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Introduction

La phytothérapie, considérée comme l'une des formes les plus anciennes de meédecine,
offre une approche intéressante en termes de traitement et de guérison, avec des codts réduits et
peu d'effets secondaires. Méme avec les progres phénoménaux de l'industrie pharmaceutique et
chimique, lintérét du grand public pour la phytothérapie n'a jamais cessé de croitre.
Aujourd'hui, il existe une interconnexion étroite entre ces deux formes de médicaments, car la
structure moléculaire de nombreux médicaments commercialisés est dérivée de composés

présents dans les plantes (Adouane, 2016).

D'apres les informations de I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80 % des
populations africaines ont recours a la médecine traditionnelle et a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face a leurs problemes de santé (Santa-Cecilia et al., 2011).

L'Algeérie est renommeée pour sa richesse en plantes médicinales et aromatiques, dont la
majorité pousse a I'état sauvage, et pour leur utilisation répandue a travers le pays. Malgreé cela,
la flore algérienne, qui comprend environ 3000 espéces répertoriées appartenant a différentes
familles botaniques, dont 15% sont spécifiques a la région, demeure largement inexplorée sur

le plan phytochimique et pharmacologique (Bouzid et al., 2016).

Parmi les plantes endémiques algériennes, Bunium incrassatum, connue aussi sous le nom
de " Talghouda ", appartient a la famille des Apiacées qui compte 56 genres et 130 espéces
dans la flore algérienne. Cette plante est I'une des plantes utilisées par les populations nord-
africaines dans le traitement de certaines maladies. Elle est largement utilisée dans la médecine

traditionnelle de notre région pour traiter les maladies de la thyroide (Bouderdara, 2013).
Cette étude sera réalisée en deux parties :

La premiére partie est une étude bibliographique sur l'espece Bunium incrassatum

suivie d'un chapitre sur les différentes méthodes d'extraction des composés actifs.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui est divisée en deux chapitres : le
premier illustre le matériel et les méthodes utilisés pour les différentes méthodes d'extraction,
l'analyse qualitative et quantitative des polyphénols et flavonoides contenus dans l'extrait, et
I'évaluation de l'extrait. Activité antioxydante des extraits de plantes (testée par les méthodes
DPPH, ABTS et FRAP).
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Dans le deuxieme chapitre, nous discutons des résultats obtenus, des rendements, du

contenu phénolique et de l'estimation de l'activité antioxydante.

Enfin, I'étude se cléture par une conclusion générale qui englobe I'ensemble des résultats et
des analyses effectués. Cette conclusion permet de tirer des enseignements significatifs, de
mettre en évidence les contributions de I'étude, d'identifier les limitations éventuelles et de

suggérer des pistes pour de futures recherches dans le domaine.
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Chapitre | Généralité sur Bunium incrassatum

I.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont exploitées pour leurs propriétés bénéfiques spécifiques en
matiere de santé humaine. Leur utilisation varie selon différentes méthodes, notamment la
décoction, la macération et l'infusion. Différentes parties des plantes, telles que les racines, les
feuilles et les fleurs, peuvent étre utilisées seules ou en combinaison pour leurs vertus
medicinales (Dutertre, 2011).

Les plantes utilisées en médecine traditionnelle (MTR) sont caractérisées par le fait qu'au
moins l'une de leurs parties possede des propriétés médicinales. Leurs effets bénéfiques sont
attribués aux composés chimiques qu'elles renferment, qu'il s'agisse de métabolites primaires
ou secondaires, ou a la synergie entre ces différents composés. Ces plantes sont utilisées dans
divers domaines, que ce soit sous forme d'ingrédients actifs, d'huiles, d'extraits, de solutions

aqueuses ou organiques, ou méme utilisées seules (Sanago, 2006).
1.2. Historique des plantes en Algérie

En Algérie, l'utilisation des plantes médicinales remonte a une tradition millénaire. Toutes
les cultures ont une longue histoire d'utilisation des plantes médicinales pour traiter diverses
affections. Méme pendant la période de colonisation francaise, qui s'est déroulée de 1830 a
1962, les botanistes ont réussi a recenser un grand nombre d'espéces aux proprietés
médicinales. En 1942, Forment et Roques ont publié un livre sur les plantes médicinales et
aromatiques d'Algérie, dans lequel ils décrivent et etudient 200 especes. La majorité de ces
especes proviennent du nord de I'Algérie, tandis que seulement 6 espéces étaient localisées dans
le Sahara (Benhouhou, 2015). Des travaux plus récents sur les plantes médicinales algériennes
ont été publiés par Bloued (1998) et Baba Aissa (1999), qui ont contribué a la recherche dans

ce domaine.

Avec une superficie de 2 381 741 km2, I'Algerie est le plus grand pays d'Afrique. Il est
caractérisé par deux chaines de montagnes majeures, a savoir I'Atlas Tellien au nord et I'Atlas
Saharien au sud. Ces deux chaines de montagnes divisent le pays en trois zones distinctes, qui
se distinguent par leur relief et leur morphologie. Cette configuration géographique contribue a

une grande diversité biologique présente en Algérie (llbert et al., 2016).
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Figure 1 : Carte de I'Algérie (Anonyme 1)

La diversité étendue des plantes médicinales en Algérie et leur utilisation réclament une
synthése globale des connaissances a I'échelle nationale, qui devrait étre entreprise sans délai.
Les plantes médicinales ont toujours exercé une influence significative et occupé une place de
choix dans la vie quotidienne en Algérie, a tel point que leur importance est reflétée jusqu'aux
timbres postaux du pays (IKRAM et BOUDEN, 2022).

Figure 2 : Timbres postaux en Algérie avec quelques plantes (IKRAM et
BOUDEN, 2022).
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1.3. Avantages et inconvénients des plantes medicinales

1.3.1. Les avantage

D'une maniere générale, les plantes médicinales couramment utilisées ne provoquent que
trés peu, voire pas du tout, d'effets indésirables C'est I'un des principaux avantages des plantes
médicinales. De plus, la compréhension et I'acceptation scientifique de I'action synergique des

différents constituants commencent & s'améliorer (Decaux, 2002).

Contrairement a certaines idées recues, de nombreuses plantes ont des effets quasi
immédiats sur le métabolisme, comme I'ont démontré des études telles que celles de Pinto et
al., (2003) et Salgueiro et al., (2003). Cependant, il est vrai que les médicaments de synthése
ont souvent une action plus directe et spectaculaire, car ils sont formulés de maniere a étre
rapidement assimilés par I'organisme. De plus, il est généralement plus facile de connaitre leur
composition précise et de garantir les conditions de stockage, contrairement aux plantes
médicinales qui peuvent varier en termes de composition chimique et de stabiliteé (Simon et
Mills, 2001).

1.3.2. Les inconvénients

Il est important de noter que certaines plantes sont inoffensives, mais d'autres, comme de
nombreuses espéces telles que la digitale, la belladone, le colchique, etc., sont toxiques et ne
doivent étre utilisées que sous des formes strictement contr6lées et commercialisées
exclusivement en pharmacie. L'utilisation irresponsable de plantes cueillies dans la nature peut
entrainer des intoxications graves, voire mortelles. Il est donc essentiel de faire preuve de
discernement et de prudence lors de l'utilisation de plantes médicinales, en suivant les
recommandations appropriées et en cherchant des conseils professionnels, notamment aupres

des pharmaciens ou des professionnels de la santé compétents (Williamson, 2001).
1.4. Geénéralités sur la famille des Apiacées

La famille des Apiacées, anciennement appelée Ombelliféres, est une famille de plantes
dicotylédones (Daroui-Mokaddem, 2012), qui comprend pres de 3000 especes, est largement
répandue dans la plupart des régions du monde. Cette famille présente une grande homogénéité
sur le plan botanique et se distingue par son inflorescence en forme d'ombelle, ce qui lui a valu
le nom ancien mais encore couramment utilisé d'Ombelliféres. (Bruneton, 1999). En Algérie,
55 genres regroupant 117 espéces, dont 24 endémiques, sont répertoriés (Quezel et Santa,
1963
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C'est une famille tres homogeéne et facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composées. Paradoxalement, les especes de cette famille sont assez difficiles a
différencier les unes des autres (Deysson, 1979). Les plantes de la famille des Apiacées sont
essentiellement des plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou le plus souvent vivaces
(Paloma, 2012).

Tableau 1 : Quelques genres de la famille des apiacées en Algérie (Boukezata, 2014)

Genre Nombre d’espéce Genre Nombre d’espéce

Ammi 2 Conium 1

Ammodaucus 1 Bunium 7

Apium 1 Thapsiia 3

Margotia 1 Torilis 2

1.5. Le genre Bunium incrassatum

Bunium incrassatum est une plante médicinale de la famille des ombelliféres (Apiaceae),
largement répandue dans l'est de I'Algérie et communément appelée "Talghouda". Cette plante
revét une importance économique croissante. En effet, ses racines sont extrémement nutritives.
(Boukezata, 2014).

1.5.1. Nomenclature et appellation
* Nomarabe : Talghouda 335

=  Nomkabyle : Talyuda

=  Nom francais : Noix ou gland de terre,

=  Nomscientifique : Bunium incrassatum

=  Nomcommun : chataigne de terre

= Synonyme(s) du nom commun : terre noix, marron de terre, gland de terre (Lonchamp,
2000).

»
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1.5.2. Taxonomie et classification botanique

Selon Lefahal (2014), Bunium incrassatum est classé dans la taxonomie suivante :

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Bunium
Espeéce Bunium incrassatum

1.5.3. Distribution géographique

Bunium incrassatum est largement distribué sur la c6te méditerranéenne de I'Afrique

Figure 3 : Distribution de Bunium incrassatum (Talghouda ) dans le nord-africain
(Boukezata, 2014).

1.5.4. Description morphologique

Bunium incrassatum est une plante vivace herbacée caractérisée par une racine renflée
en tubercule arrondi, qui ne dégage pas d'odeur marquée. Les tiges de la plante sont fines,
mesurant entre 10 et 50 cm de hauteur, et robustes. Les feuilles de Bunium incrassatum
sont divisées de maniére linéaire, et ses fruits ne sont pas reliés a leur sommet (voir Figure
4 et 5). (Ben Ziane et Yousfi, 2001).



Généralité sur Bunium incrassatum

Figure 4: La plante Bunium incrassatum Figure 5: Description morphologique
(Photo original). de Bunium incrassatum (Ben Ziane et youcfe 2001).

1.5.5. Composition physico-chimique de Bunium incrassatum

Des études phytochimiques sur la plante médicinale Bunium incrassatum ont révélé la
présence des composés suivants dans sa partie souterraine : saccharose, acide oléique,
scopolétine, scopolamine, scoparone et béta-sitostérol (Bousetla et al., 2015). Une étude menée
par (Elkolli et al., (2017) a identifié 31 composés dans les huiles essentielles de la partie
aérienne de Bunium incrassatum. Le composé le plus abondant est un terpene et ses dérives,
notamment l'acide palmitique (18,39 %), I'oxyde de caryophylléne (17,36 %), le B-eudesmol
(13,95 %), le n-pentane (5,13 %), le 10-épi-a-muurolol (4,36 %), I'hédycaryol (4,14 %) et la
spatulenéole (4,04 %). Sur le plan nutritionnel, la poudre de Bunium incrassatum contient des
proteines, des lipides, une grande quantité d'amidons et de congénéres, ainsi que des minéraux,
avec le calcium étant le plus courant parmi eux. Les polyphénols présents dans la plante
comprennent principalement des flavonoides, en particulier la quercétine, ainsi que des

alcaloides et des quantités significatives de coumarines. (Aiouaz et Arezki, 2022).

Les racines de la plante Bunium incrassatum poussent a I'état sauvage et produisent un
tubercule riche en amidon. Ce tubercule peut étre consommé cru ou transformé en farine apres
séchage. La composition de la farine obtenue est la suivante : elle contient environ 15,66%
d'eau, 5,5% de cendres, 7% de matieres azotées, 1,34% de matieres grasses, 63,2% d'amidon et

autres glucides, ainsi que 6,4% de cellulose. (Benkhalifa, 2018).
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1.5.6. Utilisation
1.5.6.1. Utilisation alimentaire

Les tubercules de Talghouda sont consommés crus, bouillis ou rétis. Ils récoltent les
tubercules, les sechent, les broient en farine et consomment cette farine mélangée a de l'orge,
sous forme de galette (El Kolli, 2017).

Les racines de Bunium incrassatum sont généralement utilisées comme les pommes de

terre dans l'alimentation (Lefahal, 2014).

1.5.6.2. Utilisation médicinale

La poudre de la plante est utilisée en ajoutant a des préparations telles que le D'han (une
boisson traditionnelle), la patte de datte, le miel, la soupe chaude, le beurre ou I'huile d'olive
pour traiter I'angine. Cette méthode d'utilisation est similaire a celle du décocté, ou la poudre
est incorporée dans différents ingredients pour bénéficier de ses propriétés thérapeutiques dans

le traitement de l'angine (Ben Ziane et Yousfi, 2001).

Bunium incrassatum est une plante médicinale qui gagne en importance économique. Les
racines de cette plante sont connues pour leur valeur nutritive élevée. Dans la meédecine
traditionnelle, quelques preparations a base de Bunium incrassatum sont utilisées pour leurs
propriétés astringentes et diarrhéiques, ainsi que pour traiter les affections thyroidiennes. Ces
utilisations traditionnelles témoignent des vertus de cette plante dans le traitement de certaines

maladies et affections (Boukezata, 2014).

1.6. Définition des principes actifs

Le principe actif fait référence a une molécule présente dans une plante médicinale ou une
préparation a base de plantes, qui est utilisée dans la fabrication de médicaments. Cette
molécule possede des propriétés thérapeutiques curatives ou préventives pour les humains ou
les animaux. Les plantes fraiches ou séchées sont la source de ces principes actifs, et différentes
parties de la plante peuvent étre utilisées, telles que les racines, les écorces, les sommités
fleuries, les feuilles, les fleurs, les fruits ou les graines. Ces parties de la plante renferment les

molécules qui sont d'intérét pour leurs effets médicinaux. (Benghanou, 2012).
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I1. Méthodes d’extraction des principes des actifs

Différents chercheurs ont consacré leurs efforts a I'extraction des principes actifs a partir de
plantes aromatiques et medicinales en utilisant une variété de techniques, de solvants et de

conditions d'extraction.

Dans le domaine de l'analyse et de l'identification des molécules bioactives, I'étape de
I'extraction joue un role essentiel. Son objectif est de récupérer les molécules d'intérét présentes
dans les sites actifs de la matrice végétale. Cette étape revét une grande importance car elle
détermine a la fois la nature et la quantité des molécules extraites, et par conséquent, elle
conditionne le succés des étapes ultérieures. Généralement, I'extraction des produits naturels
suit une méthode solide-liquide, ou un solide, représenté par la matrice végétale, est mis en

contact avec un liquide spécifiqgue (Rodsamran et Sothornvit, 2019).

Les méthodes traditionnelles telles que la macération, le Soxhlet, la décoction, I'infusion et
I'hydrodistillation étaient largement utilisées comme techniques privilégiées pour I'extraction
des composés naturels. Cependant, ces méthodes conventionnelles, qui impliquent des
températures élevees et des durées d'extraction prolongées, présentent plusieurs inconvénients.
Elles conduisent a un faible rendement d'extraction, une qualité de produit réduite, une
consommation énergétique élevée, ainsi que des risques potentiels pour la sécurité et

I'environnement. (Rodsamran et Sothornvit, 2019).

Au cours des derniéres années, des avancées significatives ont été réalisées dans le
domaine de l'extraction grace au développement de méthodes alternatives utilisant des fluides
compressés comme agents extracteurs. (Mendiola et al., 2007) tel que 1‘extraction par fluide
pressuriseé (PLE), 1‘extraction par fluide supercritique (SFE), I'extraction assistée par ultra-sons
(UAE) et l'extraction assistée par micro-ondes (MAE). Ces méthodes exploitent respectivement
I'énergie ultra-sonique et les micro-ondes comme sources de chauffage pour la solution solvant-

matrice

11.1. Méthodes d’extraction conventionnelles : Extractions par solvants

Les méthodes conventionnelles d'extraction des métabolites reposent généralement sur
I'affinité des molécules ciblées pour différents solvants, ainsi que sur l'application de chaleur
et/ou d'agitation. (Azmir et al., 2013)

10
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11.1.1. La décoction

La méthode d'extraction par décoction est une pratique traditionnelle couramment utilisée
en Cote d'lvoire pour préparer diverses boissons telles que le thé, ainsi que des préparations
traditionnelles a base de plantes médicinales (Bohui et al., 2018). Cette technique consiste
généralement a faire bouillir les ingrédients dans un récipient ouvert, parfois en utilisant un
bain-marie lorsque la substance a extraire a une consistance plus pateuse qui risquerait d'étre

brilée directement par la chaleur du feu. (Jaccoud, 1872).

11.1.2. Infusion

L'infusion est une méthode d'extraction qui implique de verser de I'eau bouillante sur une
quantité spécifiée de matériau végétal, puis de laisser reposer le mélange pendant une durée de
10 a 15 minutes (Sofowora, 2010). Ce processus permet aux composeés actifs présents dans les

plantes de se dissoudre dans I'eau, formant ainsi une infusion aromatique et parfumée.

11.1.3. La macération

La maceration est une methode d'extraction solide-liquide qui implique de laisser la
matiére veégétale en contact avec un solvant tel que le méthanol, I'éthanol ou une solution

aqueuse, dans le but d'extraire le principe actif. (Kenza et Merbouha, 2019).

Les solvants alcooliques permettent d'augmenter la perméabilité de la paroi cellulaire en
facilitant I'extraction de molécules plus polaires, faible a moyenne polarité. De plus, une
agitation et une imprégnation prolongées (24 h) a température ambiante épuisent le solvant
dans les composés extraits et empéchent leurs éventuels changements ou modifications dus

aux températures élevées, respectivement (Kenza et Merbouha, 2019).

Apreés la filtration, il est possible de répéter le processus de macération en renvoyant le

résidu végetal dans le récipient d'extraction avec un solvant frais (Berreghioua, 2016).
11.1.4. Extraction Soxhlet

Les extracteurs Soxhlet permettent le traitement des solides (matiéres végétales) en
utilisant soit une phase liquide, soit un solvant partiellement évaporé. Le corps en verre de
I'extracteur contient une cartouche de cellulose remplie de matiére végétale (100 g). Cette
cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant

(Sarker et al., 2006 ; Quan et al., 2004).

11
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Le schéma de l'appareil Soxhlet est représenté dans la Figure 6. Le processus d'extraction

se déroule de la maniére suivante : le ballon contenant le solvant d'extraction est chauffé, ce qui
provoque I'évaporation du solvant. Le solvant vaporisé monte a travers la cartouche contenant
la matiére végétale et se condense au contact de cette derniére. A chaque cycle d'extraction, le
solvant récupéré dans le flacon devient de plus en plus concentré en soluté, tandis que la
matiére végétale reste en contact avec du solvant frais distillé. L'extraction se poursuit de
maniére continue jusqu'a ce que toute la matiére solide chargée dans la cartouche soit épuisée
(Pibiri, 2005).

Sortie de I'eau de
refroidissement

<— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de
refroidissement

Corps principal de

l'extracteur

Cartouche contenant

I'échantillon _E «— Retourde distillation

\
|
<— Ballon

Agitateur
magnétique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

Figure 6: Schéma de I'extracteur Soxhlet pour l'extraction de
composeés volatils ou solubles a partir d'un solide. (Pibiri,
2005).
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11.1.5. Avantages et inconvénients des méthodes conventionnelles

Les méthodes d'extraction conventionnelles présentent certains inconvénients, notamment
en ce qui concerne la durée d'extraction et l'utilisation de quantités relativement importantes de
solvants organiques. Cependant, malgré ces limitations, ces méthodes restent largement
utilisées dans l'industrie, principalement en raison de leur étude approfondie en termes
d'optimisation des conditions d'extraction et de leur application a grande échelle (Rodsamran
et Sothornvit, 2019).

Tableau 2 : Avantages et inconvéniement des méthodes convenionnelles d'extraction des
principes actifs (chemat, 2014 ; Gil-Chavezet al., 2013).

e Perte d’une grande partie des
composés volatils (entrainable pas la
vapeur d’eau)

e Altération des substances
thermosensible

e Dissolution efficace ;
e Technique rapide

Décoction

e Consommation d’énergie

o Durée d'extraction
prolongée :

particules de petite taille : Pour obtenir
de meilleurs rendements d'extraction

e Conservation les molécules
thermosensibles ;
e Extraction a froid : Limite la

Macérati o d 46 volatils - o Toxicité des solvants
on per Gf es composes volatl S ’ e Phénomeéne de saturation : grandes
. Methode simple et moins quantités de solvants nécessaires.
colteuse
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11.2. Méthodes d’extraction non conventionnelles

11.2.1. L’extraction par fluide pressurisé

Extraction par fluide pressurisé (PLE), également appelée extraction liquide pressurisée,
est une méthode largement reconnue dans le domaine de I'extraction accélérée par solvant
(ASE). Elle se distingue par l'utilisation de solvants & des pressions élevées et a des
températures supérieures a leur point d'ébullition (Richter et al., 1996).

Gréace a cette combinaison de pression élevée et de température élevée, l'extraction
devient plus rapide et plus efficace. L'élévation de la température réduit la viscosité du solvant,
ce qui facilite sa pénétration dans la matrice solide et affaiblit les interactions entre le solvant,
la matrice et les molécules cibles. De plus, la diffusion est accélérée a des températures élevées,
ce qui réduit le temps nécessaire a l'extraction. La pression appliquée force le solvant a
traverser les pores de la matrice, permettant ainsi d'atteindre des composés qui étaient

auparavant inaccessibles (Richter et al., 1996).

De plus, le processus d'extraction comprend plusieurs cycles d'extraction, ce qui permet
I'introduction de solvants frais. Cela crée un gradient de concentration plus élevé entre le
solvant et la matrice solide, améliorant ainsi le transfert de masse et augmentant le taux
d'extraction. L'extraction est réalisée de maniére statique, ce qui signifie que le solvant est en
contact avec la matrice pendant une période déterminée (généralement de 5 a 10 minutes).
Pendant cette période, les molécules de solvant se désorbent et se diffusent vers les solvants
(Richter et al., 1996 ; Kaufmann et al., 2002).

Apreés la phase d'extraction, le solvant est évacué de la cellule de haut en bas a l'aide d'un
flux d'azote. Cependant, pendant le processus d'extraction, la matrice est placée dans un
réservoir en acier inoxydable équipé d'un filtre situé dans sa partie inférieure (Figure 07). Cela
permet de filtrer I'extrait obtenu avant qu'il ne soit dirigé vers la bouteille de récupération,

éliminant ainsi I'étape de filtration ultérieure (Romanik et al., 2007).

14
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_ <——— Capuchon supérieur

<———— Fritté métallique supérieur

<« Corpsdela cellule
(échantillon + Na;SOy)

< Filtre papier

— <———— Fritté métallique inférieur

Figure 7 : Schéma simplifié d'une cellule d'extraction par
fluide pressurisé pour l'extraction de composes. (Romanik
et al., 2007).

Capuchon inférieur

11.2.2. L’extraction par fluide supercritique

Lorsqu'un compose organique pur est soumis a des pressions et des tempeératures
supérieures a celles de ses points critiques, il entre dans un état appelé état supercritique. Dans
cet état, le fluide est considéré comme supercritique et présente des propriétés intermédiaires
entre celles d'un gaz et d'un liquide. Ces caractéristiques uniques sont particulierement

intéressantes pour I'extraction de molécules a partir de matiére végétale.

En effet, un fluide supercritique présente un coefficient de diffusion plus élevé et une
viscosité plus faible par rapport a un liquide. Cela réduit les tensions de surface et favorise un
transfert de masse plus efficace, ce qui améliore la cinétique et I'efficacité de I'extraction. De
plus, l'utilisation d'un fluide supercritique permet une extraction hautement sélective, car il est
possible de moduler son pouvoir solvant en ajustant la pression et/ou la température (Camel,
2001 ; Wang et al., 2006).

La technique d'extraction par fluide supercritique (SFE, Supercritical Fluid Extraction) est
principalement réalisée avec du CO2 supercritique. Le choix de ce fluide s'explique par
plusieurs avantages : il est peu colteux car il est un sous-produit de l'industrie, il est non-
inflammable, abondamment présent dans I'atmosphére, facilement éliminable et nécessite des
conditions critiques facilement atteignables (T = 31,1 °C, P = 73,8 bar). Par conséquent, la SFE
présente des avantages majeurs tels que la concentration de I'échantillon et le pouvoir solvant
du fluide. Pendant le processus d'extraction, le fluide est continuellement pompé a travers

I'échantillon, libérant ainsi les composés d'intérét. Apres une étape de dépressurisation qui
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élimine le CO2 sous forme gazeuse, les composés récuperés sont concentrés (Herrero et al.,
2010 ; Luque de Castro et al., 2000).
11.2.3. L’extraction assistée par ultra-sons
11.2.3.1. Principe de la méthode

Les ultrasons sont des ondes mécaniques vibratoires dont la fréquence varie de 16 kHz a 1
GHz, capables de se propager a travers les solides, les liquides et les gaz. Lorsqu'ils se
propagent dans un milieu liquide, ces ondes engendrent des cycles répétés de compression
(haute pression) et de raréfaction (basse pression) (Wang et al., 2006).

Ce changement de pression entraine des mouvements moléculaires au sein du milieu. Lors
d'un cycle de raréfaction, I'écart entre les molécules s'agrandit et au-dela d'une certaine
distance, qui dépend du milieu spécifique, des bulles de cavitation se forment. Ces bulles se
développent pendant les phases de raréfaction et se réduisent pendant les phases de
compression (Figure 8). La répétition de ces cycles conduit a l'implosion des bulles de

cavitation, libérant ainsi une grande quantité d'énergie (Pétrier et al., 2008).
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Figure 8 : Schéma de la croissance et de I'implosion d'une bulle de
cavitation (Pétrier et al., 2008).

Lorsque les bulles de cavitation se forment a proximité d'une surface solide (Figure 9),
elles deviennent asymétriques, et leur implosion génére des jets de liquide qui sont projetés a
trés grande vitesse vers la surface du solide. Cela entraine également une augmentation locale
de la température et de la pression. Dans le cas d'une matrice végétale, ces jets de liquide
perforeront les parois cellulaires des végétaux, permettant ainsi la libération des molécules dans

le milieu liquide environnant (Wang et al., 2006).
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Figure 9 : Schéma de I'évolution d'une bulle de cavitation pres d'une surface solide
(Petrier et al., 2008).

11.2.3.2. Parametres influencant ’extraction UAE

L’ensemble des paramétres d’extraction notamment ; les caractéristiques des ultrasons (la
fréquence et l'intensité), les propriétés du produit (la viscosite et la surface du produit) etde
I'environnement, et les conditions ambiantes (la température et la pression) peuvent influencer

sur la capacité des ultrasons a provoquer une cavitation (Louni, 2013).

a) Solvant d’extraction

La nature du solvant joue un rdle tres important pour pouvoir extraire les molécules
d’intérét, ce dernier doit avoir deux points essentiels : il doit étre d’une grande pureté et avoir
un faible point d’ébullition pour pouvoir étre éliminé facilement en limitant la perte de
composeés volatils (Bouras, 2015). Mais aussi par des paramétres physiques tels que la
viscosité, la tension interraciale et la tension de vapeur (Dary et al., 2017). De préférence, il
faut toujours utiliser des solvants ininflammables, non toxiques et non explosifs. L’cau et
I’éthanol, sont les solvants les plus utilisés pour I’obtention d’extraits d’antioxydants
phénoliques (Naidji, 2019).

b) Température

Ce paramétre a une influence sur les propriétés du solvant. L'augmentation de ce
parametre entraine une diminution de la solubilité et de la diffusivité des substances dans la
solution. De plus, il provoque une réduction de la viscosité du solvant. Cette augmentation du
parametre conduit également a une diminution de I'énergie de cavitation, qui est causée par la
diminution de la tension superficielle et l'augmentation de la pression de vapeur dans le
solvant, elle peut également affecter la stabilité de certains composés phénoliques (Aliouane,
2015). C’est pour cela il est important de choisir une température d'extraction en fonction du

compos¢ cible de ’extraction et la controler afin d’empécher la dégradation des composés
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thermolabiles. (Meghnem et Sadi, 2016).

11.2.4. L’extraction assiste par micro-ondes (MAE, Microwave Assisted Extraction)

11.2.4.1. Principe de la méthode

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques qui possedent a la fois un champ
électrique et un champ magnétique, perpendiculaires I'un a l'autre. Elles se propagent dans le
vide avec des fréquences situées entre 300 MHz et 300 GHz. Cependant, dans le but d'éviter
les interférences avec les radiocommunications et les radars, les micro-ondes utilisées dans les
applications domestiques et industrielles sont généralement réglées sur une fréquence de 2,45
GHz (Camel, 2001). Les micro-ondes occupent une position dans le spectre
électromagnétique entre les infrarouges et les radiofréquences, avec des longueurs d'onde
variant entre 1 métre et 1 centimétre. (Figurel0).
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Figure 10 : Spectre électromagnétique et positionnement des micro-ondes
domestiques. (Camel, 2001)

Le chauffage de la matiere par les micro-ondes repose sur deux phénomenes qui se
produisent simultanément : la conduction ionique et la rotation dipolaire. (Sparr Eskilsson et
al., 2000 Kaufmann et al., 2002).

La conduction ionique est le résultat de la migration électro phorétique des ions dans un
champ électromagnétique. Lorsque ces courants ioniques rencontrent une résistance dans le

milieu, ils génerent des frictions qui produisent de la chaleur par effet Joule.

La rotation dipolaire correspond au phénoméne d'alignement ou de réalignement des
molécules qui possedent un dipdle dans un champ électrique alternatif a haute fréquence. Dans

la Figure 11, on peut mieux comprendre ce phénomene. En l'absence de champ électrique, les
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molécules avec un dipdle diélectrique sont orientées de maniére aléatoire. Sous l'effet d'un

champ électrique continu, les molécules s'alignent dans la direction du champ électrique.
Lorsque ces molécules dipolaires sont soumises & un champ électrique alternatif a haute
fréquence, elles s'orientent dans la direction du champ, puis se désorientent lorsque le champ
s'annule, pour ensuite se réorienter dans l'autre sens du champ (Sparr Eskilsson et al., 2000
Kaufmann et al., 2002).

Les mouvements de réalignement des molécules dipolaires sont perturbés par les
interactions entre les molécules, telles que les liaisons hydrogéne et les forces de Van der
Waals. Ces interactions entrainent des frictions entre les molécules, ce qui se traduit par une
libération d'énergie thermique. A une fréquence de travail de 2,4 GHz, ce phénoméne se
produit environ 4,9 x 1079 fois par seconde. Cela signifie que le chauffage de la matiére par

les micro-ondes est trés rapide, voire quasi instantane (Sparr Eskilsson et al., 2000).

PR S,

terbdtad  JSf A

Absence de champ Champ électrique Champ électrique haute
électrique continu fréquence
Figure 11: Comportement des molécules dipolaires en présence de champs

électriques : Absence de champ, champ électrique continu et champ
électrique a haute fréquence (Sparr Eskilsson et al., 2000).
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11.2.4.2. Parametres influencant ’extraction par MAE
Lors de l'utilisation de I'extraction assistée par micro-ondes (MAE), cinq paramétres clés
peuvent avoir une influence significative sur le rendement d'extraction et la qualité de l'extrait :
la nature du solvant, le temps et la température d'extraction, la puissance d'irradiation et la
nature de la matrice (Mandal et al., 2007 ; Camel, 2000).
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a) Nature et volume du solvant

Le choix du solvant d'extraction en MAE est d'une importance fondamentale pour obtenir
un processus d'extraction optimal. Tout comme pour d'autres techniques d'extraction, ce choix
est déterminé par la solubilité des molécules d'intérét et par les interactions entre le solvant et la
matrice. Cependant, en MAE, le choix du solvant est principalement lié a sa capacité a absorber
les micro-ondes (Mandal et al., 2007 ; Camel, 2000).

Il est crucial de s'assurer que le volume de solvant utilisé est suffisant pour maintenir la
matrice complétement immergée pendant toute la durée de l'extraction en MAE. Les ratios
optimaux liquide/solide, tels que rapportés dans la littérature scientifique, se situent
généralement entre 10 et 50 (ml/mg) (Mandal et al., 2007 ; Camel, 2000).

a) Temps d’extraction

La MAE présente l'avantage d'avoir des temps d'extraction généralement courts, allant de
quelques secondes a plusieurs minutes. De plus, des études ont démontré que des temps
d'extraction plus longs ne garantissent pas nécessairement une amélioration du rendement
d'extraction et peuvent méme entrainer un risque accru de dégradation des molécules
thermolabiles (Mandal et al., 2007 ; Camel, 2000).

b) Température d’extraction

La température est un paramétre essentiel dans le processus d'extraction assistée par micro-
ondes (MAE), car elle peut améliorer les rendements d'extraction. L'augmentation de la
température a un impact sur la viscosité des solvants, ce qui facilite leur diffusion a travers les
parties internes de la matrice. Ainsi, a des températures élevées, la désorption des molécules
d'intérét est favorisée, ce qui se traduit par de meilleurs rendements d'extraction. (Mandal et
al., 2007 ; Camel, 2000).

d) Puissance d’irradiation

La puissance d'irradiation est un parametre important dans la méthode d'extraction assistée
par micro-ondes (MAE), et son choix dépend de la température et du temps d'extraction
souhaités. En général, la puissance d'irradiation est ajustée de maniere a éviter d'atteindre des
températures d'extraction excessivement élevées, tout en cherchant a réduire le temps
d'extraction.. (Mandal et al., 2007 ; Camel, 2000).
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e) Nature de la matrice

La teneur en eau de la matrice est un facteur crucial dans le processus d'extraction assistée
par micro-ondes (MAE), car elle influence l'efficacité et la reproductibilité des résultats. Les
molécules d'eau présentes dans la matrice ont une capacité élevee a absorber les micro-ondes,

ce qui contribue a I'échauffement du systeme.

11.2.5. Avantages et inconvénients des méthodes d’extraction non-conventionnelles

Ces techniques modernes se caractérisent par leur rapidité et leur efficacité accrues. Elles
permettent d'obtenir des extractions plus rapides, réduisant ainsi le temps nécessaire pour
extraire les composés d'intérét des plantes médicinales et aromatiques. De plus, ces méthodes
améliorent souvent les rendements d'extraction, permettant d'obtenir une plus grande quantité
de composés cibles (Rodsamran et Sothornvit, 2019).

Tableau 3 : Avantage et inconvénients des méthodes non-conventionnelles d'extraction des
principes Actifs (khoddami et al., 2013 ; Wang et Weller, 2006 ; Letellier et boudzinski,
1999).

e Pressions d’opérations élevées ;
e Réduction des temps e Température élevée : dégradation
d’opération ; descomposeés thermolabiles

¢ Réduction de la quantité de
solvant utilisée

PLE

e [|'augmentation des
rendements d'extraction grace a
la lyse cellulaire,

e la diminution du temps

e Probleme de répétabilité et de
reproductibilité¢ lors de I’utilisation de
sonde a ultrasons ;

UAE o ¢ Probléeme nom observé avec un bain a
d'opération, ultrasons :
eLa réduction de la quantité e Moins efficace sur des cellules
de solvants utilisés et la rondes.

préservation des molécules
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thermolabiles a des
températures basses.
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I.1. Préparation du matériel végétal

1.1.1. Matiere végétale

En février 2023, dans la région d'EL-khabuzia, wilaya de Bouira, des échantillons des
feuilles de Bunium incrassatum, connu sous le nom de Talghouda, ont été collectés de

maniére aléatoire.

Apres la récolte, les feuilles ont été séchées a température ambiante dans un endroit bien
ventilé et a l'abri de la lumiére directe, dans le but de préserver au mieux les molécules

sensibles a la chaleur.

1.1.2. Broyage et tamisage

Apres séchage complet, la plante a été broyée a l'aide d'un broyeur électrique, puis tamisée
a l'aide d'une tamiseuse de 200 um. La poudre obtenue a été stockée dans des récipients en
verre hermétiquement fermés, étiquetés et protégés de la lumiere et de I'humidité jusqu'a son

utilisation.

N ‘ FE LK AR
Figure 12: A: les feuilles, B: la poudre de Bunium incrassatum (photo
original).

1.2. Procédure de I’extraction

Dans le présent travail, les composés phénoliques des feuilles de Bunium incrassatum ont
été extraits a l'aide de deux techniques d'extraction : la macération et lultrason avec

I'utilisation de différents solvants (Thiaw et al., 2015 ; Andualem et al., 2014).
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1.2.1. Extraction par maceration
1.2.1.1. Préparation des différents extraits de Bunium incrassatum

Pour étudier I'analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques contenus dans
les feuilles de Bunium incrassatum et ainsi que 1’évaluation de leurs activités antioxydantes,

des extraits bruts ont été préparés avec différents solvants comme suit :

<> Eau pour avoir les extraits aqueux
X Ethanolique a 100%

X Ethanol a 70%

X Méthanolique a 100%

<> Meéthanol a 70%

a) Mode opératoire

L’extraction a été réalisée selon la méthode décrite par Pérez et al., ( 2010). Une quantité
de 10 g de poudre a été mise a macérer dans 100 mL de chaque solvant (un rapport de P/V :
1/10) sous agitation pendant 24h a tempeérature ambiante et a I'abri de la lumiére afin d'éviter

les phénomeénes d'oxydation.

Le macérat a éte filtré sur papier Wattman N°1 et le filtrat obtenu a été évaporé a sec dans
une étuve a une température de 40°C pendant jusqu’a évaporation compléte du solvant. Les
extraits récupérés ont été conservé dans des flacons en verre hermétiqguement fermes et a l'abri

de la lumiére.
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Matériel vegétale (feuilles de Bunium incrassatum)

Nettoyage, Séchage, Broyage V4
Poudre fine
Macération pendant 24h N
Macérat
Filtration NV
Filtra
Evaporation 7
Résidus sec

Figure 13: Méthode de préparation des extraits des feuilles de Bunium incrassatum. ( tiaw et
al., 2015 ; Andualem et al., 2014).

1.2.2. Extraction par ultrason

L'extraction assistée par ultrasons a été réalisée selon les conditions d'extraction

optimales obtenues par Dahmoune et al., (2015).

L'objectif était d'extraire les composés phénoliques totaux des feuilles de Bunium
incrassatum. Dans cette étude, 10 g de poudre de Bunium incrassatum a été mélangé avec 100
ml de solvant. On utilise plusieurs solvants: Eau; Ethanol a 100% ; Ethanol a 70% ;
Méthanol & 100% et Méthanol & 70%.

L’extraction a été réalisée dans un bain a ultrasons pendant 20 min a une température de 40
°C. Par la suite, Les extraits obtenus étaient récupérés et filtrés avec un papier Wattman N°
01. Apres filtration, les extraits de feuilles de Bunium incrassatum ont été récupéré a été

conservé dans des flacons en verre hermétiquement fermés et a l'abri de la lumiére.
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1.3. Le rendement des extraits secs
Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de
I’extrait sec (poudre), et le poids du matériel végétal utilisé pour 1’extraction ; selon I'équation

suivante :(Mahmoudi et al., 2013).

R (%) = [(P1 -P2) / P3] x 100

R : est le rendement en pourcentage ; P1 : poids du ballon apres évaporation ;P2 : poids du

ballon avant évaporation ;P3: poids de la matiére végétale initial

1.4. Dosage des composées phénolique

1.4.1. Dosage des concentrations polyphénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux dans les extraits a été réalisée a 1’aide du

réactif Folin-Ciocalteu selon la méthode décrite par Wang et al., (2006).
1.4.1.1. Principe

Le reactif de Folin-Ciocalteu, qui est un meélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et dacide phosphomolybdique (H3PMO12040), est utilisé pour oxyder
I'ensemble des composés phénoliques. Ce réactif, de couleur jaune, subit une réduction lors de
l'oxydation des phénols, ce qui conduit a la formation d'un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe (W8023) et de molybdene (M08028) (Ribéreau-Gayon, 1968).

La coloration bleue qui se forme est directement proportionnelle a la concentration des
composés phénoliques et présente une absorbance maximale autour de 765 nm (Ojeil et al.,
2010). Pour accélérer la réaction d'oxydation, nous avons ajouté du carbonate de sodium, créant
ainsi un milieu alcalin. Dans le cadre de I'établissement des courbes de calibration, l'acide

gallique est souvent utilisé comme référence (Collin et Crouzet, 2011).
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OH OH
Folin Reagent
(M06+,w6+)
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Figure 14: Principe de dosage des polyphénols :
Méthode de Ribéreau-Gayon. (Ribéreau-Gayon,
1968).
1.4.1.2. Mode opératoire
Dans un tube, nous avons mélangé 100 uL d'éthanol provenant de chaque extrait avec 1,5
mL du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1 N). Aprés une incubation de 5 minutes dans l'obscurité,
nous avons ajouté 1,5 mL d'une solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 6% au melange
réactionnel. Le mélange a ensuite été incubé dans I'obscurité et a température ambiante pendant

1 heure et 30 minutes. Apres cette période d'incubation, I'absorbance a été mesurée a 765 nm .

En paralléele, une courbe détalonnage a été réalisée dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant de [lacide galligue comme contréle positif a différentes
concentrations. Les expériences ont éte répeteées trois fois, et les résultats ont été rapportés par
rapport a la courbe d'étalonnage et exprimés en équivalents d'acide gallique. Pour préparer le

blanc, les mémes étapes ont été suivies, mais l'extrait a été remplace par le solvant.

1.4.1.3. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux présents dans les extraits bruts a été calculée a
I'aide d'une équation de régression linéaire basée sur la courbe d'étalonnage. L'équation utilisée
était y = 0.0054x - 0.00358, avec un coefficient de détermination (R%) de 0,991. L'acide
gallique a été utilisé comme référence a différentes concentrations pour établir cette courbe

d'étalonnage. La concentration des polyphénols est exprimée en (mg EAG/g MS).
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1.4.2. Dosage des flavonoides

1.4.2.1. Principe

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des flavonoides & former des
complexes avec le trichlorure d'aluminium (AICI3), ce qui entraine l'apparition d'une coloration
jaunatre. En revanche, les complexes formeés entre les flavonoides et la soude (NaNO?2)

conservent une couleur rose (Dewanto et al., 2002).

Le chlorure daluminium est capable de former des complexes acides stables avec le
groupe cétonique C4 ainsi qu'avec les groupes d'hydroxyle situés aux positions C-3 ou C-5 des
flavones et des flavonols. De plus, le chlorure d'aluminium peut former des complexes acides
labiles avec les groupes orthodihydroxyles présents dans les cycles A ou B des flavonoides
(Chang et al., 2002).
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Figure 15: Principe de réaction entre les flavonoides et
I'aluminium trichlorure (AICI3) (Lagnika, 2005).

1.4.2.2. Mode opératoire

Dans cette expérience, 1 mL de trichlorure d'aluminium (AICI3) a une concentration de 2%
a été mélangé avec 1 mL d'extraits de plantes. Aprés une incubation de 15 minutes dans
l'obscurité et a température ambiante, des mesures d'absorbance a 415 nm ont été prises. Un
témoin a également été préparé dans les mémes conditions, mais sans l'ajout d'extrait de plante,

afin de servir de référence pour les lectures d'absorption.
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1.4.2.3. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été réalisée en utilisant une courbe d'étalonnage linéaire
établie avec un standard étalon, la quercétine, a différentes concentrations. L'équation de la
courbe d'étalonnage était y = 0.04x, avec un coefficient de détermination (R?) de 0.99. Les
résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme de

matiere seche. (mg EQ/g MS).
1.4.3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols dans les différents extraits de Bunium incrassatum a étédéterminée

par la méthode décrite par Kosalec et al.,(2004), avec quelques modifications.

1.4.3.1. Mode opératoire

» 1 mL de chaque extrait a été mélangé avec 1 mL de solution alcoolique AICls a 2 % et
3mL d'une solution d'acétate de sodium a 5 %.

> Incubation 2h30 a l'obscurité a température ambiante.

> L'absorbance mesurée a 440 nm.

> Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant la quercétine comme contréle positif a différentes concentrations.
1.4.3.2. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été établie en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y= 0.015x+0.099, R2=0,992) réalisé par un standard, la quercétine, a differentes
concentrations. Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent de quercétine par

gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).

1.4.4. Détermination de la teneur en pigments liposolubles

Les pigments naturels, également appelés colorants, sont largement présents dans le regne
vegétal et offrent une vaste gamme de nuances, allant du jaune au bleu en passant par le vert.
Parmi ces pigments, la chlorophylle, le lycopéne et le B-caroténe sont parmi les plus

couramment rencontreés et utilisés dans l'industrie agroalimentaire.

Lorsqu'ils sont utilisés conformément aux doses réglementées, ces pigments sont
bénéfiques pour la santé. Certains d'entre eux sont connus pour leurs propriétés antioxydantes,
comme l'ont démontré des études telles que celles menées par Ben Mansour et Tlemcani
(2009), Bouchet et al., (2005) et Kamat et al., (2000).

29



Chapitre | Matériels et méthodes

1.4.4.1. Mode opératoire

Dans le but de quantifier leur teneur dans nos plantes, nous avons opté pour la méthode

décrite par Barros et al., (2011).

Dans cette expérience, 150 mg de poudre végétale ont été agités vigoureusement apres
I'ajout de 10 ml du mélange acétone-hexane (4/6, v/v) pendant 1 minute. Ensuite, la solution a
été filtrée a l'aide de papier wattman N°4. L'absorbance du filtrat a été mesurée a différentes
longueurs d'onde, a savoir (A =453, 505, 645 et 663nm).

1.4.4.2. Expression des résultats

La teneur en pigments est calculée suivant les équations indiquées ci-dessous et exprimée

en pg/g de matiére végeétale seche.

% P-caroténe (mg/100 mL) = 0,216 X Ass3 — 1,220 X Asss — 0,304 X Asps + 0,452 X Assa.
% Lycopene (mg/100 mL) = —-0,0458 x Assz + 0,204 X Asas — 0,304 X Asos + 0,452 X Asss.
% Chlorophylle a (mg/100 mL) = 0,999 x Ags3 — 0,0989 X Asss.

% Chlorophylle b (mg/100 mL) =-0,328 X Aes3 + 1,77 X Asss

1.5. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits bruts
1.5.1. Activité de piégeage du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)
1.5.1.1. principe

Pour étudier l'activité anti-radicalaire de nos extraits, nous avons utilisé la méthode basée
sur le DPPH, conformément au protocole de Brand-Williams et al., (1995). Cette méthode,
basée sur le test du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), est couramment utilisée

pour évaluer les propriétés antioxydantes.

Le DPPH est un radical stable soluble dans le méthanol ou I'éthanol, qui présente une
absorption caractéristique a 517 nm, ce qui lui confére une coloration violette. Lorsqu'il est
réduit en diphenypicrylhydrazine par un capteur de radicaux libres, la couleur violette du DPPH
se transforme en jaune. L'intensité de la couleur jaune est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants présents dans I'échantillon.
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Ce changement de couleur est mesuré a l'aide d'un spectrophotométre, permettant ainsi de
quantifier l'activité anti-radicalaire des extraits testés. Des études telles que celles menées par
Maataoui et al., (2006) et Sanchez-Moreno (2002), ont utilisé cette méthode pour évaluer les

propriétés antioxydantes de différents composés.

- H
@ e @

Figure 16: Mécanisme réactionnel du test DPPHe : Réduction du radical libre DPPHe (Fettah,
2019).

1.5.1.2. Mode opératoire

- Nous avons preparé une solution de DPPH de 6 Mm dans le méthanol.

- Les tubes de dosages contiennent 500ul de chaque extrait a différentes concentrations et
1,5 mL de solution de DPPH.

- Les tubes control contiennent a la place de I'extrait, 500ul de méthanol et 1,5 mL de
solution de DPPH.

- L’absorbance est mesurée au spectrophotométre aprés 30min a température ambiante ala
longueur d’onde de 517 nm, comparée au standard qui contient 1’acide gallique, quercétinea

différentes concentrations.

1.5.1.3. Expression des résultats

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

o Abs controle—Abs échantill
Activité anti-radicalaire 96 =[AbS controle—Abs échantillon), . 4 J
Abs controle
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L'étude de la variation de l'activité antiradicalaire en fonction de la concentration des

extraits nous permet de déterminer la concentration qui entraine une inhibition de 50% (1C50).
Une valeur faible de I''C50 correspond a une grande efficacité de I'extrait dans la neutralisation
des radicaux libres.

Pour calculer les valeurs de I'C50, des graphiques ont été tracés en représentant les
pourcentages d'inhibition en fonction des différentes concentrations des fractions testées. Les
régressions linéaires ont été réalisées sur ces graphiques pour déterminer la concentration qui
correspond a une inhibition de 50%. La valeur de I''C50 est exprimée en milligrammes par
millilitre (mg/ml), conformément a la méthodologie utilisée dans l'étude de Belmassous
(2017).

1.5.2. Activité scavenging du radical ABTS
1.5.2.1. principe

La méthode utilisée est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cationique
ABTS (sel dammonium de l'acide 2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique). Ce
radical-cationique présente un spectre d'absorption dans le visible avec trois pics a 645 nm, 734
nm et 815 nm (Belkheiri, 2010).

En présence de persulfate de potassium (K25208), I'ABTS reéagit pour former le radical
ABTSe++ qui affiche une couleur bleue a verte. L'ajout d'un antioxydant dans le mélange va

réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange (voir Figure 17).

Cette methode est largement utilisee pour évaluer l'activité antioxydante des composés en
mesurant leur capacité a neutraliser le radical ABTSe+. La décoloration du mélange est un

indicateur de I'efficacité des antioxydants présents dans les échantillons testés
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Figure 17 : Génération du radical-cation ABTS et sa réaction avec un antioxydant
: Mécanisme et détection. (Oliveira et al., 2014).

La décoloration du radical cationique ABTS, mesuree par spectrophotométrie a 734 nm,
est directement liée a la concentration en antioxydants. Lorsque le radical cationique ABTS est
formé, un électron (e-) est arraché a un atome d'azote de I'ABTS, créant ainsi le radical
cationigue ABTS+. Cependant, en présence d'un antioxydant donneur de He (radical
hydrogene), l'atome d'azote concerné piege le radical hydrogeéne, formant ainsi 'ABTS+ et

entrainant la décoloration de la solution (Lien et al., 1999).

1.5.2.2. mode opératoire

- 1.9mL ABTS "+ 100 pl de chaque extrait a différentes concentrations.

- Incubation 5 minutes a I’obscurité et a température ambiante,

- Absorbance a 734 nm.

- Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant I’acide gallique, quercétine comme contréle positif a différentes concentrations.

1.5.2.3. Expression des résultats

Les résultats permettent de calculer et d’exprimer cette activité antiradicalaire en 1Cso

comme décrit précédemment pour le test DPPH.
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1.5.3. Réduction du fer : test FRAP

Le pouvoir réducteur d'un extrait est directement lié¢ & son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe"3+)
présent dans le complexe K_3Fe en fer ferreux (Fe”2+). (Oyaizu, 1986).

1.5.3.1. Principe

Dans cette méthode, la présence de réducteurs dans les extraits de plantes provoque la
réduction du fer ferrique (Fe"3+) présent dans le complexe ferricyanure de potassium en fer
ferreux (Fe”2+). Cette réaction est observée par un changement de couleur, ou la teinte jaune
du fer ferrique se transforme en une teinte bleu-vert caractéristique du fer ferreux. L'intensité de
cette coloration est mesurée a une longueur d'onde de 700 nm a l'aide d'un spectrophotometre

(Bougandoura et Bendimerad, 2013).
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Figure 18: Mécanisme réactionnel du test FRAP :
Réduction du complexe ferricyanide ferrique Fe(l11) par un
antioxydant ( bougandoura et Bendimerad, 2012).

1.5.3.2. Mode opératoire
Dans cette méthode, les étapes expérimentales sont les suivantes:
Préparer des tubes a essai en verre contenant 500 pL de différentes concentrations

d'échantillon.

% Ajouter 1 mL de tampon phosphate (pH 6,6) dans chaque tube.
s Ajouter 1 mL de potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN) 6] (1%) dans chaque tube.
s Agiter vigoureusement le contenu de chaque tube.

%+ Incuber les tubes dans un bain-marie a 50°C pendant 20 minutes.
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% Apreés l'incubation, laisser les tubes refroidir.

% Ajouter 1 mL d'acide trichloracétique (TCA & 10%) dans chaque tube.

% Centrifuger les tubes & 3000 tr/min pendant 10 minutes.

% Transférer 1 mL de surnageant dans un autre tube.

% Ajouter 1 mL d'eau distillée et 200 puL de chlorure ferrique (FeCl3 a 0,1%) fraichement
préparé dans chaque tube.

% Incuber les tubes pendant 10 minutes a température ambiante.

% Mesurer l'absorbance a 700 nm a I'aide d'un spectrophotomeétre.

Pour établir la courbe d'étalonnage, des tubes contenant différentes concentrations d'acide
ascorbique (contrle positif) sont également préparés en suivant les mémes étapes
expérimentales. L'absorbance de chaque échantillon et du contrble positif est mesurée a 700
nm.

En utilisant les valeurs d'absorbance obtenues, une courbe d'étalonnage est tracée en
représentant les concentrations connues d'acide ascorbique sur l'axe des x et les valeurs
d'absorbance correspondantes sur I'axe des y. Cette courbe permet ensuite de quantifier la
concentration des extraits inconnus en se référant a la relation entre l'absorbance et la

concentration établie par la courbe d'étalonnage.

1.5.3.3. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction de I'échantillon par rapport au standard acide ascorbique a été

calculé selon la formule : (Rohman et al., 2010).

Pouvoir réducteur % = [1'(1an< 100

As : absorbance du standard pour la concentration maximale testée

Ae : absorbance de I’échantillon & une concentration donnée.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

I1.1 Rendement d’extraction a partir des feuilles de Bunium incrassatum

Dans cette étude, nous avons utilisé cing solvants de polarité différente pour préparer les
extraits bruts a partir des feuilles de la plante Bunium incrassatum : extrait aqueux, éthanol
100%, éthanol 70%, méthanol 100%, méthanol 70%. Les caractéristiques des extraits et les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4 ci-dessous :

Tableau 4: Le rendementd'extraction du Bunium incrassatum.

Extrais Aspects Couleurs Rendements (%)
Aqueux Poudre Marron 23.90
Ethanol 100% Pateux Vert foncé 8.80
Macération Ethanol 70% Viscose Vert foncé 17.30
Méthanol 100% Pateux Vert 13.90
Meéthanol 70% Pateux Vert 15.50
Aqueux Poudre Marron 11.20
Ethanol 100% Pateux Vert foncé 3.80
Ultrason Ethanol 70% Viscose Vert foncé 10.50
Méthanol 100% Pateux Vert claire 6.50
Methanol 70% Pateux Vert claire 10

Ces résultats montrent que les meilleurs rendements d'extraction sont obtenus par

maceration a température ambiante par rapport a ceux obtenus par ultrasons.

D'autre part, nous constatons que le rendement le plus élevé est obtenu en utilisant I'eau
comme solvant d'extraction a la fois par macération et par ultrasons (23,90 % et 11,20 %
respectivement). Vient ensuite I'éthanol a 70 % (17,30 % et 10,50 %). En revanche, le méthanol
a 100 % est le solvant qui a donné le plus faible rendement dans le cas de la macération ou des
ultrasons.

Des études antérieures ont également rapporté que I'extraction par macération a partir des
feuilles de Bunium incrassatum récoltées dans la région d'Ain Dis de la wilaya d'Oum EI-
Bouaghi avec de l'eau et du méthanol a montré de faibles rendements (7,81% et 6,79%

respectivement) (Karouche et al., 2020).

Par ailleurs, les résultats obtenus dans la présente étude sont largement supérieurs a ceux
obtenus par Khettal et al., (2017), qui ont utilis¢ la méme technique d'extraction
(macération) sur des feuilles de Bunium incrassatum, avec l'utilisation du méthanol comme

solvant d'extraction (5,15%, a 12,45%). Alors que Rahmouni et Yaiche (2014). Ont obtenu un
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taux de rendement de 5,4% pour l'extraction par macération en utilisant I'éthanol, ce qui est

nettement inférieur a celui obtenu dans notre étude.

Ces variations des rendements d'extraction peuvent étre dues a plusieurs facteurs: la
solubilité des composés phénoliques dans les solvants d'extraction, les solvants utilisés et leurs
degrés de pureté, la méthode d'extraction, le temps d'extraction, la taille des particules et la
température (Naczk et Shahidi, 2004;Hayat et al., 2009).

Dans notre cas, la variation entre les deux méthodes peut étre due au temps d'extraction
qui était de 24h pour la macération et de 20min pour les ultrasons, & la température utilisée
pour l'extraction qui était ambiante dans le cas de la macération, ce qui préserve les substances
thermosensibles, contrairement aux ultrasons ou une tempeérature de 40°C a été utilisée. Cette
différence peut également étre due a l'utilisation, dans le cas de la macération, d'une agitation

qui assure I'nomogenéité du milieu et maintient les particules végétales en suspension.

Selon Oreopoulou et al.,(2019). L’eau est un bon solvant pour les acides phenoliques et
leurs glucosides que les solvants organiques, par exemple le méthanol, ou I'éthanol, en
particulier sous traitement ultrasonique. Alors que les solutions aqueuses d'éthanol sont de
meilleurs solvants que les alcools purs pour l'extraction des acides hydroxycinnamiques, et les
solutions d'éthanol dans I'eau (50 %) étaient plus efficaces que I'eau pure pour l'extraction des

acides phénoliques et des glucosides flavonoides de certaines plantes.

Cependant, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n'est qu'une quantité relative, variant d'une plante a l'autre en fonction de plusieurs
facteurs: géographiques, physicochimiques, biologiques, génétiques et climatiques, ainsi que
des méthodes d'extraction et des solvants utilisés et de la partie de la plante étudiée (EI-Haoud
et al., 2018).

11.2. Teneurs en composés phénoliques

11.2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Les polyphénols totaux dans les différents extraits bruts de Bunium incrassatum ontété

déterminés par spectrophotométrie a l'aide du réactif de Folin-Ciocalte.

Les résultats de la teneur en polyphénols de nos extraits (figure 19) ont été déterminés a partir
d'une courbe d'étalonnage développée avec différentes concentrations d'une solution standard

d'acide gallique (y=0,0054x+0,0358 ; R?= 0,0991), qui sont présentés dans (Annexe I11.1).
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Figure 19 : Teneur en polyphénols totaux des extrairs de feuilles de Buinun incrassatum.

Les analyses effectuées dans ce travail ont montré que les extraits étudiés contenaient des
teneurs élevées en composés phénoliques (figure 19). Il a également été constaté que
I'extraction par macération donnait plus de polyphénols totaux que I'extraction par ultrasons,
quel que soit le solvant utilisé.

D'autre part, quelle que soit la méthode d'extraction utilisée, I'éthanol 70% est le solvant

qui extrait le plus de composés phénoliques, avec une quantité de 188,15 £+ 5,73 et 123,36 * 8,32
mg EAG/g MS pour la macération et les ultrasons respectivement, suivi par les extraits de

méthanol 70% (163,41+ 8,04 par macération et 91,38+ 1,02 par ultrasons). La plus faible teneur

en polyphénols totaux a été enregistrée dans les extraits aqueux par ultrasons, avec 52,71 + 2,76
mg EAG/g MS.

Les résultats obtenus concernant la teneur en polyphénols totaux sont plus ou moins en
accord avec ceux rapportés par des études antérieures comme celle d'ElKolli et al., (2017),
réalisee sur la méme espéce Bunium incrassatum, qui a déduit un taux de 236,6 pg
EAG/mg.

D'autre part, nos résultats sont nettement supérieurs a ceux trouvés par Chizzola et al.,
(2014),qui ont travaillé sur I'extrait méthanolique de la méme espece, collectée dans différentes
régions de I'lran. Cette différence dans les résultats peut étre expliquée par la différence de

polarité des solvants utilisés ainsi que la région de la récolte et le climat.
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Plusieurs auteurs ont étudié I'influence de différentes conditions d'extraction sur le profil

phénolique, ainsi que sur la composition chimique de plusieurs espéces (AndziBarhé etFeuya-
Tchouya, 2015). Tandis que d'autres auteurs ont montré que non seulement chaque plante
differe de l'autre par sa composition chimique, mais également la composition des organes
d'une méme plante sont différentes, en plus, chaque composé chimique est extractible par un
solvant approprié (Youcefi et al., 2008).

D’autre part, de nombreux solvants ont ¢été utilisés pour extraire les polyphénols de
différentes plantes. L'efficacité d'un solvant dépend principalement de sa capacité a dissoudre
des groupes phénoliques spécifiques tels que les anthocyanes, acides phénoliques, flavonoides
glucosides, flavonoides, tanins, terpénoides et alcaloides. En outre, le solvant peut influencer la
perméabilité des cellules végetales par des modifications chimiques ou biophysiques. Par
exemple, [I'éthanol augmente la permeabilite cellulaire en affectant la bicouche
phospholipidique de la membrane (Oreopoulou et al., 2019).

D’autres paramétres peuvent influencer la solubilité des composés phénoliques, tels que la
nature et la polarité du solvant, et le degré de polymérisation des composes phénoliques. De
plus, la teneur totale en polyphénols des especes végetales dépend de nombreux facteurs, dont
des facteurs extrinseéques (géographiques et climatiques), des facteurs genetiques et le degré de

maturation de la partie de la plante utilisée (Naczk et Shahidi, 2004).

11.2.2. Tenures en Flavonoides
La teneur totale en flavonoides des extraits de Bunium incrassatum a été déterminée par la
méthode du trichlorure daluminium (AICI3) et du nitrite de sodium (NaNO.). Une courbe
d'étalonnage a été établie en utilisant la quercétine comme solution standard. La courbe
d'étalonnage comprend une équation de régression linéaire (y=0,040x) et un coefficient de
corrélation de R?= 0,99, qui sont rapportés dans I'Annexe 111.2. Les résultats obtenus sont illustrés

a la figure 20.
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Figure 20 : Teneur en flavonoides totaux des extraits de feuilles de Bunium incrassatum.

La teneur en flavonoides des extraits de feuilles de Bunium incrassatum obtenus (figure
20) a révélé la présence de flavonoides dans tous les extraits testés, avec des teneurs non
négligeables par rapport a celles rapportées dans la littérature.

Dans cette étude, I'extraction par macération a donné des teneurs en flavonoides plus
élevées que celles obtenues par ultrasons. Ces valeurs varient de 7,54 a 2,29 pour l'extraction
par macération, et de 5,13 a 1,65 pour l'extraction par ultrasons. D'autre part, I'extraction avec
un solvant organique a 70% (éthanol ou méthanol) a conduit a des teneurs en flavonoides plus

élevées qu'avec des solvants organiques purs ou de l'eau.

De tous les extraits testés, I'extraction avec 70% d'éthanol a permis d'obtenir les teneurs en
flavonoides les plus élevées dans les deux méthodes (7,45 + 03 et 5,13 + 0,52 mg EQ/g MS
pour la macération et les ultrasons respectivement), alors que l'extrait aqueux contenait les
teneurs les plus faibles (2,29 £ 0,35 et 1,65 + 0,05 mg EQ/g MS, respectivement).

D'autres études sur la méme plante Bunium incrassatum ont enregistré des teneurs assez
proches de celles obtenues dans notre étude, comme celle de Razna et al., (2018) qui ont
constaté des teneurs élevées en flavonoides pour I'extrait éthanolique & 70% (10,91mg EQ/Qg).

Tandis que Chizzola et al., (2014) ont rapporté que Il'utilisation du méthanol a permis
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d'extraire 4,3-9,5mg EQ/g de flavonoides.

Plusieurs travaux ont indiqué que I'éthanol présente des rendements similaires a ceux du
méthanol dans la plupart des cas, par contre ce dernier présente un caractére toxique pour
I'environnement ce qui ne favorise pas son utilisation dans les applications alimentaires
(Proestos et Komaitis 2008; Yaqoob et al., 2020). Ceci justifie notre choix de I'éthanol et de
l'eau, qui ont l'avantage d'étre moins chers, non polluants et non toxiques pour la santé
(Mahmoudi et al., 2013).

En outre, il a été prouvé que les teneurs en phénols totaux et en flavonoides sont élevées
lorsque le milieu de vie de la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése
des métabolites secondaires afin de s'adapter et de survivre (Apak et al., 2007).

11.2.3. Teneurs en flavonols

La méthode au trichlorure d’aluminium a été utilisée pour quantifier les flavonols dans les
différents extraits de Bunium incrassatum. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents
quercétine a ’aide d’une courbe standard (Annexe 111.3).
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Figure 21: Teneur en flavonols des extraits de feuilles de Bunium incrassatum.
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D’apres les résultats de la figure 21, La teneur en flavonols dans les extraits obtenus par

macération est significativement plus importante que dans les extraits obtenus par ultrason.

Les travaux réalisés dans cette étude, ont révélé la présence de ces composés dans tous les
extraits, avec des concentrations différentes en fonction du solvant utilisé pour I'extraction. En
effet, I'éthanol & 100 % et & 70 % a montré les taux d'extraction de flavonols les plus élevés
par rapport aux autres solvants (30,49 £ 0,65 et 26,18 + 0,21 mg EQ/g MS, respectivement).
Les extraits obtenus par ultrasons étaient compris entre 0,12 et 11,66 mg EQ/g MS.D’Oliveira
et al., (2016), ont rapporté que, pour obtenir une meilleure extraction de composés spécifiques
tels que l'acide rosmarinique, l'acide carnosique et le carnosol, une concentration optimale
d'éthanol de 70 % doit étre combinée a un temps d'extraction long et a un faible rapport liquide-

solide.

D'autres chercheurs ont signalé que l'utilisation d'un milieu acide (1% HCI) favorise une
récupération efficace des flavonols, et que l'ajout d'acide citrique ou ascorbique et des valeurs

de pH de 3-4,8 induisent une extraction accrue de ces composés (Oreopoulou et al., 2019).

Cependant, il est difficile de comparer ces resultats avec ceux de la littérature, car
l'utilisation de différentes méthodes d'extraction rend les comparaisons entre études moins
fiables (Oroian et Escriche, 2015).

11.2.4. Teneurs en composés liposolubles

La détermination des pigments liposolubles dans les extraits de feuilles de Bunium
incrassatum étudiés (figure 22) a montré que la chlorophylle (a) est le composé le plus
abondant par rapport aux autres pigments, ou elle est présente a une concentration de 55,13 +
2,8 mg/g MS, suivie par le lycopene (51,36 + 1,56 mg/g MS), d'autre part, la teneur la plus
faible est enregistrée avec la chlorophylle (b) (27,07 + 2,68 mg/g MS).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Tighilet et al., (2022), qui ont révélé
que la chlorophylle (a) et le lycopéne sont les deux pigments lipo-solubles les plus abondants

dans les extraits de rameaux des especes de Retama.

Les composés liposolubles sont connus pour jouer un rdle important dans la lutte de
I'organisme contre de nombreuses maladies en raison de leurs propriétés antioxydante, ce qui
peut réduire le risque de maladies causées par les radicaux libres, comme les maladies

cardiaques ou certaines tumeurs (Barros et al., 2013).
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En fait, la chlorophylle est connue pour aide raprotéger les membranes mitochondriales

des dommages oxydatifs causés par certains radicaux libres en inhibant la peroxydation des
lipides (Lecerf et al., 1994).

Les variations de la teneur en antioxydants des extraits de Bunium incrassatum peuvent
étre dues a des variations des conditions de récolte, la partie de la plante utilisée, et la période

de la récolte, ainsi que les interventions d'autres groupes chimiques (Shahidi, 2004).

Chlorophvlle b = 27.07

10 20 30 40 50 60 70
Teneur en piament linosolubles (ma/a MS)

Figure 22: Teneur en composés liposolubles des extraits de feuilles de Bunium
incrassatum.

o

11.3. Pouvoirs antioxydants des extraits

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de B. incrassatum a été réalisée par
trois tests in vitro : le test au DPPH, la méthode de FRAP et le test ’ABTS.

11.3.1. Activité de piégeage du radical DPPH

D'un point de vue méthodologique, cette méthode est considérée comme l'un des tests les
plus simples, les plus précis et les plus reproductibles pour évaluer I'activité antioxydante des
extraits végéetaux. La technique est basée sur la capacité des composés testés a neutraliser les

radicaux DPPH via un mécanisme de transfert d'atomes d'hydrogéne (Molyneux, 2004).

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition correspondant (Pl %), nous avons établi les profils d’activité
antiradicalaire présentés dans la figure 23, et c’est a partir de ces profils que nous avons déduit
la valeur correspondante a ’IC50 la concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour

inhibé 50% du taux des radicaux libres.
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Les résultats de ce test ont montré que les extraits de B. incrassatum présent aient une

variation de leur capacité a piéger les radicaux libres DPPH avec une ICsg allant de79, 42 *
0,42pg/mL a 359,85 £ 0,71 pg/mL, dans le cas de I’extraction par ultrason, alors quelles sont
entre 52,35 £ 0,14 ug/mL et 322,07 + 22,25 pg/mL par macération (les extraits aqueux ne sont
pas représente sur la figure 23).

80 —e— A1l —8—A2 —8—A3 —e—B] —®—B) —8—B3 —6—B4

Activité scavenging DPPH (%0)
8

Ad
0 50 100 150 200
Concentration des extraits (ug/ml)

Figure 23: Activité d'inhibition du radical DPPH par les extraits de Bunium incrassatum.
Al : Extrait par macération a éthanol 100%; A2 Extrait par macération a éthanol 70% ; A3 : Extrait par
macération a méthanol 100%; A4 Extrait par macération a méthanol 70% ; B1 ; Extrait par ultrason a
éthanol 100% ; B2 ; Extrait par ultrason a éthanol 70% ; B3 : Extrait par ultrason o méthanol 100%, B4 :
Extrait par ultrason a méthanol 70%.

Tableau 5 : valeurs d’ICso (ug/ml) pour le test de DPPH des extraits de Bunium incrassatum.

IC50 (ug/ml)

Solvant d’extraction Macération Ultrason

Ethanol a 100% 88,435 + 2,13 110,11 + 4,24
Ethanol a 70% 77,55+2,01 117,215 + 5,52

Méthanol a 100% 52,35+ 0,14 79,42 £0,21
Méthanol a 70% 98,5+1,70 87,385 + 0,64
Aqueux 322,07 £ 27,25 359,855 + 0.71

Quercétine 452+ 0.33
Acide Gallique 3.83£0.16
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D’aprés les résultats obtenus, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente

parallelement & I’augmentation de la concentration pour les différents extraits de la plante.

Les résultats du tableau 5 montrent que I'extraction par macération a une activité de
piégeage des radicaux DPPH trés élevée par rapport a l'extraction par ultrasons. Le taux de
piegeage le plus élevé a été observé avec les extraits méthanoliques pour les deux méthodes,
avec des 1Cso d'environ 52,35 + 0,14 pg/ml pour la technique de macération et 79,42 + 0,21
pg/ml, suivis par les extraits d'éthanol a 100 % et 70 % (77. 55 + 2,01 et 88,435 + 2,13 pg/ml),
tandis que l'activité la plus faible a été observée dans I'extrait aqueux des deux techniques (ICso
= 322,07 £ 27,25 pg/ml pour la macération et 359,855 + 0,71 pg/ml pour les ultrasons).

Cependant, cette activité de capture était toujours inférieure a celle des standards, a savoir
l'acide gallique et la quercétine (ICso = 3,13 + 0,06 pg/mL, et 5,82 + 0,08 pg/mL,

respectivement).
Comparons les résultats de notre étude avec celle rapportée par El Kolli et al., (2017). Qui

ont travaillé sur les extraits méthanoliques de B. incrassatum, on remarque que nos extraits

sont plus efficaces que (1Cso = 55,77 pg/ml) pour le méme test.

L'efficacité de ces extraits peut étre due au fait que les plantes sont riches en composés
phénoliques, notamment en flavonoides (quercétine, lutéoline, isothyme, kaempférol et leurs

glycosides), qui ont montré une activité significative (Narayana et al., 2001).

En effet, les polyphénols et les flavonoides sont de bons donneurs d'électrons et/ou
d'’hydrogéne, et leur capacité antioxydante varie d'un composé a l'autre (Naczk et Shahidi,
2004). Par conséquent, certains auteurs ont trouvé une bonne corrélation entre lactivité

antioxydante in vitro et la teneur en composés phénoliques (Khettal et al., 2017).

11.3.2. Activité de piégeage du radical ABTS*

L’activité antioxydante des extraits est déduite de leur capacité a inhiber le radical ABTS™,
obtenu & partir de ’ABTS comparativement a un antioxydant de référence: acide gallique et

quercétine. (Annexe I11.4).

Nous constatons d'aprés I’histogramme que tous les extraits présentent un pouvoir de
neutraliser le radical cation ABTS™ avec des effets dos-dépondent. Nous remarquons

également que I’extraits méthanolique a 70%présente la meilleure activité antioxydante pour Ce
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test (ICso = 7,1 = 1,1 pg/ml), et qui proche de celle des standards : I’acide gallique ou

quercétine (ICso =3.29 =pg/ml et 564 =pg/ml, respectivement). Les extraits
méthanoliques100%, éthanoliques 70% et 100%, ont également montré des bonnes activités
antioxydants (ICso entre 16.67 et 56,22 pg/ml), mais elles restent inférieures a celle des
composes de référence. Quant les extraits aqueux, ils ont des activités plus faibles par rapport
aux autres extraits étudies (ICso = 192.95 pg/ml pour ultrason et 1Cso = 206.205 pg/ml pour

macération).

Les résultats montrent que la quantité des molécules qui présente l'activité scavenging du
radical ABTS *est plus abondant dans les extraits obtenus par 1’ultrason par rapport aux extraits
obtenus par macération, ce qui est di probablement a la richesse de ces extraits en métabolites

secondaires.

Différentes études ont rapporté que plusieurs composes phénoliques, notamment les
flavonoides, sont impliqués dans cette activité. Floegel et al., (2011). Ont démontré une
correlation positive entre cette activité et la teneur en composés phénoliques, les flavonoides

représentant 72 % de l'activité de piégeage.

250 ® Macération = Ultrason 206.2
200
150
100
€
g 50
o
[Te)
@) 0
- 1 2 3 4 5
Extraits

Figure 24 : Valeurs d’IC50 par le test d’ABTS des differents extraits des

plantes étudiées 1 : Méthanol 100% 2 : Méthanol 70% 3 : Ethanol 100% 4 : Ethanol
70% 5 : Aqueux.
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Figure 25 : Pouvoir d’inhibition des extraits de Bunium incrassatum par ultrason.
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition des extraits de Bunium
incrassatum par macération.
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11.3.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits de la plante a été évaluée en utilisant la méthode de

FRAP. Les résultats sont réesumés dans les figures 27.

12

10

Al A2 A3 A4 A5 B1 B2 B3 B4 B5

Figure 27 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Bunium

incrassatum par le test de FRAP.AL : Extrait par macération a éthanol 100% ; A2 : Extrait
par macération a éthanol 70% ; A3 : Extrait par macération a méthanol 100% ; A4 : Extrait par
maceération a méthanol 70% ; B1 : Extrait par ultrasona éthanol 100% ; B2 : Extrait par ultrason a
éthanol 70% ; B3 : Extrait par ultrason a méthanol 100% ; B4 : Extrait par ultrason a méthanol
70%.

Ce test est un essai simple, rapide et reproductible basé sur le passage du jaune au vert pale
en fonction de la concentration d'antioxydants dans les échantillons. La présence d'agents
réducteurs dans les extraits de plantes entraine la réduction du complexe Fe**/ferricyanide a la
forme ferreux. Par conséquent, le Fe?" peut étre évalué en mesurant et en controlant
l'augmentation de la densité de la couleur dans le milieu réactionnel a 700 nm. (Chung et al.,
2002 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014).

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des extraits végétaux est dose-
dépendant, c'est-a-dire que la capacité a réduire le fer est proportionnelle a la concentration

des extraits utilisés, I'acide ascorbique étant utilisé comme étalon (Annexe VI).
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Les meilleurs pouvoirs réducteurs des différents extraits de feuilles de Bunium incrassatum

ont été obtenus par ultrasons par rapport a la macération. Parmi les extraits étudiés, l'extrait
d'éthanol a 70% a montré le meilleur pouvoir réducteur, avec une teneur en antioxydants

estimée a 9,94 + 0,21 mg EAA sc/g MS) par rapport aux autres extraits.

Selon les résultats obtenus, les capacités réductrices des extraits obtenus par macération
sont classées par ordre croissant comme suite: éthanol 100% >méthanol 100% >éthanol 70%

>méthanol 70% >aqueux.

Par contre, les capacités réductrices des extraits obtenus par ultrason sont classées par
ordre croissant comme suite: éthanol 70% >éthanol 100% >méthanol 100% >méthanol 70%
>aqueux.Khettal et al., (2017). Ont trouvé une bonne corrélation entre la teneur en composés
phénoliques, en particulier les flavonoides, et la concentration inhibitrice et les valeurs FRAP,
ce qui signifie que les polyphenols et les flavonoides sont un réle important dans la réduction

ou la neutralisation des radicaux libres.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent une source privilégiée de principes actifs, ce qui
explique leur utilisation croissante dans l'industrie pharmaceutique. Parmi les
nombreux composés végétaux, les polyphénols suscitent un vif intérét et font I'objet de
nombreuses études de nos jours.

L'objectif de cette étude est de comparer deux meéthodes d'extraction des
composés phénoliques : la méthode conventionnelle de macération a température
ambiante et I'extraction assistée par ultrasons. Cette comparaison porte sur plusieurs
aspects, notamment le rendement d'extraction des métabolites ciblés, le dosage

colorimétrique des extraits obtenus et I'évaluation de leur activité antioxydante.

Les resultats de I'étude comparative indiquent que le rendement d'extraction le
plus élevé a éte obtenu par la méthode de maceration conventionnelle. Cette méthode a
permis dextraire une quantité plus importante de composés phénoliques de

I'échantillon végétal par rapport a I'extraction assistée par ultrasons.

Les données d'évaluation quantitative des différentes classes de composés
phénoliques, tels que les polyphénols totaux, les flavonoides et les flavonols, montrent
que la macération conventionnelle permet une meilleure extraction quantitative des
polyphénols totaux. Cela signifie qu'une plus grande quantité de polyphénols totaux

est extraite de I'échantillon végétal lors de I'utilisation de la méthode de macération.

Daprés les résultats des pourcentages d'inhibition de radical libre DPPH on
remarque que Extraction par macération possedent une activité de piégeage tres forts
contre le radical DPPH comparativement avec UAE. Les extraits agueux montré une
valeur ¢levées d’IC50 c'est-a-dire une activité anti radicalaire tres faible contra le
radical DPPH. L’extrait méthanol 100 % posseédent une activité de piégeage forte
contre le radical DPPH avec de valeurs d’IC50 allant de 52.35mg /ml par rapport les

autres extraits.

Les résultats de I'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage
du radical-cation ABTS montre que 1’extrait éthanolique 70%doué d'un pouvoir
antioxydant important (IC50 = 7.1 pg/ml) pour ultrason qui est comparable a celle de
I ‘acide ascorbique (IC50 = 2.44 pg/ml), Bien que les extraits aqueux possedent un

effet faible par rapport a quercétine ou acide gallique.

Conclusion
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Ensuite, nous avons évalué le pouvoir réducteur des produits extraits en utilisant
la méthode de réduction du fer (FRAP). Les résultats obtenus ont montré que l'extrait
éthanolique a 70% a présenté un effet antioxydant remarquable, avec une valeur de
9,94 pg/ml. Cette valeur était comparable a celle obtenue avec l'acide ascorbique

extrait par ultrasons.

En tant que perspectives de recherche, il est proposé de mener des études
complémentaires afin d'identifier les composés phytochimiques présents dans les
extraits étudiés, que ce soit par macération conventionnelle ou par extraction assistée

par ultrasons.

Conclusion
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Annexes

Annexe |: Matériels non biologique

Appareillage Verreries et autres | Réactifs et solutions
Bec benzene Bécher Eau distillé
Etuve d’incubation Entonnoir Ethanol, méthanol

Balance de
précision.

Eprouvette graduée

Carbonate de sodium (NazCOs)

Réfrigérant

Fioles

Trichlorure d’aluminium (AIClz)

Acide 2,2’-azino-bis (acide 3-

Spectrophotométre | Tubes a essais éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS "
Moulin a café Barreau magnétique | Quercétine, Acide gallique

Bain marie Portoir a tubes Folin-Ciocalteu (0.1N)

Tamiseur Spatule Persulfate de potassium (K2OsgS»)

Autoclave Boites de petri 2,2-diphényle-1- picrylhydrazyl (DPPH)

pH metre Acide Ascorbique

Agitateur Acide chlorhydrique (HCL)

Bain ultra-son Chlorure ferrique (FeCls)

Ferricyanure de potassium (K2Fe(CN)s

Acide trichloracétique (C2HCI;0,)
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Figure 28: Bain marie Figure 29: la balance

Figure 30: Spectrophotomeétre Figure 31: Autoclave
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Annexe Il : Préparation des solutions
Solution de I’acide gallique
» Dissoudre 1 mg d’acide gallique dans un volume de 1ml méthanol.
Solution de Carbonate de sodium & 6%
» Dissoudre 6g de Na,COz dans 50 ml de I'eau distillée.
Solution de Folin-Ciocalteu a 0.1N
» Ajouter 5 ml du réactif Folin-Ciocalteu dans 45 ml d’eau distillée.
Solution de Quercétine
» Dissoudre 1 mg de quercétine dans 1ml méthanol.
Solution de Trichlorure d’aluminium a 10%
» Dissoudre 10g d’AlCl3 dans 100 ml de I'eau distillée.
Solution radical ABTS*

» Mélangeant une solution de 7 mM d'ABTS avec une solution de 2.5 mM du persulfate
de potassium (K20sS>). La solution ABTS™™ a ensuite été stockée a I’abri de la lumiére
et a température ambiante pendant 16 heures, puis diluée avec de I'eau distillée pour
obtenir une DO de 0.700 + 0.02 & 734 nm.

Solution de DPPH

» Mélanger dans un Bécher 2.4 mg de DPPH avec 100 ml d'éthanol. Le mélange est
maintenu sous agitation continue pendant une heure apres enrobage par le papier

Aluminium.

Solution tampon phosphate a pH=6,6
» Solution de di-hydrogénophosphate de potassium NaH2PO4 : 2.4 g/100 ml d’eau
distillé.
» Solution de di-sodium hydrogénophosphate : Na2HPO4 : 2.84 g/100 ml d’cau distillé.
» Mélanger 50 ml Na2HPO avec 50 ml NaH2PO4, jusqu'a PH 6,6.
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Annexe 111.1 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols.
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Annexe I11.4. : Variation d’inhibition d’ABTS par le quercétine.
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Annexe I11.5: Variation d’inhibition d’ABTS par I’acide gallique.
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Annexe 111.6 : Courbe d'étalonnage pour I’activité antioxydant par test de FRAP de I’acide

Ascorbique.
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Résumé

Bunium incrassatum est une plante familiére des milieux ruraux présente dans les régions du
tell Algérien. Elle appartient a la famille des Apiaceae, connue localement sous le nom de
«Talghouda». Elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle dans notre région pour
traiter les maladies thyroidiennes.

L’objectif de la présente étude est de valoriser différents extraits des feuilles de la plante
Bunium incrassatum en déterminant la quantité des polyphénols et des flavonoides et flavonol et
pigment liposoluble et d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de plantes (testée par les
méthodes DPPH, ABTS et FRAP) dans deux méthodes d’extraction par macération et par ultrason.

Les meilleurs teneurs des polyphénols et des flavonol sont obtenus par d’extraction de
macération dans les extrais éthanol 100% avec un taux estimés a 169.32 mg EAG/g MS, 30.42
mg EQ/g respectivement. Contrairement le meilleur teneur des flavonoides sont obtenus par
d’extraction assiste par ultrason dans les extrais éthanol 100% avec un taux estimés a 8.28
mgEQ/gMS. Les feuilles de Bunium incrassatum riche en pigment liposoluble  B-caroténe
(0.440384 mg/100mL), en lycopéne (0.7835588mg/100mL), en chlorophylle a
(0.8137838mg/100mL) et en Chlorophylle b (0.424348 mg/100 mL).

Par ailleurs I'extrait méthanol 100% des feuilles de Bunium incrassatum renferme un fort
pouvoir réducteur et des capacités antioxydantes vis-a vis le radical DPPH avec un IC50 de 59.46
mg/ml, 82.58 mg/ml dans les deux méthodes d’extractions (macération, ultrason), respectivement.

Les résultats révélent que les extraits de Bunium incrassatum (principalement 1’extrait
éthanol 70%) renferme un fort pouvoir réducteur a inhiber le radical ABTS™ avec un IC50 de 6.59
mg/ml, 33.44 mg/ml dans les deux méthodes d’extractions (ultrason, macération), respectivement.

Ensuite nous avons évalué le pouvoir réducteur des produits par la méthode de réduction de
fer (FRAP) ,les résultats obtenus montré que 1’extrait éthanol 70% ( 9.94 pg/ml) a manifesté d’un
effet antioxydant remarquable a celui obtenu par I ‘acide ascorbique par rapport les autres extraits.

Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour d’autres études orientées

vers la détermination des composés actifs dans les extraits de la plante Bunium incrassatum

Mots-clés : Bunium incrassatum, extraits bruts, polyphénols, Polyphénols, Flavonoides, Activité

antioxydante, plantes médicinales, Talghouda, FRAP, ABTS, DPPH, flavonol , pigment liposoluble
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Abstract
Bunium incrassatum is familiar plants of the rural environments present in the regions of the
Algerian tell. 1t belongs to the Apiaceae family, known locally as "Talghouda”. It is widely used in
traditional medicine in our region to treat thyroid diseases.

The objective of the present study is to valorize different extracts from the leaves of the Bunium
incrassatum plant by determining the quantity of polyphenols and flavonoids and flavonol and fat-
soluble pigment and to evaluate the antioxidant activity of plant extracts (tested by methods DPPH,
ABTS and FRAP) in two methods of extraction by maceration and by ultrasound.

The best levels of polyphenols and flavonols are obtained by maceration extraction in 100%
ethanol extracts with an estimated rate of 169.32 mg EAG/g DM, 30.42 mg EQ/g respectively.
Unlike the best content of flavonoids are obtained by ultrasonic assisted extraction in 100% ethanol
extracts with an estimated rate of 8.28 mgEQ / gMS. Bunium incrassatum leaves rich in fat-soluble
pigment [-carotene (0.440384 mg/100mL), Ilycopene (0.7835588mg/100mL), chlorophyll a
(0.8137838mg/100mL) and chlorophyll b (0.424348 mg/100mL).

In addition, the 100% methanol extract of Bunium incrassatum leaves contains a strong
reducing power and antioxidant capacities vis-a-vis the DPPH radical with an 1C50 of 59.46 mg/ml,
82.58 mg/ml in the two extraction methods ( maceration, ultrasound), respectively.

The results reveal that the Bunium incrassatum extracts (mainly the 70% ethanol extract) have
a strong reducing power to inhibit the ABTSe+ radical with an IC50 of 6.59 mg/ml, 33.44 mg/ml in
the two extraction methods (ultrasound, maceration), respectively.

Then we evaluated the reducing power of the products by the iron reduction method (FRAP),
the results obtained showed that the 70% ethanol extract (9.94 nug / ml) showed a remarkable
antioxidant effect to that obtained by | ascorbic acid compared to other extracts.

These results can be considered as a starting point for further studies aimed at determining the
active compounds in the extracts of the Bunium incrassatum plant.

Keywords: Bunium incrassatum, crude extracts, polyphenols, polyphenols, flavonoids, antioxidant
activity, medicinal plants, Talghouda, FRAP, ABTS ,DPPH, flavonol, fat-soluble pigmen
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