut placer des billes de verres dans le ballon).

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur, faisant ainsi macérer
le solide dans le solvant. Le solvant condensé saccumule dans |'extracteur jusqu'a atteindre le
sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné
des substances extraites. Le solvant chargé en extrait retourne dans le ballon de solvant par
siphonage et est redistillé et |e solvant contenu dans |e ballon senrichit donc progressivement
en composés solubles. Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du
solide, d'ou I'efficacité remarquable de cette technique par rapport &la simple macération 2.

Cette technique est fréguemment utilisée pour |’ extraction de diverses catégories de
molécules (). En outre, des institutions de standardisation des procédures (NIST, US EPA)
I"utilisent pour la certification des différentes matrices. De plus, €elle est souvent utilisée
comme méthode de référence pour I'éude des autres techniques d extraction et a été
récemment combinée aux micro-ondes [*? et aux ultrasons [,

I11.2. Lestechniques d’extraction innovantes

I11.2.1. L'extraction par lesultrasons

Le terme ultrasons est utilisé lorsque I'on se réfere a des ondes vibratoires dont la
fréguence est supérieure a la limite maximale d’ audibilité de I’ oreille humaine (16 kHz). Ils
ne présentent pas de différences physiques avec les sons. Ils sont généralement classés en

deux domaines suivant la puissance qu'’ils peuvent transmettre au milieu réactionnel.
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On distingue les ultrasons de faible puissance utilisés a des fins de diagnostic et de
contréle non destructif et les ultrasons de puissance appliqués a des domaines industriels

variés (nettoyage, soudure, extraction, homogénéisation, etc..) 1.

111.2.1.1. Principe

La technique d' extraction par ultrasons est basée sur le principe de la cavitation. La
propagation d’une onde ultrasonore dans le milieu donne lieu a des régions de compression et
de dépression, a cause des oscillations mécaniques des déments de la matiére. Lorsgue la
pression atteint des valeurs tres faibles, il peut se former des bulles d'air ou de vapeur de
liquide appel ées cavités. Ce phénomeéne ne peut avoir lieu que s I’ intensité acoustique locale
est suffisamment importante pour vaincre les forces de cohésion du liquide. Des microbulles
d air existent dans le liquide au repos, emprisonnées dans des crevasses alaparoi du récipient
ou dans des impuretés solides ; elles jouent le réle de nucléis pour les bulles de cavitation et

dans ce cas, |a puissance nécessaire pour atteindre le seuil de cavitation est moins importante
[42]

On peut produire des ondes ultrasonores de forte intensité de différentes manieres.

L’ énergie sonore est obtenue par conversion d'une autre forme d énergie au moyen d’'un
transducteur. | comporte trois parties [ :

e Un générateur éectrique qui permet de transformer I'énergie éectrique de faible

fréquence en énergie éectrique de fréquence plus importante.

e Un convertisseur (transducteur) qui permet de transformer I’ énergie éectrique de haute

fréquence en énergie mécanique vibratoire de méme fréquence.

e Un éément applicateur qui transmet la vibration vers le milieu réactionnel et I’amplifie

éventuellement.
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Figurelll.3: Schémad’un dispositif a ultrasons.

111.2.1.2. Les ultrasons dans les étapes d’ extraction

L’introduction d’ultrasons a diverses étapes des procédés conventionnels d’ extraction
de molécules d’ origines végétales semble avoir débuté il y’a environ une trentaine d' années.
L’ extraction assistée par ultrasons consiste en une maceération du matériel végétal dans un
solvant, le tout placé sous ultrasons. Les résultas obtenus en terme de rendement et de qualité
apparaissent comme plutbt positifs et supérieurs a ceux obtenus par des techniques
conventionnelles d’ extraction par solvant 9.

Des études réalisés par Horomadkova et coll. [* sur I'effet des ultrasons dans
I’extraction des composes mgoritaires de la sauge officinae, montrent une meilleure
extraction du 1,8-cinéole, a-thujone et bornéol (sous ultrasons a sonde) avec 60% de
rendement en moins de 2 h et & une température allant de 8 a 33°C. Dans les mémes
conditions, Vinatoru et coll. *”! ont comparé I’ extraction des composés dominants des graines
d aneth (Anethum vulgarea) par macération a celle réalisée sous ultrasons. Ils ont confirmé
I” apport des ultrasons dans I’amélioration du rendement et la réduction du temps d’ extraction,
en produisant des quantités minimes d’ acides gras.

111.2.1.3. Application des ultrasons en industrie

Les ultrasons peuvent ainsi étre utilisés dans divers procédés selon |’ effet souhaité, aussi
bien a des fins de transformation (effet mécanique) que de préservation (effet chimique).
L’ éendu des applications des ultrasons de puissance dans I'industrie est résumé dans le
tableau 111.1.
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Tableau I11.1: Application des ultrasons dans I industrie 1%,

Effets mécaniques Effets chimiques et biochimiques
- Surgélation accélérée - Oxydation et vieillissement accéléré
- Cristallisation des graisses et sucres - Altération de I’ activité des enzymes
- Dégazage, découpe - Action bactéricide
- Mélange et homogénéisation - Traitement des effluents
- Extraction des ardmes - Désactivation des bactéries et spores
- Filtration et séchage - Stérilisation des équipements

Un extracteur a été concu et construit sur la base des principes physico-chimiques de
Soxhlet en profitant des effets de |’ ultrasons. || a ensuite été appliqué a l'extraction des lipides
totaux a partir des oléagineux comme le tournesol, le colza et le soja. L'approche utilise le
Soxhlet classique, mais la chambre de Soxhlet est logée dans un bain thermostatique Fig. 3.
Le dispositif expérimental congu pour |'extraction au Soxhlet assistée par ultrasons a travers
lequel les ultrasons sont appliqués au moyen d'un ultrason sonde, comme le montre la figure
[11.4. L'application d'ultrasons a I'échantillon fournit des résultats similaires ou méme
supérieurs, a celles obtenus par lixiviation Soxhlet classique (méthode 1SO officielle) .

Cependant, ils diminuent considérablement |e nombre de cycles de Soxhlet nécessaires
dans les procédures classiques. En dépit de I'effet oxydatif rapporté des ultrasons, les
conditions douces utilisées dans cet extracteur ne dégradent pas I'huile extraite 1.

«y
Condensateur
Sonde ulrasons
Ballon
Chauffage électrique

(7) . £ Connecteur en teflon
(6)—» Bain thermostaté

(5) __Lotmrlli=si . Chambre de Soxhlet

)

NoughkrwdrE

3
: (4)

Figurelll.4: Ledispositif expérimental congu pour I'extraction Soxhlet assistée par
ultrasons.
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[11.2.2. L’ extraction assistée par micro-ondes
Les premiers travaux utilisant les micro-ondes pour extraire des composés organiques

ont été publiés par Ganzler et coll. ¥ et Lane et Jenkins ¥ en 1986. Ce procédé consiste &
irradier par micro-ondes la matiére végétale, préalablement broyée ou non, et cela en
présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes pour |’ extraction de composés
polaires ou bien en présence d un solvant n’absorbant pas les micro-ondes pour |’ extraction
de composés apolaires. L'ensemble est chauffé durant de courtes périodes sans jamais

atteindre |” ébullition, et entrecoupées par des étapes de refroidissement.

De nombreux travaux de recherches indiquent que le paramétre le plus valorisé est
incontestablement le temps d extraction. Alors que I'ordre de grandeur temporel des
extractions classiques réalisees (hydrodistillation, hydrodiffusion ou entrainement a la vapeur
d eau) est I’ heure, celui des extractions assistées par micro-ondes est tout au plus la minute.

Le solvant doit étre choisi selon la nature de la matiére. Si le solvant posséde une
faible permittivité ¢’ (le solvant est transparent aux micro-ondes), ¢’ est le matériel végeétal qui
captera le rayonnement micro-ondes. En revanche, s le solvant absorbe les micro-ondes (¢’
élevé), le chauffage sera plutét un chauffage de type conductif : les micro-ondes vont
permettre le chauffage du solvant et ce dernier par conduction chauffera le matériel végétal.
Le choix du solvant va donc déterminer le type de chauffage, et, par conséquent, le
mécanisme d’ extraction et la composition du produit final.

L’ extraction par micro-ondes regroupe différents procédés parmi lesquels les deux
principaux : I’ extraction par solvant assistée par micro-ondes ou « MAE : microwave assisted
extraction » brevetée par Paré et coll. ¥ et le «VMHD: vacuum microwaves
hydrodistillation » ou hydrodistillation par micro-ondes sous vide, breveté par Archimex Y,
Le domaine d'application du chauffage micro-ondes est a I'heure actuelle éendue a la
synthése organique et inorganique, la décongélation ou le séchage des fruits tropicaux sous
vide.

Un nouveau procédé d'extraction Soxhlet assistée par micro-ondes (MIS : Microwave-
integrated Soxhlet) a été congu et développé. Le processus est effectué en quatre étapes, qui
assure |’ extraction compl éte, rapide et précise des échantillons 4%,
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M.Virot et coll ont comparé I'extraction par MIS, avec la technique classique du
Soxhlet, pour I'extraction de |’ huile d' olives 4.

Les huiles extraites par MIS pendant 32 min ont éé quantitativement (rendement) et
qualitativement (composition en acides gras) similaires a ceux obtenus par extraction au
Soxhlet classique durant 8 h.

MIS est une technologie verte et apparait comme une bonne alternative pour I'extraction

des huiles grasses et des produits alimentaires .

1 : Reécipient de base
2: Matiére végétale
3: Soutien

-« 4a Niveau n-hexane plongeant I'échantillon

4b: Niveau n-hexane dessous de |'échantillon;

0 5: Tube d'extraction

o 6: Braslatéral
6 ——»

. +—s> 7. Réfrigérant

> || —u 8: Vanne a3 voies

12ﬂ 9: Récupération du nhexane
10: Création du vide dans le systeme

1 > % a 11: Ouverture sur surface supérieure du four a
. ,._;_ < C micro-ondes

12: Four a micro-ondes

13: Agitateur magnétique

Figurelll.5: Le principe de base du nouveau procéde d'extraction Soxhlet assistée par
micro-ondes.
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I11.2.3. L’extraction par fluide supercritigue

Un fluide dont |a température et la pression sont toutes les deux supérieures a
leur valeur correspondant au point critique est dit dans |’ état supercritique. Ces fluides
ont des propriétés spécifiques et intermediaires entre celles des liquides et les gaz.
D’un point de vue cinétique, la viscosité des fluides supercritiques est de 5 a 20 fois
supérieure a celle des liquides, ce qui entraine des valeurs des coefficients de diffusion
des solutés dans les fluides supercritiques plus grandes que celles mesurées dans les
liquides °?. I s ensuit une meilleure pénétration des fluides supercritiques dans les
matériaux poreux et une cinétique rapide [*92.

La plupart des fluides supercritiques étant gazeux a température ambiante et a pression
atmosphérique, leur dimination est réalisée aprés extraction par simple détente, ce qui facilite
larécupération des extraits.

En extraction, le CO; est le plus utilisé du fait que les coordonnées de son point critique
sont facilement accessibles puisque latempérature est égale a 31,3°C et lapression est égale a

73,8 bars ¥4, Sa polarité est voisine de celle du pentane ou de I’ hexane.

En pratique, il s'agit de placer la matiére végétal e a extraire dans une enceinte a travers
laquelle circule le CO, a I’ état supercritique. Il va se charger de molécules solubles dans les
conditions opératoires de pression et température définis. Le CO, chargé en soluté, est ensuite
détendu dans un séparateur pour devenir gazeux, état ou son pouvoir solvant est nul. Le soluté
précipite et tombe au fond du séparateur. Le CO, gazeux passe enfin a travers un échangeur

froid, seliquéfie et retourne vers la pompe qui le renvoie dans |’ extracteur.

L’ extraction au CO, supercritique est rapide et permet d obtenir des rendements en extraits
aromatiques supérieurs avec une grande pureté, ce qui rend aux extraits des fragrances tres
proches du matériel végétal 7.
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Chapitrel V: M éthodes d’identifications des flavonoides

IV.1. M é&hodes chr omatogr aphiques

La chromatographie est une technique d'analyse qualitative et quantitative de la chimie
analytique dans laquelle I'échantillon contenant une ou plusieurs especes est entrainé par un
courant de phase mobile le long d'une phase stationnaire qui retient plus ou moins fortement
les substances contenues dans |'échantillon a anal yser. Chague espece se déplace a une vitesse
propre, dépendant de ses caractéristiques et de celles des deux phases. Souvent, |'échantillon
est analysé par comparaison avec des substances déga connues dans I'échantillon ou par
comparaison avec les résultats de I'analyse d'une solution étalon 3.

Il existe de nombreux types de chromatographie, on peut notamment citer :

e |achromatographie en phase gazeuse (CPG) ;

e lachromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) ;

¢ lachromatographie sur couche mince (CCM).
Nous détaillons ci-dessous la méthode utilisée : laHPLC.

IV.1.1. Chromatographie en phase liguide a haute perfor mance

La HPLC est une technique de séparation analytique et préparative d'un mélange de
composés a haut poids moléculaire. Cette forme de chromatographie est fréquemment utilisée
en chimie analytique. Dans la plupart des cas, la HPLC est la méthode proposée dans la
monographie pour les qualités de specificité et de détection qu’elle présente. De plus, ele
donne des résultats performants et permet de séparer une grande partie des composants d’ un
produit pharmaceutique 2.

1V.1.1.1. Principe de fonctionnement

L'échantillon & analyser est poussé par un liquide (phase mobile) dans une colonne
remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie qui permet une meilleure séparation
des composants. Le seuil de détection est également plus bas. La combinaison de ces attributs
- rapidité et résolution éevées - conduit a'appellation « haute performance » 1.

Les solvants utilisés sont des combinaisons miscibles d'eau et de divers solvants
organiques (alcools, acétonitrile, dichlorométhane, ...).

Souvent, la composition de la phase mobile est modifiée au cours de I'analyse, c'est le
mode dit "gradient” ou "éution graduée" (en opposition au mode "isocratique”, pour lequel
la composition de la phase mobile reste la méme tout au long de I'analyse).
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L’ échantillon a analyser est injecté en amont de la colonne au moyen d’ un injecteur on-
line ou une microseringue. Le volume d échantillon est de |I’ordre de 20 uL a 500 pL. Le
Ccomposé séparé, au niveau de la phase stationnaire, est détecté ala sortie de la colonne qui est
directement lié & un ou plusieurs détecteurs en série *3,

1V.1.1.2. Appareillage

La chromatographie liquide utilise :

e un réservoir de phase mobile qui est pompée al’aide d’ une pompe et envoyee
sous pression dans la colonne chromatographique ;

e un dégazeur pour éliminer lesbullesd’ air ;

¢ une boucle d'injection qui détermine le volume de |’ échantillon aintroduire ;

e des colonnes en acier de petite dimension (10 - 50 cm de longueur sur quelques
mm de diameétre). Ces colonnes sont remplies sous haute pression (600 bars) avec une
phase stationnaire constituée d'un absorbant greffé sur des petites particules de silice (5
-10 um) ;

e un four pour contréler latempérature (0°C a60°C) pendant I’analyse;

e un ou plusieurs détecteurs en sérietel que:

K/

+ ledétecteur aabsorption UV ou visible.
+ ledétecteur aindice de réfraction.
% ledéecteur UV abarrette de diodes (DAD).
e un collecteur de fraction ou réservoir de regjets ;
e un ordinateur qui permet I’ introduction des données ainsi que la récupération et
traitement des résultats ;
¢ |lemode d’'anayse est déterminé selon la nature des phases :
¢ mode normale : phase stationnaire polaire, solvant apolaire ;

R/

% modeinverse : phase stationnaire apolaire, solvant polaire.
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Injection
Dégazeur ___| Pompe @
Injecteur
Phase d Colonne
mobile

Enregistreur

ou ordinateur ““-._____._-\ Détecteur

Réservoir derejets
Figure VI.1. : Diagramme montrant les composantes d'un instrument HPLC.
V.2. Méhodes spectrales

V.2.1. Spectrophotométrie UV-Visible
La spectrophotométrie UV/Visible est une méthode d’analyse quantitative, fondée sur

I'étude du changement dabsorption d une lumiére monochromatique par un milieu en
fonction de la variation de la concentration d'un constituant. Cette méthode d'analyse est
intéressante et sapplique a un tres grand nombre de dosages. Elle permet de travailler sur de
faibles quantités de substances et elle n’est pas destructrice vis-&-vis de I'échantillon 3.

La spectrophotomeétrie UV visible est la méthode la plus importante pour I'identification
des structures flavoniques. Elle est basée sur I'enregistrement d’'un spectre dans le méthanol.
Les flavonoides sont caractérisés par deux bandes d'absorption principales > :

e Labandel : présentant un maximum d'absorption entre 300 et 385 nm, elle est attribuée a
I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle
avec la double liaison C2-C3, et le noyau B, elle donne donc, des renseignements sur les

variations structurales du cycle B et I’'hétérocycle C.
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e Labandell : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est attribuée a
I’absorption du systeme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec
le noyau A, et donne des informations sur les variations structurales du cycle A.

Letableau V1.1 donne I'intervalle du maximum d'absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quel ques types de flavonoides.

TableauV1.1 : Relation entre le maximum d'absorption en UV et e type de flavonoides.

Type de composé flavonique Bandel Bande 11
Flavone 320-350 250-270
Flavonol 352-385 250-280
Flavanone 300-330 245-275
|soflavone 300-330 245-275
Chalcone 340-390 230-270
Aurone 380-430 230-270
Anthocyanidin 465-560 270-280

Le maximum d'absorption des deux bandes dépend du nombre et de la position des
groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosylés sur le squelette flavonique.
L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacer le maximum
d'absorption vers des longueurs d'ondes plus éevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosylés fait déplacer ce

maximum vers des longueurs d’ondes plus faibles >,

[V.2.1.1. Principe
Les spectrophotometres sont des appareils permettant une sélection continue des

longueurs d’ ondes par un monochromateur (figure 1V.2) 13
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détecteur qalvanométre
(convertizseur ou affichage

fente photans-électronsy  digital

lurnineuse  |entille rmonochramateur e
(focalisation) {zalution & analyser)

SOUFCe

FigurelV.2: Schémadescriptif d’un spectrophotomeétre UV-Visible.

Le principe de la spectrophotométrie consiste a doser directement le soluté en utilisant
larelation de Beer-Lambert. Elle permet de déterminer la concentration de chague substance
dans |’ échantillon aanalyser selon larelation ou loi suivante:

A=¢l.C

A : Absorbance (sans unité).
&: Coefficient d’ extinction molaire (L.mol™.cm™).
| : Tragjet optique (cm).

C : Concentration de la substance dans la solution (mol/L).

Pour pouvoir appliquer cette loi quantitative, il faut connaitre le coefficient d extinction
de la substance (¢). Ce dernier varie en fonction du solvant dans lequel la substance est
dissoute et de lalongueur d onde d’ absorption >
Si lee n'est pas connu, il est nécessaire de tracer une courbe d’ étalonnage de I’ absorbance en
fonction de la concentration avec une gamme des concentrations d’ un témoin ou la loi de
Beer-Lambert est vérifiée (linéaire).
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Cetteloi n’est vérifiée que dans les conditions suivantes :
v Lumiére monochromatique.
v Solution trés diluée (concentration < 10-2 mol/L).
v Pasderéflexion, diffusion ou fluorescence du fai sceau incident.

1V.2.1.2. Eléments constituant un spectrophotomeétre UV-Visible

Un spectrophotométre comprend quatres parties essentielles :

¢ Une source lumineuse constituée d’ une lampe a décharge au deutérium, utilisée dans
le domaine de 190 a 400,1nm, ou une lampe a décharge au xénon utilisée dans le domaine
UV et visible. Ce type de lampe est trés énergétique. Elle fonctionne sous forme de flash,

juste au moment de lamesure.

e Un monochromateur dont I'édément de base est un prisme, un réseau ou un filtre
coloré. Le réle du monochromateur est d'isoler e rayonnement sur lequel on fait la mesure.
Il est compose principalement d'un systeme dispersif, d'une fente d'entrée et d'une fente de

sortie.

eUne cuve qui contient soit I'échantillon soit la référence. La largeur de la cuve est

définie par letrajet optique. Elle doit étre en quartz, transparente aux radiations.

e Un détecteur photodiode (semi-conducteur) qui peut étre utilisé en tant que détecteur
optique. L'emploi d'un détecteur a barrette de diodes permet une mesure simultanée sur
toute I'étendue du spectre.

|V.2.2. L arésonance magnétigue nucléaire

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est tres employée dans la

détermination des structures flavoniques. Cette méthode renferme plusieurs techniques :
eLa RMN du proton: €elle informe sur I’environnement des protons flavoniques qui
résonnent généralement entre 6 et 8 ppm, elle permet de connaitre 5+% :

& Laposition et le nombre de divers protons portés par le flavonoide.

% Lenombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique.

% Lenombre et lanature des sucres liés al’aglycone.
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eLa RMN du carbone 13: donne des informations utiles et parfois nécessaires pour
identifier lamolécule telles que 1°®:
& Le nombre total d'atomes de carbone du composé flavonique ains que leur
environnement.

& Laconnaissance de type des liaisons —C et / ou —O sucres.
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ChapitreV : Echantillonnage et extraction

Dans cette premiére partie nous donnons quelques détails sur |’ échantillonnage de la
plante Bassia muricata L., puis aux procedures utilisées pour |’ extraction des flavonoides.
Trois modes différents ont été appliqués et pour chague extraction, nous avons étudié

également |’ effet de lalumiére sur nos extraits.

V.1. Echantillonnage
V.1.1. Larécolte

Laplante fraiche a été prélevée danslalocalité de « Taeb Elarbi » située al’est dela
wilaya d El oued, verslafin du mois de novembre 2009.

V.1.2. |dentification dela plante

La plante a été identifiée par Mme N.Amirouche (méaitre de conférence) et membre du
laboratoire « Génétique Ecologique», a la faculté de Biologie (U.S.T.H.B) d apres la

description de Paul Ozenda dans son livre « Flore du Sahara» 1°..

V.1.3. Préparation de la matiér e végétale

Le matéridl végétal est séché al’air libre pour sécher pendant quelques jours. La plante
est ensuite réduite en poudre al’aide d'un petit broyeur a hélices de marque IKA A 10 basic

(figure V.1), puis conservee dans des flacons en verre al’ abri de lalumiére.

FigureV.1: Lebroyeur ahélices de marque IKA A 10 basic.
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V.2. Extraction des flavonoides

Plusieurs techniques d'extractions des flavonoides ont été decrites. Weihua Xiao et

coll.® ont travaillé sur quatre de ces techniques d' extractions (micro-ondes, ultrasons, le
Soxhlet et |” extraction sous reflux).
Ils ont étudié et optimisé les conditions expé&rimentales (puissance micro-ondes, cycles
d'extraction, la concentration d'éthanol, la température d'extraction, rapport solvant / matériel)
dans le but de conserver la stabilité des flavonoides avec un meilleur rendement, moins
d artefact et de pollution.

Parmi |es conditions obtenues:

% Latempérature idéale est entre 10°C et 70°C.

L Le solvant adéquat est le méthanol ou I'éthanol. Cependant, ce dernier est
vivement recommandé pour ses qualités environnemental es.

% Laconcentration de I’ éthanol est de 90% (mélange aqueux).

Les résultats de cette publication ont été pris comme référence dans notre travail.
Trois techniques d extraction ont été sélectionnées: la macération, I’extraction par

Soxhlet et |” extraction par ultrasons.

V.2.1. Extraction par macération

a Appareillage

Pour la macération nous avons besoin:
& D’un erlen meyer d une capacité de 250ml
% D’un entonnoir
% Du coton de verre
% Des petits flacons ambrés

b. Mode opératoire

On introduit 5g de matiére végétale broyée et 130 ml d’un mélange de solvant : éthanol/

eau (90%/10% : V/V) dans un erlen meyer. Nous lai ssons ensuite macérer pendant 24 heures.
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FigureV.2: L’ extraction par macération.

Le lendemain, le mélange est filtré. Nous obtenons une solution de couleur verte
opaque, qui est récupérée dans un ballon de 250ml. Elle est ensuite soumise a une évaporation
afin d’ éliminer le solvant.

V.2.2. Extraction par Soxhlet

a appareillage
Le montage de I’ extraction par soxhlet mis en place est représenté sur la figure V.3. I

comprend essentiellement :

& un ballon acol rodé et afond rond de capacité de 250ml
une colonne pour mettre la cartouche
des cartouches en papier-filtre épais

un réfrigérant

& & & &

un chauffe ballon, des raccords et des supports pour lier et maintenir le montage

b. mode opé&ratoire

On introduit 59 de matiere végétal e broyée dans la cartouche, cette derniére est placée
dans la colonne en verre qui est adaptée au ballon dans lequel se trouve le mélange de
solvant : éthanol, eau (90%/10% : V/V). Le montage est raccordé a un réfrigérant, le tout est
fixé al’ aide de pinces.
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FigureV.3: L’ extraction par |’ appareil de Soxhlet
Le chauffe ballon est alors mis sous tension pendant 4 heures (on démarre le chronométre
dés le premier cycle). A lafin de I’ extraction, une solution de couleur verte —marron foncée
est obtenue.

V.2.3. Extraction par ultrasons

a Appareillage

% un ballon acol rodé et afond plat d’ une capacité de 250mi
% du papier Aluminium
% un bac aultrasons

b. Mode opératoire

On introduit dans le ballon, 5g de matiere végétale broyée et 130 ml d’un mélange de
solvants : éthanol/eau (90%/10% : V/V). Le ballon est placé dans le bac a ultrasons a une
puissance de 40 khz (100 % de puissance) pendant deux cycles de 30 minutes a 60°C. Le
dispositif est représenté sur lafigure V.4.
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FigureV.4 : L’ extraction par ultrasons.

A lafin de I’ extraction, nous filtrons le mélange. Une solution de couleur verte est alors
obtenue.

V.2.4. Extraction al’abri delalumiére

Afin d éudier I'effet de la lumiére sur les extraits obtenus, nous avons reproduis les
trois extractions (la macération, I’ extraction par Soxhlet et I’ extraction par ultrasons) dans les

mémes conditions opératoires mais al’ abri de lalumiére.

V.3. Récupération desrésidus secs

Tous les extraits récupérés ont été soumis a une évaporation afin d’ éliminer le solvant a
I"aide d’un évaporateur rotatif a 40 °C sous vide. La vitesse de rotation est de 60 a 90 tours
par minute Cet appareil permet d’ éliminer rapidement un solvant volatil par évaporation. Le
principe est basé sur I’ abai ssement du point d ébullition avec la pression (figure V.5).
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Eallon de
récupération

Figure V.5 : Schémad un évaporateur rotatif.

La solution contenant le solvant a évaporer est mise dans le ballon (1) qui est ensuite soumis
a une rotation. La vanne reliant le montage a la pression extérieure est fermée (vanne de
fermeture) afin de faire le vide al’intérieur de |’ appareillage a |’ aide d’ une trompe a eau. Le
ballon (1) est plongé dans le bain marie. L’ évaporation peut alors commencer. A ladisparition
compléte du solvant, on ouvre la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique

al’intérieur du dispositif.

Une fois le ballon récupéré, le résidu sec est pesé pour calculer le rendement puis il est
dissous dans 5ml de méthanol pour une analyse ultérieure.

Chague extrait est ensuite soumis a une analyse par HPLC pour identifier ses
flavonoides (par un éaonnage externe) puis la méhode du DPPH est appliquée pour la

mesure du pouvoir antioxydant.
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V.2. Résultats et discussion

Le calcul des rendements nous a permis de faire une premiere comparaison entre les

différents modes d extractions et ainsi d’ évaluer leur efficacité. Le tableau V.1 résume ces

résultats.
Tableau V.1 : Lesrendements en résidu sec.
N° del’extrait Mode d’ extraction Rendement (%)
1 Macération 11,28
2 Soxhlet 3431
3 Ultrasons 15,80
4 Macération al’abri delalumiére 11,04
5 Soxhlet al’abri delalumiére 36,14
6 Ultrsons al’ abri delalumiére 17,30

La quantité d'extrait récupérée par ultrasons (15-17 % pendant 60 min a 60°C) est
comparable avec celle récupérée par macération (environ 11% pendant 24h ala température
ambiante). La méthode par ultrasons semble offrir une meilleure efficacité en réduisant le
temps nécessaire al'extraction par rapport ala macération.

En effet, I’amélioration principale apportée par les ultrasons est le temps d’ extraction
relativement court. Le mécanisme le plus probable proposé pour cette extraction, est
I"intensification du transfért de masse par I’ éclatement presque total des glandes secrétrices et
pénétration du solvant a I'intérieur des tissus végétaux ce qui favorise le phénoméne
d’ osmose. Cette méthode relativement efficace, est une bonne aternative aux méthodes
traditionnelles. Elle a éé employée pour I'extraction des produits actifs tels que les
flavonoides, les antioxydants issus du Rosmarinus officinalis, les esters d acides gras et les

stéroides et triterpénes & partir de matrices naturelles %,
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Cependant, les résultats obtenus par extraction au Soxhlet pendant 4 h sont deux fois
plus importants que les rendements calculés par les deux autres modes. Nous pensons que ce
rendement éevé est dO au fait que I’extraction par Soxhlet a éé effectuée a la température
d'ébullition du mélange éthanol/eau, mais aussi parce que la plante broyée a été
continuellement imbibée avec le solvant distillé puis condensé. Cette méthode a permis
d épuiser toute la matiére végétale.

D’ apreés les résultats du tableau V.2, on constate que I’ extraction al’abri de la lumiére
n’a pas eu une grande influence sur le rendement en résidu sec. En effet, une augmentation au

maximum de 2% a été obtenue pour les trois méthodes.
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Chaqgue résidu sec est solubilisé dans le méthanol et analysé par HPLC afin d’identifier
une partie des flavonoides présents dans ces mélanges. L’identification a été réalisée gréce a
un étalonnage externe.

VI1.1. Analyse par Chromatographie Liquide a Haute Perfor mance

L’ appareil HPLC utilisé est de marque Hewlett Packard série 1100, équipé :
& Des réservoirs en verre pour la phase mobile ;
d’un dégazeur pour éliminer lesbullesd’air ;
d une pompe quaternaire qui entraine la phase mobile atraversle circuit ;
d unfour ;
d une colonne;
d'un détecteur UV/Visible;

d une boucle d’injection de 20 L ;

& & & & & & E

d un tuyau capillaire a la sortie du détecteur pour récupérer I’ échantillon avec la
phase mobile;

& d'un ordinateur avec un logiciel spécifique qui gere |’ appareil.

V1.1.1. Conditions opér atoir es

Les conditions opératoires ont été optimisees afin d'avoir la meilleure séparation
possible. Ces conditions sont détaillées dans le tableau VI.1.

Tableau V1.1 : Les conditions opératoires optimisées pour |’ analyse par HPLC.

Colonne C18 hypersil BDS (250 x 4,6 mm, 5um)

Phase mobile Solvant A : Eau
Solvant B :Acétonitrile

Détecteur UV/Visble
Longueur d’ onde 230 nm.

Volume injecté 20 uL

Debit 1,2mL /min
Temperature Ambiante (22°C)
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V1.1.2. Analyse des échantillons

Chague échantillon est injecté en HPL C suivant un gradient d’ éution (tableau V1.2).
Tableau V1.2 : Legradient d’ élution.

Temps (min) % Solvant A % Solvant B Débit (mL/min)
0 100 0 1,2
15 72 28 1
30 62 38 1
45 70 30 1

Afin didentifier le maximum de composes, nous avons injecté treize étalons

flavonoides dans les mémes conditions que nos échantillons.

Liste des étalons flavonoides utilisés

Flavonoide Classe
Isorhamnetine Flavonol
Quercétine Flavonol
Fisetine Flavonol
Rutine Flavonol
Hespéretine Flavonol
Luteoline Flavone
Rhamnetine Flavonol
Quercitrine Flavone
Myricétine Flavonol
Hesperidine Flavanone
Hyperoside Flavone
Genestine Isoflavone

V1.2. Résultats et discussion

Sur les treize éaons injectés, nous avons pu avoir six éaons qui absorbent dans la
longueur d’onde choisie et qui ont également un bon profil avec les conditions d analyse.
Nous avons donc identifiés cing flavonols et une flavone (la luteoline).

Les figures VI.1 et VI.2 représentent les chromatogrammes de nos différents échantillons.
Nous observons des profils presque similaires cependant, I’'intensité des pics differe d un
extrait aun autre.
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1. macération
2. Soxhlet
3. ultrasons
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Les six flavonoides identifiés sont décrits dans e tableau V1.3.

Tableau V1.3 : Lesflavonoides identifiés.

Tempsde
Flavonoide rétention (min) + Structure chimique
écart-type
Rutine 15,051 + 0,102
Lutéoline 17,307 £ 0,107
Fisetine 17,584 + 0,066
Myricétine 18,590 + 0,277
OH
OH
Quercétine 22,499 + 0,214 s &
OH
OH O
Rhamnetine 26,265 + 0,145
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Parmi les flavonoides identifiés on retrouve la quercetine dont le réle physiologique a
été démontre par Frankel et coll. En effet leurs recherches ont montré qu’ une alimentation
riche en antioxydants phénoliques dont la quercetine, pouvait étre corrélée avec une baisse
significative des décés par athérosclérose en diminuant I’ oxydation des LDL ( low density

lipoprotein) 5.

On retrouve aussi 1a lutéoline, & qui on préte a un réle important dans le corps humain,
comme antioxydant, destructeur de radicaux libres, agent préventif d'inflammation, composé
aidant auss au métabolisme des glucides, et comme régulateur du systéme immunitaire. De
nombreuses recherches expérimentales décrivent la lutéoline comme un agent chimique qui

réduit considérablement les inflammations et les symptdmes du choc septique (2.

La fisetine est inscrit comme un médicament |uttant contre les effets du vieillissement.
Une étude de P. Maher et coll. montre que la fisétine aurait aussi une action bénéfique sur la

mémoire &long terme [+ &3,

La myricétine possede des propriétés antioxydantes. Des recherches in vitro tendraient a
prouver que la myricétine en grande concentration peut modifier le taux de LDL en
permettant aux globules blancs de mieux les absorber. Une éude Finlandaise lie une forte
consommation de myricétine avec un plus faible taux de cancer de la prostate [®3.

Une autre éude s éaant sur huit ans, a montré que trois flavonols (le kaempférol, la
quercétine, et lamyricétine) réduiraient les risques de cancer du pancréas de 23% (%4,

La rutine est présente dans plusieurs plantes médicinales, dont I’ eucalyptus, |’ aubépine,
le ginkgo biloba et le millepertuis. Elle fait partie de la grande famille des bioflavonoides. Ces
derniers sont des composés naturels des végétaux et possedent une activité vitaminique
complémentaire a celle de la vitamine C. Ils ont de multiples effets sur I’ organisme, dont la
réduction de la fragilité et de la perméabilité des capillaires. Les bioflavonoides améliorent
I"action de la vitamine C sur |’organisme en augmentant son absorption et en retardant son

éimination [,
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La rutine est chimiquement tres proche de la quercétine, et elle possede des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, vasoprotectrices (protection des vaisseaux sanguins) et

antithrombotiques (protection contre laformation de caillots sanguins) [,

La seule éude disponible sur les flavonoides de Bassia muricata L. est d’'origine
égyptienne. M. S. Kamel et coll. ont isolé deux flavonoides acylés glycosides (quercétine-3-
O-(6"" -caféoyl)-sophoroside et quercétine-3-O-(6"'-féruloyl)-sophoroside) ains que deux
flavonoides glycosides connus (quercétine-3-O-sophoroside et quercétine-3,7-O-f3-

diglucopyranoside ©..

Nous avons essayé de faire une étude semi quantitative sur les composés identifiés afin
de designer la meilleure méthode d’ extraction. Les teneurs relatives sont données dans le

tableauV1.4 ci-dessous:

Tableau VI.4: Teneursrelatives (%) des composés identifiés.

Non protégédelalumiére A I'abri delalumiere
Flavonoides extrait n°1 | extrait n°2 | extrait n°3 | extrait n°4 |extrait n°5 | extrait n°6
macération | soxhlet ultrasons | macération| soxhlet | ultrasons
Rutine 1,3696 1,1168 1,0004 1,217 4,8501 1,5016
Lutéoline 1,0505 1,4799 0,9003 2,811 1,6717 1,2507
Fisetine 1,2025 0,7144 1,0352 1,2526 1,3346 1,6635
Myricétine 1,2977 0,3659 0,366 2,436 1,4246 2,0204
Quercétine 0,204 0,4452 0,7553 1,6261 0,6703 1,4375
Rhamnetine | 1,0328 0,9996 0,9773 1,887 2,2138 1,2468
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Chapitre VI: | dentifications des flavonoides

Nous remarquons que pour les trois premiers extraits (non protégés de la lumiere) les
valeurs des pourcentages varient entre 0,7 et 1,48 %, sauf pour la myricétine qui semble mal
extraite par soxhlet et ultrasons (sa teneur ne dépassant pas les 0,36%) et la quercétine dont le
pourcentage varie entre 0,2 et 0,4% pour la macération et le soxhlet. La rutine présente son
meilleur rendement par macération (1,37%) tandis que la lutéoline est mieux extraite par
soxhlet (1,48%).

Les extraits obtenus a |’abri de la lumiéere présentent genéralement des teneurs plus
élevés (figure VI1.3). En effet, le pourcentage en rutine obtenu par le méme procédé
d extraction (soxhlet) est quatre fois plus important dans I'extrait 5. La teneur de la
myricétine double pour la macération tandis qu’ elle est environ quatre fois plus importante
pour le soxhlet et les ultrasons. Quant a la quercétine sa teneur est multipliée par huit pour

|a macération.
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Echantillon n°1 : extraction par macération, échantillon n°4 : extraction par macération al’abri de la
lumiére.
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Echantillon n°2 : extraction par Soxhlet, échantillon n°5 : extraction par Soxhlet al’ abri de lalumiére.
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Echantillon n°3: extraction par ultrasons, échantillon n°6: extraction par ultrasons a I’abri de la
lumiére.

Figure V1.3 : Etude comparative des flavonoides entre | es extractions effectuées alalumiére
et cellesfaitesal’ abri delalumiere.
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Cette étude comparative montre que les flavonoides se dégraderaient a la lumiére. En
effet J.S. Elmeida et coll. ont montré que la rutine, exposée pendant 30 minutes a la lumiere
UV se dégradait de plus de 50%. Pour prolonger sa photostabilité ils ont réussi a conditionner
la rutine dans des nanocapsules et nanoemulsions afin de les introduire directement dans des

formulations médicamenteuses [,

M.E. Carlotti et coll ont, quant a eux, démontré la
photodégradation de la quercetine. Ils ont alors formé un complexe en introduisant la
quercetine dans la cavité de la methyl-B-cyclodextrine, et ont montré que la photodégradation

diminuait nettement 167
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Chapitre VII: M esur e du pouvoir antioxydant

L’ oxygéne indispensable a notre vie est capable de produire en grande quantité dans
notre organisme des dériveés toxiques ; les radicaux libres. Leur formation naturelle, par voie
biochimique ou/et photochimique, peut provoquer une oxydation de certaines biomolécules :
peroxydation des lipides membranaires, dégradation de I’ ADN...Les radicaux libres sont des
molécules tres instables car ils possedent un électron non apparié, dit électron célibataire. Ils
recherchent donc un état plus stable en re-appariant leurs électrons (nombre pair d’ électrons)
et ils ont tendance, pour cela, a prendre un éectron a I’oxygene. Il se forme aors des
radicaux oxygénés ou formes actives de I’oxygene (anion superoxyde, radical hydroxyl,
radical peroxyde).

Il existe des mécanismes de défenses cellulaires qui détruisent les radicaux oxygénés ou
qui piégent les radicaux libres (vitamine C, acide urique, enzymes, protéines...) maisils ne
suffisent pas lors d'une surproduction de ces radicaux libres résultants d'un stress, telle
gu’ une exposition prolongée aux radiations UV par exemple, et les conséquences des dégéats
infligés peuvent se révéler sous laforme de maladies telles que I’ athérosclérose et les cancers.
Les molécules antioxydantes, substances capables d’inhiber ou au moins de retarder de fagon
significatives |’ oxydation de biomolécules par les radicaux libres sont donc importantes dans
la prévention et lalutte contre ces maladies Y.

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leur activité
antioxydante du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec ces radicaux.
La méthode choisie pour évaluer |es effets antioxydants antiradicalaires chez Bassia muricata
L. est celle du DPPH. Le protocole appliqué est celui mis au point et décrit par Monsieur
HAZZIT 19,

VIl.1. Mode opératoire

a- Préparation dela solution alcoolique de DPPH

Nous avons préleve 60 umol de DPPH ce qui correspond approximativement a 2.4mg de
produit que nous avons dissous dans 100ml de méthanol. La solution doit étre préparée a
I’avance car la solubilisation est difficile et elle ne se conserve pas plus de 24h a
I’ obscurité.
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b- Préparation d’une solution meére d’échantillon
Nous avons dissous dans 10 ml de méthanol, 60 mg d’extrait de maniére a avoir une
concentration maximale de 6g /L. cette teneur de la solution mére correspondrait a une

solution (extrait +DPPH) de concentration maximale 150mg/L.

A partir de cette solution mere, on prépare par dilution des solutions de concentrations
plus faibles qui seront destinées a fournir des concentrations inférieures a celle de 150mg/L
(par exemple 130, 110, 80, 50, 20 mg/L etc) pour des mélanges (extrait+DPPH).

c- Protocole expérimental

e Laréduction du DPPH s accompagne par le passage de la couleur violette a la
couleur jaune, le spectrophotometre est ainsi réglé alalongueur d’ onde 517 nm.

e Pour un échantillon donné et une concentration donnée on procede comme suit :
on préléve 975 puL de la solution de DPPH et on mesure son absorbance (Ap). Puis
on lui goute 25 pL de la solution d’échantillon (a la concentration de 150mg/L
par exemple). On laisse le mélange incuber (pendant 30 minutes) a |’ abri de la
lumiére et on mesure son absorbance (A:; t = 30minutes). On répéte cette
expérience au moins 3 fois pour la méme concentration et le méme échantillon.

e L’absorbance lue est ensuite transformée en pourcentage d’inhibition par rapport

al’ absorbance de la solution témoin. L’ activité antioxydante (Aq,) est donnée par :

Ag=100 (Ao —Ay) / Ao = (L—(A¢/ Ag)) 100

d- Témoin positif

Les résultats sont toujours comparés par rapport a un ou plusieurs témoins positifs. Ces
témoins sont souvent des antioxydants de synthése qui sont actuellement utilisés dans
I"industrie agroaimentaire. Les antioxydants les plus couramment utilisés comme témoins
positifs sont le BHT (Buthylhydroxytoluene), le BHA (Buthylhydroxyanisole), le TBHQ
(Terbutylhydroquinone), le tocopherol etc...
Quelgue soit le témoin positif utilise, sa préparation et son expérimentation sont identiques a
celles des autres échantillons.
La concentration maximale utilisée est dans la quasi-totalité des cas est égale a 1000mg/L car
elle correspond ala dose maximale permise d’ un antioxydant en tant qu’ additif alimentaire.
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VI11.2. Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau V11.1.

Tableau VI1.1: Les activités antioxydantes des extraits.

Aq, * écart-type

Concentration | oy iilon | Echantillon | Echantillon Témoin (BHA)
(mg/L) n°l n°2 n°3 (Buthylhydroxyanisole)
20 16,73 +0,004 | 28,62 +0,005 | 16,76 + 0,03 47,30 +£ 0,02
50 35,73+0,03 | 3351+001 | 22,70+0,08 64,70 £0,001
80 41,71+ 0,03 55,39 + 0,02 33,17+ 0,08 89,80 +0,001
110 48,38+ 0,05 | 67,73+0,08 | 44,27 +0,01 100 + 0,02
130 55,75+ 0,01 74,25 + 0,03 48,99 + 0,08 100 + 0,04
150 58,58+ 0,03 | 81,66+0,004 | 61,07+ 0,03 100+ 0,11

Echantillon n°1: extraction par macération, Echantillon n°2: extraction par Soxhlet,
Echantillon n°3 : extraction par ultrasons.

Nous avons choisis une gamme de concentration allant de 20 a 150mg/L pour chaque

échantillon. Tous nos extraits présentent une activité antioxydante pour toutes les

concentrations étudiées. En effet, le plus faible pouvoir

concentration minimale considérée (20mg/L).

obtenu est de 16.7% pour la

Cependant nous constatons que |’extrait au Soxhlet donne un pouvoir antioxydant environ

deux fois plus important & 20mg/L. Ce pouvoir augmente jusgu’a atteindre la valeur de

81.66% a 150mg/L. En ce qui concerne les deux autres échantillons, ils présentent un pouvoir

antioxydant trés intéressant puisque il atteint les valeurs de 58.58% et 61.07% respectivement

pour |’ extrait par macération et I’ extrait par ultrasons.

Sur le tableau V11.2 nous présentons les activités antioxydantes des extraits phénoliques

obtenus al’ abri delalumiére.
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Tableau VI1.2: Les activités antioxydantes des extraits a I’ abri dela lumiére.

Aq, * écart-type
Concentration Echantillon Echantillon Echantillon o
(mg/L) n°4 n°s n°6 Temoin (BHA)
10 28,94 + 4,85 32,40 + 4,26 35.03 + 0.02 38.53+6.20
25 36,51+ 0,03 37,00 + 7,68 41.04 £ 0.03 46.00 + 0.02
40 43,56 + 2,18 43,15+ 4,87 45.50 + 2.39 59.76 + 6.33
55 47,64 +1,38 49,22+224 | 51.11+0.003 | 68.86+ 0.62
65 52,10+ 0,13 53,11+ 0,70 56.61+0.77 72.00+4.27
75 62,02+ 0,17 57,18 +£0,19 63.13+ 1.96 77.03+2.08

Echantillon n°4: extraction par macération, Echantillon n°5: extraction par soxhlet,
Echantillon n°6 : extraction par ultrasons.

Nous constatons que d une maniére genérale, le pouvoir antioxydant de ces extraits est
nettement plus important que celui obtenu pour les échantillons non protégés de la lumiere.
En effet, pour une concentration deux fois moins importante (10mg/L vs 20mg/L) nous avons
vs 16.76-28.62%). A la

concentration maximale considérée (75mg/L) le pouvoir antioxydant atteint des valeurs tres

une activité antioxydante plus importante (28.94-35.03%

intéressantes autour de 60%, tandis que letémoin (BHA) présente une valeur de 77.03%.

On constate ains que I'extraction a I'abri de la lumiére a permis d augmenter
significativement |’ activité antioxydante de nos extraits. Ceci confirme le fait que les poly
phénols sont photosensibles et que leur extraction requiert donc d’ étre réalisée a |’ abri de la
lumiére. En effet, J.S. Elmeidaet coll. °® ont montré que le fait de conditionner larutine dans
des nanocapsules prolongeait son effet anti-radicalaire et permettrait ains de I’introduire
dans des formulations thérapeutiques et remplacer ainsi le BHA ou BHT actuellement
suspectés d’ avoir des effets nocifs sur la santé .

Il nous est relativement difficile de comparer les données de cette étude avec cellesdela
littérature car a notre connaissance, rien en ce qui concerne |’ activité biologique de Bassia
muricata L. n"a été publié. Cependant S. Derbel et coll. 1" ont étudié I’ activité antiradicalaire
des extraits méthanoliques de Henophyton deserti Coss. plante désertique meédicinale utilisée
dansle sud Tunisien, et ont obtenu un pouvoir antioxydant de 85.2%.
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Le parcours de la littérature a permis de voir que souvent, on exprimait le pouvoir
antioxydant par la concentration inhibitrice de 50% des radicaux appelée 1Csp ou SCso 0U
ECso. Cette grandeur est déterminée en tracant pour un échantillon donné la courbe Ao, en

fonction de la concentration puis on détermine la concentration qui correspond a A, = 50.

M. Contini et coll. ont proposé une méthode pour le calcul de I'1Cso [™. s ont pris les
points expérimentaux entre 30% et 70% et ont essayé de verifier leur linéarité par régression
linéaire (le R > 0.98). A partir de cette droite ils ont déterminé I |Cso. Nous avons appliqué la
méme méthode a nos échantillons. Les résultats obtenus sont reportés sur les figures VII.1,
VIl.2 et VII.3.

témoin BHA [A%=f(concentration] R =0,99
90 -
80 +
70 - *
60 - *
. 50 A
S\( 3
40 -
30 4
20 |
10 -
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
concentration (mg/L)

FigureVII1.1: Lacourbe du témoin BHA par régression linéaire
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extrait 1 [A%=f(concentration] R=0,99
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Echantillon n°1 : extraction par macération.
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Echantillon n°2 : extraction par Soxhlet.

extrait 3 [A%=f(concentration] R=0,99
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Echantillon n°3 : extraction par ultrasons.

Figure VI11.2: Lacourbe des extraits obtenus par régression linéaire.
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Echantillon n°4 : extraction par macération.
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Echantillon n°5 : extraction par Soxhlet.

A%

70 ~
60
50 +
40 -
30
20 +
10

extrait 6 [A%=f(concentration] R=0,99

10 20 30 40 50 60 70 80

concentration (mg/L)

FigureVI11.3: Lacourbe des extraits obtenus al’ abri de lalumiére par régression linéaire.

Echantillon n°6 : extraction par ultrasons.
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Lesvaleurs d' |Csy obtenues sont résumées dans le Tableau VI1.3.

Tableau VI11.3: les concentrations inhibitrices

Echantillon I Cso (Mg/L) R
N° 1 112.26 0.994
N°2 73.76 0.984
N°3 125.64 0.993
N°4 55,47 0,985
N°5 57.03 0.999
N°6 48,06 0.991
Témoin BHA 28.11 0.991

Echantillon n°1: extraction par macération, échantillon n°2 : extraction
par Soxhlet, échantillon n°3: extraction par ultrasons. A I'abri de la
lumiéere: échantillon n°4: extraction par macération, échantillon n°5:
extraction par Soxhlet, échantillon n°6 : extraction par ultrasons.

D’ apres ces résultats, les meilleures concentrations inhibitrices sont obtenues pour les
extractions effectuées a |’ abri de la lumiére et en particulier pour I’ extrait obtenu par soxhlet.
Un temps d’ extraction plus long aurait certainement été a I’ avantage des extraits obtenus par
macération et ultrasons car nous aurions éiminés le facteur de thermodégradation des
polyhénals.

Afin de pouvoir comparer nos résultats a ceux de la littérature, nous avons trouvé une
étude récente publiée sur attriplex halimus, plante desertique de laméme famille que Bassia
muricata L. (chenopodiaceag), ou ils ont montré le grand intérét thérapeutique de ces plantes.
Le pouvoir antioxydant obtenu par la méthode du DPPH a donné un 1Csy de 31.83 mg/ml
pour les extraits méthanoliques des feuilles et 20.58mg/ml pour les extraits méthanoliques des
racines. lls ont démontré également que les flavonols possédaient le pouvoir antioxydant le
plus fort par rapport aux autres familles des polyphénols (%,

D’ apres cette modeste contribution a I’ étude des effets antiradicalaires de Bassia muricata L,
nous pouvons dire que cette plante bien que trés peu explorée, doit avoir des vertus
thérapeutiques certains.
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Conclusion

La flore Algérienne est particulierement riche en plantes médicinales et aromatiques
dont la plus part al’ état spontané. Malgré I’ apparition et I’ utilisation croissante des composés
de synthése, ceux-ci n’ont pu se substituer totalement aux produits naturels car ces derniers

restent souvent irremplacables pour différentes raisons : colt, quantité, disponibilité.

La connaissance approfondie des plantes médicinales utilisées traditionnellement et non
encore valorisées, constitue un enjeu important auquel notre laboratoire a la volonté de
contribuer. Ains, dans le cadre de I’ axe de recherche du laboratoire «valorisation, extraction
et analyse des produits naturels » nous présentons une contribution a I'étude et a la
connaissance d'une des familles des polyphénols ; les flavonoides, issus d'une plante
meédicinale du désert Algérien « Bassia muricata L» connue pour ses vertus thérapeutiques.

L’ extraction des flavonoides par |’ ethanol et par trois procédés d’ extractions (extraction
par macération, ultrasons et Soxhlet) a partir de la partie aérienne de cette plante nous a
permis de montrer que le meilleur rendement (34%) a été obtenu pour |’ extrait au soxhlet.
Afin de démontrer la photostabilité des flavonoides, chaque extraction a été rédisée a la

lumiére du jour et al’abri de lalumiére.

Dans la seconde partie de ce travail, chague extrait a été analyse par Chromatographie
liquide a haute performance (HPLC). Gréce a la méthode de I’ étal onnage externe, nous avons
pu identifier six flavonoides : (lutéoline, myricitine, quercétine, fisetine, rutine, rhamenétine).

L’ étude semi-quantitative a montré gque les teneurs de ces six flavonoides augmentaient
considérablement quand I'extraction est pratiguée a I'abri de la lumiére. Ceci est
particulierement vérifié pour larutine et la quercetine dont le réle thérapeutique a été mainte

fois démontré.

Dans la derniere partie de ce mémoire, nous avons essayé d'évauer le pouvoir
antioxydant de chaque extrait par la méthode du DPPH, en utilisant I’'UV/visible comme
techniqgue de lecture. Les résultats ont montré que nos extraits ont une bonne activité
antiradicalaire, en particulier pour les extraits obtenus al’abri de la lumiére (environ 60%
pour une concentration de 75mg/L).
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Conclusion

De la méme maniére, nous avons déterminé la concentration inhibitrice de 50% des radicaux
(ICsp). Les melilleures valeurs sont également obtenues pour ces mémes extraits (ICsp =
52mg/L environ).

Ainsi, ce travail a permis de mettre en évidence les potentialités thérapeutiques de
Bassia muricata L. atravers ses extraits éthanoliques qui ont montré des pouvoir antioxydants
certains. Cette plante largement répandue dans le sud Algérien, est cependant mal valorisée.
Pour cela des études supplémentaires et plus approfondies avec plus de techniques d’ analyse

sont a préconiser.
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