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Résume

Dans le but de découvrir de nouvelles substances naturelles et mieux connaitre le métabolisme
secondaire de la plante Atriplex Halimus Notre recherche s'articule autour de trois axes dont
le premier est basé sur le screening phytochimique de 1'Atriplex Halimus appartenant a la
famille des Amarantacées.

L'étude phytochimique de cette plante effectuée au laboratoire de FSEI Mostaganem, a révélé
la présence des flavonoides, alcaloides, tanins, coumarines, saponines, Tétrahydrocanabinols,
composés réducteurs et mucilages.

Le second axe est basé¢ sur l'extraction des huiles essentielles par la méthode d'
hydrodistillation et les analyses CG/MS ont révélé la présence de plusieurs produits.

Le screening phytochimique nous a confirmé la richesse de cette substance en métabolites
secondaires qui peuvent conférer ses vertes thérapeutiques d'ou un troisieme axe est basé¢ sur
l'activité antioxydante et finalement I’extraction des flavonoides a été faite par 1’appareil
Soxhlet.

Mots clés:

Screening phytochimique-L’huile essentielle —Thérapeutique-Antioxydante-Soxhlet-
M¢étabolite-Phytoconstituants-In vitro.

Abstract

With the aim of discovering new natural substances and better understanding the secondary
metabolism of the Atriplex Halimus plant. Our research revolves around three axes, the first
of which is based on the phytochemical screening of the Atriplex Halimus belonging to the
Amarantacées family. .

The phytochemical study of this plant carried out in the laboratory of FSEI Mostaganem,
revealed the presence of flavonoids, alkaloids, tannins, coumarins, saponins,
tetrahydrocanabinols, reducing compounds and mucilages.

The second axis based on the extraction of essential oils by the method of hydrodistillation.
The CG/MS analyzes revealed the presence of several products.

The phytochemical screening confirms the richness of this substance in secondary metabolites
which can confer its therapeutic greens from where a third axis is based on the antioxidant
activity and finally extraction of the flavonoids was made by Soxhlet.

Keywords::

Phytochemicalscreening-Essentialoil-Therapeutic-Antioxidant-Soxhlet-Metabolite-
Phytoconstituents-In vitro-Traditional-medicinal
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Introduction générale
- _____________________________________________________________

Introduction générale

Les végétaux constituent une fonction nutritionnelle, elles servaient d’alimentation
aux animaux et aux hommes peuplant la terre. Mais le plus important I’homme a recherché
dans son environnement de quoi soulager ses maux ou traiter ses maladies et il a découvrit
que les plantes possédent une autre fonction qui est le pouvoir de guérison [1].
Nos ancétres ont découvert depuis les temps reculés leurs grande utilité, en raison des
bienfaits qu’elles procurent et ils ’ont considéré comme des remedes traditionnels et une
pharmacie naturelle cela est due a leurs actions bénéfiques, méme qu’il était difficile pour
eux de définir les molécules responsables de 1’action pharmacologique.

Il est intéressant de noter que les antioxydants naturels font 'objet de nombreuses
recherches et de nouvelles approches pour développer des métabolites secondaires et des
polyphénols en général, notamment dans le domaine de la santé et ciblant les maladies
malignes (cancer) et l'industrie alimentaire. Ces composés, représentés par la famille des
polyphénols, ont été largement étudiés pour leurs propriétés biologiques : antioxydants, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses. Notez que l'effet puissant de ces
substances dans la prévention des réactions des radicaux libres en neutralisant les radicaux

libres est dii a la présence de la structure phénolique et de ses groupes hydroxyles.

A cet effet, des progrés dans le domaine des antioxydants ont été mis en évidence, si bien

que le nombre de plantes médicinales sur le marché aux Etats-Unis est d'environ 1800 [2].
Les travaux en cours s'inscrivent dans ce contexte.
Pour le présent mémoire, nous proposons un plan de quatre chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit, est une étude bibliographique et présentation de I’espéce

Atriplex Halimus.
Le deuxiéme chapitre sera consacré a 1’étude des métabolites secondaires de cette espece.

Le troisiéme chapitre est basé sur I’étude phytochimique de la plante et I’extraction de I’huile

essentielle

Le quatrieme chapitre est une valorisation de 1’activité antioxydante de I’huile essentielle de

la plante et I’extraction des flavonoides et é&tudier leurs activités antioxydante.



CHAPITRE 1

PRESENTATION DE LA PLANTE



Chapitre 1 Présentation de la plante
L

I. Généralités sur I’Atriplex Halimus
Atriplex Halimus (noms usuels G’ttaf, Arroche, Pourpier de mer) est un arbuste, de 1 a
3 m de haut, trés ramifi¢, formant des grappes atteignant 1 a 3 m de diamétre [1]. Il existe
environ 420 espéces dans le genre Atriplex (Chénopodiacées), réparties dans les régions

tempérées, méditerranéennes et subtropicales entre latitudes 20 et 50° nord et sud [2].

L'espéce Atriplex Halimus a une palatabilité tres satisfaisante [3], C'est une plante trés touffue

de couleur argentée [4].

II. Classification de I’espéce
D’apres Chadefaut et Emberger en 1960, la systématique d’Atriplex Halimus dans le régne

végétal est la suivante [5]

Tableau 1 : Classification de 1’espece

Reégne Végétale
Embranchement Spermaphytes (Phanérogames)
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Apétales
Ordre Centrospermales
Famille Amarantacées (Chénopodiacées)
Genre Atriplex
Espéces Atriplex Halimus
Nom vernaculaire frangais | Arroche Halime ou pourpier de mer
Nom anglais Sea-orache
Nom arabe G’ttaf, —akdll
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Figure2 : Feuilles d’Atriplex Halimus ~ Figure3 : Fructification d ’Atriplex Halimus
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Figure5 : Tiges et feuilles d 'Atriplex Halimus
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III. Aspect morphologique

1. Racines
L Atriplex Halimus possede un systéme racinaire trés développé, qui lui permet d'exploiter les
réserves en eau du sol et de former un réseau dense qui agrége le sol et le rend résistant a
'érosion [6]. Le systéme racinaire est constitué d'une racine principale de 50 a 90 cm de
profondeur, avec de rares racines secondaires de méme longueur ou parfois plus longues, une

fois sorties plusieurs troisiémes racines fines et courtes [7].

Figure 6 : Les racines d 'Atriplex Halimus

2. Tiges
Les tiges sont ligneuses, vaguement anguleuses dans leur longueur, trés rameuse [8]. Elles
sont de couleurs blanc grisitre plus ou moins anguleux enticrement feuillée [9]. Généralement

les tiges sont érigées, robustes et terminés par des grappes allongées [10].

Figure 7 : Les tiges d 'Atriplex Halimus



Chapitre 1 Présentation de la plante

3. Feuille
Des petites feuilles, entre 2 2 5 cm de long et 0,5 a 1 cm de large [11].

Figure 8 : Les feuilles d Atriplex Halimus

4. Fleurs
Monoiques ; inflorescences en panicules d'épis terminales, nues [12]. Ces inflorescences
portent souvent des fleurs males a cinq étamines au de sommet et des fleurs femelles a la base

dépourvue de périanthe.

Figure 9 : Les fleurs d’Atriplex Halimus
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5. Fruits

Composé par les deux bractéoles, indurées, en forme de rein, dentées ou enticres, lisses ou
tuberculeuses, toujours farineuses, pubescentes ou velues, droites ou incurvées ; graine
verticale, en lentille, brun fonc¢, de 2mm de diamétre environ, terne et entourée du péricarpe

membraneux [13].

FigurelO : Les fruits d 'Atriplex Halimus

6. Graines

Forme lenticulaire verticale brun foncé, d'environ 2 mm de diamétre, mate, entourée d'une

peau membraneuse. Il est extrémement hétérogeéne et polymorphe [14].

Figure 11 : Les graines d Atriplex Halimus
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IV. Répartition géographique de I’Atriplex

1. Dans le monde

Les plantes Atriplex se trouvent dans la plupart des régions du monde. Nombre approximatif

de ces especes dans diverses régions et pays arides et semi-arides du monde [15].
2. Dans I’Algérie

En Algérie, I'Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-arides et arides, les
zones les plus étendues correspondent aux ceintures dites steppiques (Batna, Biskra,
Boussaada, Djelfa, Saida, M'sila, Tébessa, Tiaret) [16]. En Algérie, 13 especes indigénes ont

¢été dénombrées, dont 5 vivaces et 8 annuelles [17].
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Figure 12 : Carte montre la répartition des Atriplex Halimus dans le bassin méditerranéen

(OrtizD’Ordaet al, 2005).
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V. Importance de I’Atriplex Halimus

1. Pharmacologique

Son utilisation en médecine traditionnelle est bien connue pour ses propriétés
hypoglycémiantes et hypolidémiantes [18]. En fait, il agit contre la maladie du sommeil

(trypanosomiase)[ 19].Et possede également des propriétés antioxydants [20].

Au Sahara occidental, les cendres d'Atriplex Halimus sont absorbées par 1'eau et utilisées pour

traiter I'acide gastrique, et les graines sont ingérées comme émétique [21].

L'herbe coupée contient un pourcentage ¢levé de béta-caroténe, de xanthines et de lutéine, qui
sont des antioxydants qui combattent les radicaux libres. De méme, I'herbe coupée contient
de la vitamine C et de la vitamine D, en plus de l'orchidée, qui stimule le corps a produire du

collagene et améliore ainsi I'élasticité de la peau [22].

Les feuilles sont utilisées pour traiter les maladies cardiovasculaires, le diabete et

I'hypertension artérielle, et méme les rhumatismes [23].

Utilisez également des feuilles broyées pour assécher les plaies. Les feuilles fraiches sont
broyées et appliquées sous forme de pommade sur les coupures et les plaies pour les cicatriser

[24].

Les racines sont coupées en lanicres a la manic¢re d'un sivak pour le soin de la bouche et des

dents, et les feuilles sont utilisées pour traiter les maladies cardiaques et le diabéte [25], [26].
2. Ecologique

Le repeuplement a base d'herbe (ex. Atriplex Halimus) est un moyen de répondre au probleme
de la désertification qui se manifeste par la perte de terres forestiéres, notamment dans les
zones herbeuses a vocation pastorale. Ces plantes ont des systémes racinaires tres développés
qui leur permettent d'exploiter pleinement les réserves en eau du sol et forment un réseau
dense qui agrege le sol et le rend résistant a I'érosion [27]. Il est présent dans des régions ou le
déséquilibre écologique s’accentue et ou le phénoméne de désertification prend des
dimensions alarmantes. Cette espece peut contribuer a la valorisation des sols marginaux et
dégradés et a 1’amélioration des productions végétale et animale dans plusieurs régions

démunies [28].
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3. Fourragere

C'est une source de minéraux vitamine et protéines pour le bétail [29], ce qui permet de les
utiliser comme une réserve fourragere en été et en automne. Comblant la carence de fourrage
qui se manifeste avant la croissance printaniére des especes fourrageéres herbacées [30].
Différentes observations expérimentales ont démontré que grace a cet arbuste. Le bétail peut

supporter de longues périodes de carence alimentaire dues a la sécheresse [31].
4. En Phytoremédiation

Les espeéces d’Atriplex sont connues pour contenir de fortes teneurs en fer (Fe), en
manganese (Mn), en aluminium (Al) et en molybdéne (Mo) [32] et le sélénium (Se) en
grandes quantité [33]. Des études récentes, ont permis de montrer le caractere promoteur de
I’Atriplex Halimus qui soumise a une importante dose de cadmium ou de zinc, est capable
d’accumuler des quantités importantes de ces ¢€léments sans présenter d’inhibition de

croissance ou d’augmentation de la mortalité de la plante. [34]
5. Economique

Atriplex Halimus est utilis¢ comme plante fourrageére car son feuillage persistant riche en
protéines est trés apprécié par les animaux durant la longue période de sécheresse estivale.
Une bonne formation d’Atriplex Halimus peut produire jusqu’a cinq tonnes/hectare de culture

séche par an sur des sols dégradés ou salins inutilisables pour d’autre cultures [35].
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VI. Utilisation de I’Atriplex Halimus

1. En alimentation humaine

L Atriplex Halimus est un arbuste réputé pour la valeur nutritive et énergétique de ses feuilles
tendres, non seulement pour le bétail, mais aussi comme aliment pour les nomades et la
population locale steppique. En effet, au printemps, dans plusieurs régions en Algérie (Djelfa)
et Tunisie (Gabes), les jeunes pousses de G’ttaf sont consommées par I’homme, en le
préparant comme des épinards par son contenu riche en fibres, il facilite la digestion,

augmente la réplétion gastrique et hydrate le contenu du bol fécal [36].
2. En économie

La plantation d’Atriplex apparait comme 1’'un des meilleurs moyens de réhabiliter les zones
désertiques et de les restaurer a la production. Cette plante représente une source potentielle
d'utilisation économique ; il peut fournir des sources de fourrage avec une bonne valeur
nutritive pendant les saisons seches, et les périodes de pénurie de ressources de paturage. De
plus, il peut contribuer a la valorisation des sols marginaux et dégradés et a 'amélioration des

productions végétales et animales dans plusieurs zones dépouillées [37].
3. En phytothérapies

En médecine traditionnelle, Atriplex Halimus est utilisé par la population steppique pour des
fins thérapeutiques, principalement pour soigner I’hyperglycémie chez les patients diabétiques
[38]. Elle utilise aussi pour soigner les inflammations des voies urinaires (cystites) et les

lithiases urinaires.

L’¢tude de la chromatographie des alcaloides a montré la présence de berbérine et de pipérine
chez Atriplex Halimus. La berbérine est un composé connu par son activité antimicrobienne
et anti-inflammatoire, également recommandé pour traiter la malaria. Grace a leurs propriétés

antioxydants, certains flavonoides ont un effet protecteur des tissus du foie contre le cancer

[39].
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VII. Travaux antérieurs sur la plante Atriplex Halimus
Plusieurs travaux sont réalisés sur Atriplex Halimus, parmi ces travaux, la détection de
présence des phénols totaux, des alcaloides, des saponines glycosides, des résines, des tanins

et des flavonoides dont les flavonols constituent la classe majeure chez la plupart des espéces

Atriplex [40],[41],[42].

On trouve aussi des travaux sur I’activité antioxydant de 1’extrait méthanolique des feuilles
d’Atriplex Halimus [43], de I’extrait éthanolique [44] et I’extrait phénolique [45], et sur
I’activité antidiabétique de I’extrait aqueux [46]. Aussi des travaux sur les constituent bioactif

de I’Atriplex Halimus [47]. Cette plante possede aussi une activité antimicrobienne [48].

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Atriplex Halimus possede de nombreuses
propriétés biologiques, telles que les propriétés antioxydants de principaux métabolites
secondaires des feuilles et des tiges [49], elle présente des propriétés hypoglycémiante et

antidiabétique [50].

Plusieurs extraits aqueux et éthanolique de Atriplex Halimus montrent la présence des phénols
totaux, des saponines glycosides, des alcaloides, des tannins, des résines, et des flavonoides
dont les flavonols constituent la classe chimique majeure chez la plupart des especes

& Atriplex [511,[52].

Les grains d’Atriplex Halimus sont trés tolérants au stress hydrique [53]. L’utilisation de
bouture d’Atriplex Halimus pourrait €tre un outil précieux et efficace pour la restauration

de la végétation dans les écosystetmes coOtier pollués par Cu [54].
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I. Introduction

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétiques
S'accumule en petites quantités dans les plantes. Ils représentent une grande variété de
composés organiques Son rdle direct dans la croissance et le développement des plantes.
Cependant, ils jouent Autres roles importants : odorat, protection contre les insectes, les
herbivores et Rayonnement UV solaire [55],[56], [57]. Parce qu'ils jouent également un rdle
important dans l'interaction des plantes et leur environnement [58]. Plus de 200 000 structures
de métabolites secondaires Confirmé [57]. Certains de ces métabolites sont utilisés pour la
manipulation da La fermentation du rumen, précisément pour stimuler la digestion et réduire
les pertes, il existe sous forme de méthane et d'ammoniac [55], [57]. L'activité de ces

substances dépend principalement de leurs propriétés chimiques et leurs concentrations [59].

II. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits de compositions généralement assez complexe,
renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés aux
cours de la préparation. [60]. Les huiles essentielles sont des extraits de plantes obtenus par
distillation ou extraction mécanique des plantes. Ce procédé de concentration permet d'isoler
quelques molécules présentes dans la plante qui ont des propriétés particulieres. Il existe aussi
certaines huiles essentielles dites "identiques nature", qui sont les mémes molécules que celles
des plantes mais obtenues synthétiquement par 1'industrie chimique [61]. Une huile peut étre

utilisée a plusieurs fins en méme temps [62].

Le rendement et les ingrédients des huiles essentielles varient selon I'environnement
(température, salinité, etc.), la période de récolte (saison, stade de développement), état de la
plante (frais ou sec) et technique d'extraction (hydrodistillation, distillation a la vapeur,
extraction par solvant, etc.). Ces changements sont également été observés entre les huiles
essentielles extraites de différentes parties d'une méme plante (feuilles, fleurs, tiges, graines et

racines) [63].
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L’intérét pour les huiles essentielles ou les parfums dans la vie de tous les jours a une tres
grande valeur

Affecte différents secteurs industriels tels que :

> Industrie agro-alimentaire : Ils donnent du gotit aux condiments, arémes.

> L'industrie des parfums et cosmétiques est un gros consommateur

> Plantes a huile essentielle. Prés de 300 huiles essentielles d'importance commerciale

> Et utilisé dans les parfums, les cosmétiques ou les produits d'hygiéne.

> En pharmacie, l'utilisation des huiles essentielles est encore limitée a un petit nombre
de personnes

> Utiliser comme une forme de conservateur ou d'ardme externe

> Meédicaments oraux.

> L’industrie chimique certains constituants incontinent huiles essentielles sont
utilisés contrairement matieres premicres a la biotransformation soit I’hémi

synthése pour plusieurs principes actifs thérapeutique

> Certaines huiles essentielles présentent seul vaste psychose d’activité opposée les
insectes nuisibles les champignons pathogenes et incontinents pesticides synthétiques [64]

I1 est nécessaire de faire une différence entre les huiles essentielles et les huiles végétales

Les huiles essentielles Sont des molécules chimiques tres volatiles et ils sont obtenus par
une hydro distillation ou avec entrainement de la fumée d’eau et une graisse végétale qui est

visqueuse est obtenue avec pression constituée majoritairement d’un corps [65]

III. Les alcaloides

1. Définition
Les alcaloides sont des substances organiques, le plus souvent d'origine végétale, azotées,
basiques, donnant des réactions de précipitation avec certains réactifs (appelés « réactifs
généraux des alcaloides ») et douées, a faible dose, de propriétés physiologiques marquées.
Sur le plan chimique, ils constituent un groupe tres hétérogene, possédant cependant quelques

propriétés physico-chimiques communes. Ils portent tous la terminaison « ine ». [66]
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2. Classification des alcaloides
Les alcaloides sont classés en deux grands types de classification
2.1. Classification structurale (groupes des pyrazoles, purines, indoles, quinoléines,
azolidines ‘pyrrolidines’...) [67].
2.2. Classification biogénétique On distingue généralement trois types d’alcaloides :
Les alcaloides vrais (nicotine), les pseudo-alcaloides (coniine) et les proto-alcaloides

(mescaline) [68].
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3. Intérét thérapeutique des alcaloides
Les alcaloides sont utilises pour leur vaste effet thérapeutique notamment 1’effet anti tumoral,
anti leucémique, anticancéreuse, antipyrétiques, antiparasitaires, anesthésique local...
Toutefois, leurs nombreuses vertus médicales s’accompagnent souvent d’effets secondaires
dangereux, L’acide lysergique est inactif, mais ses dérives comme I’ergométrine et
I’ergotamine, sont trés renommés. En obstétrie, ils sont employés pour leur action sur le
muscle utérin. par leur action vasoconstrictrice, ils agissent sur le rythme cardiaque, la

circulation sanguine (traitement de I’hypertension), le systéme nerveux et le cerveau [69].

IV. Les coumarines

La coumarine est un composé chimique organique appartenant a la famille des benzopyrones,
dont le nom selon 'IUPAC est 2 H-1-benzopyrones-2-one. Dans son état normal (standard),
elle est caractérisée par une structure cristalline et incolore. Différents résidus peuvent étre
ajoutés a ce squelette formant la famille des coumarines. Les coumarines sont considérées

comme un groupe de métabolites secondaires des plantes [70]

Coumarine
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1. Intérét thérapeutique des coumarines
Les coumarines possédent plusieurs propriétés trés intéressantes pour I’homme et sont parfois
valorisées par les industries pharmaceutiques, elles sont connu par leur
activité anticoagulante, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antidépressives.
Une autre étude a montré que I’umbelliférone est une molécule hypoglycémiante qui permet

de revenir a des taux normaux de glucose dans le sang [71]

V. Les saponines

Les saponines appartiennent a un groupe de glucosides huileux naturels qui moussent
abondamment lorsqu'on les agite dans une solution. Les saponines sont
des glycosides stéroides ou triterpénoides, nommées pour leurs propriétés savonneuses,
composée d'un €lément liposoluble et d'un élément soluble dans 1'eau (sucre).

La saponine entre dans la composition des lessives, des savons et servent d'agents moussants,

notamment dans les extincteurs. [72].
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VI. Les tannins

Ce sont des composés phénoliques édifices d'origine végétale, ayant une masse moléculaire
inclue entre 500 et 3.000 et ils ont la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et de
rende la peau imputrescible en se fixant sur les protéines. Il existe deux groupes de tanins
différents standard leur structure aussi bien que standard leur origine biosynthétique :

- Les tanins hydrolysables. 0

- Les tanins condensés. [73]
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On distingue 2 groupes de tanins différents par leurs structures et également par leurs origines

biogénétiques:
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hydrolysable) sont classe on trois types Gallo-tannins (tannins galliques), Ellagi-

tannins (tanins ellagiques) et Tannins complexes (une unité gallo-tanin ou ellagi-

hydrolysables (d’ou leur nom) de dérivés de résidus flavonols liés par des liens C-C

mais de nombreuses autres combinaisons existent), ils sont produits par la plupart des

Tanins galliques

Etude des métabolites secondaires

1. Structure chimique et classification :
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Tanins hydrolysables: sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester (donc

Tanins condensé (tanins catéchiques ou proanthocyanidols) : sont des polymeres non
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VII. Les flavonoides

1. Définition
Le nom "flavonoide" vient du mot flavedo, qui fait référence a la couche externe d'un zeste
d'orange [75] Cependant, d'autres auteurs soutiennent que le terme Les flavonoides prétent
plutdt des flavonoides [76] C'est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques.
Ces molécules ont Différentes structures chimiques et propriétés spéciales. Ils sont partout
Boissons telles que fruits, 1égumes, graines, thé et vin rouge, et d’autres parties de la plante

[77]

En ce qui concerne sa structure de nature phénolique, elle est formée de deux cycles
aromatiques de benzene. Celles-ci sont reliées par une chaine de trois atomes de carbone,
donnant naissance a un type C6-C3-C6. Les différents types de flavonoides se distinguent par
la concentration de saturation et les substituant du cycle C. En méme temps, les différents
composés se différencient par la substitution des cycles A et B. Chez les plantes, ils se

présentent a 1’¢état libre ou sous forme d’hétérosides [78]

Structure générale de flavonoide

2. Intérét biologique des flavonoides
Les flavonoides présentent de nombreuses activités : antioxydants, anti-inflammatoires,
inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladies cardiovasculaires. Pharmaco logiquement,
les aglycones sont particulierement efficaces. Certains ont des activités hépatoprotectrice,
diurétiques, vasodilatatrices, antibactériennes, chimo-protectrices, anti-inflammatoires,

antidiabétiques, inhibitrices de 1’aldolase réductase et antiallergiques [79].
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3. Localisation et distribution des flavonoides
Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. On signale environ 2% de la
proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthése flavonique. Ils
sont cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation au sein de la
plante est caractéristique. En effet, les flavonoides sont omniprésents dans les organes
aériens jeunes ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (Remsy et al. 1996).
Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont dissous
dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des végétaux.
Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque toujours de
génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale des groupes
hydroxyles (Bruneton, 1993).
En définitive, les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal. Ils sont
largement abondants dans les 1égumes feuillés (salade, choux, épinards, etc.), ainsi que dans
les téguments externes des fruits. On les trouve principalement dans les agrumes : citrons,
orange, pamplemousses et dans une moindre mesure : abricots, cerises, mires, raisins,
papayes, tomates et sarrasin. On en trouve également en quantité importante dans nombreuses
plantes médicinales et trés spécifiquement dans les herbes aromatiques comme le thym, le

persil, le romarin et le céleri [80].



Chapitre 2

Etude des métabolites secondaires

4. Classification des flavonoides

Tableau 2: classification des flavonoides

Classes Structures chimiques R3’ R4’ RS’ Exemples
H OH H Apigénine
Flavones OH OH H Lutéonine
OH OCH3 |H Déosmétine
H OH H Kaempférol
Flavonols OH OH H Quercétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols HO\@DE‘E\ OH OH H Catéchine
. on
H OH H Naringénine
Flavanones OH
OH H Eriodictyol
H OH H Pelargonidine
Anthocyanidines OH OH H Cyanidine
OH OH OH Delphénidine
RS R7 R4’
Isoflavones OH OH OH Genisteine
H O-GLU | OH Daidzeine

Tableau. Structures des squelettes des principales classes des flavonoides [81].
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VIII. Les hétérosides anthracéniques
Les hétérosides anthracéniques, ou plus précisément les hétérosides hydroxy anthracéniques,
sont des composés d’origine végétale, ayant des propriétés laxatives.Ils sont de
nature hétérosidique . ils sont formés d’une partie sucrée et une partie non sucrée (génine), qui
est de type 1,8-dihydroxyanthcéne.
Le noyau anthracéne peut avoir différentes degrés d’oxydation : il peut étre sous forme

réduite (anthranol, anthrone) ou sous forme oxydée (anthraquinone) [82].

OH O OH

O

1,8- dihydroxyanthracéne

Dans la drogue fraiche, on trouve majoritairement les hétérosides anthrone. Alors que lors de
séchage un processus d’oxydation et de dimérisation se met en place : c’est pour cela que

dans la drogue séchée, ce sont les anthraquinones et les dianthrones qui sont majoritaires [82].

IX. Les mucilages

Les mucilages sont des substances végétales, constituées d'un composé gélatineux formé

de polysaccharides, qui gonflent au contact de l'eau en prenant une consistance visqueuse,
parfois collante, semblable a la gélatine, d'ou leur surnom de morve de mer. Le terme désigne
¢galement une préparation élaborée a partir de mucilage ou un liquide visqueux obtenu par

dissolution d'une gomme végétale dans I'eau [83].

1. Activités thérapeutique
Les flavonoides possédent de nombreuses activités présentant un intérét en thérapeutique
telles que : antioxydant, hépatoprotectrice, diurétique, antibactérienne, chimio protectrice,
antidiabétique, antiallergique [84], [85] et certains ont démontrées des effets cardioprotecteurs

importants [86], [87].


https://fr.m.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9g%C3%A9tal
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Gel_%28mat%C3%A9riau%29
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Polysaccharide
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9latine
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Surnom
https://fr.wiktionary.org/wiki/morve_de_mer
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Gomme_naturelle
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2. Antioxydant

Les propriétés antioxydants des flavonoides dans ces derni¢res années ont fait 1'objet d'une

attention particuliere [88], [89]. Les effets antioxydants de ces composés ne sont pas

seulement radicaux libres, mais il se manifeste aussi par la neutralisation et Chélation des ions

métalliques qui générent des espéces réactives de 1'oxygéne.

3. Anti-inflammatoire
De nombreuses études semblent suggérer que les flavonoides ont des propriétés anti-
inflammatoires et leur capacit¢ a moduler la fonction du systéme immunitaire en inhibant
l'activité des enzymes qui peuvent provoquer l'inflammation, il peut également €tre supprimé
par Médiateurs inflammatoires [90] D'autres flavonoides peuvent inhiber l'histamine [91].
Glycosyl ou formes libres de flavonoides et de flavonols tels que la Quercétine, le

kaempférol, La Myrecétine a une activité inhibitrice de la COX (cyclooxygénase) [92].

Les propriétés anti-inflammatoires des composés polyphénoliques peuvent étre dues a leurs
capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires [93], et leurs

activités antioxydants.

4. Activité antimicrobienne
Les huiles essentielles possédent des propriétés antimicrobiennes intéressantes et luttent
contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique. Les huiles essentielles
permettent également la protection contre les champignons phytopathogeénes et les

microorganismes envahissant les denrées alimentaires. [94]

5. Activité Antiulcéreux
Les flavonoides protégent la muqueuse gastrique de divers médicaments Sulfure.
L'hypolaétine-8-glucose, un flavonoide présent dans diverses espéces du genre Sidérites, qui

possede une activité antiulcéreuse significative [95]

Dans des expériences sur des rats, il a ét¢ montré que la Quercétine et la Naringénine joue un
role important dans la réduction des ulceres et la protection des cellules estomac. Il a été
suggéré que la Quercétine exerce son activité par un mécanisme complexe Y compris la
production de mucus, le piégeage des radicaux libres et I'inhibition Production de
leucotrienes. D'autres études ont établi une relation étroite entre les deux Propriétés

antiulcéreuses de la Quercétine, de la Naringénine, de la rutine et du kaempférol [96].
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6. Activités antifongiques

Les trois principales familles de flavonoides, en 1'occurrence : les flavonoides, les flavanones

et les flavanols, qui ont été testés contre les graines de 4 champignons pathogeénes Céréales

(Alternaria, Cladosporium, Fusarium oxysporum et Trichoderma herzianu) Les résultats

obtenus ont indiqué que les flavonoides et les flavanones étaient les plus efficaces [97], [98].

7. Activités antiallergiques
Les flavonoides sont également connus pour leurs effets anti allergiques. La Quercétine a un
puissant effet inhibiteur sur la libération d'histamine par les astrocytes [99]. Leur Fonctionne
¢galement en inhibant les enzymes qui favorisent la libération d'histamine mastocytes et

basophiles.

8. Propriété anticancéreuse
Les flavonoides et autres composés phénoliques peuvent jouer un rdle préventif au cours du
développement cancer [100]. Ils sont impliqués dans les étapes d'amorgage en tant que pieges
a mutagenes Electrophiles ou en stimulant la réparation de ' ADN mutant. Dans la publicité et
au cours de la progression, ils agissent comme suppresseurs de tumeurs de différentes
manicres Induction de l'apoptose et inhibition de la prolifération cellulaire et d'autres

mécanismes [101].

9. Autres utilisations
Les cendres de la plante briilée sont utilisées comme alcali dans la fabrication du savon. La
plante fait une superbe haie résistante au vent a faible croissance qui peut €tre laissée pousser
non taillée ou peut étre taillée. Il est particulierement précieux dans les zones maritimes,
réussissant directement sur la cote, mais peut €également étre utilisé a I'intérieur des terres. La
plante est extrémement tolérante a la taille et peut repousser méme lorsqu'elle est coupée en
vieux bois .la plante tire le sel du sol et a donc été utilisée dans des projets de régénération du

sol pour désaliniser le sol [102].
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I. Introduction
Avant d'isoler le produit actif, nous avons réalisé¢ un screening phytochimique sur la plante
d'Atriplex Halimus.
Les tests réalisés sur des extraits de 1’Atriplex Halimus obtenus dans diverses conditions,
habituellement fait sur des plantes de composition inconnue.
Ces tests initiaux sont nécessaires car ils peuvent guider les études chimiques ultérieures. Que

ce soit pour mettre en avant certains actifs.

II. Etude phytochimique
Dans ce travail nous avons utilisé Atriplex Halimus (G’ttaf) collecté¢ dans la région de
Béchar (aofit 2021).
Le test de caractérisation chimique s'est concentré sur les principaux groupes chimiques de la
poudre, de tige, et de feuille de I'Atriplex Halimus.
Ces tests fournissent des informations préliminaires sur la composition phytochimique.
Les résultats sont classés selon :
Réaction franchement positive :  ++++
Réaction positive : +++
Réaction moyennement positive : ++
Réaction non déterminée : +
Réaction négatif :
Réaction non effectué : -

e Macération : Opération qui consiste a laisser séjourner un corps solide dans un
liquide ou dans un milieu humide, pour extraire certains principes actifs ou nutritifs de
ce corps ou pour obtenir une modification de celui-ci; état d'un corps soumis a cette
action. Il est certain que la macération et la coction détachent nettement les muscles
des parties dures, ce qui ne peut avoir lieu que par la dissolution de leur moyen
d'union [103].

e Infusion : Opération consistant a laisser infuser plus ou moins longtemps des

substances dans un liquide afin d'en extraire les principes solubles [104].

e Décoction : Procédé consistant a faire bouillir dans un liquide une substance

médicamenteuse, généralement végétale, afin d'en extraire le principe actif [105].
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1. Recherche des alcaloides
Un extrait sulfurique est préparé a partir de 10g de poudre médicinale et de 50ml
d’acide sulfurique dilué¢ a 10% dans un Erlenmeyer de 250ml aprés une macération de 24h. Le
macéré ainsi obtenu est ensuite complété a S0ml avec de I’eau distillée.
Introduire 1ml de ce macéré apres filtration dans deux tubes a essai. Dans le tube nol, ajouter
5 gouttes de réactif de Mayer et dans le tube no2 ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff.

L’apparition de précipités indique la présence d’alcaloides.

L’extrait sulfurique

Réactif 2 f de I’ Atriplex Halimus

Réactif 1
Pr’e’mpltés ,mdlqu? la Précipités indique la
présence d’alcaloides présence d’alcaloides

Figure 13 : Présence des alcaloides
Recherche des polyphénols
La solution a analyser est un infusé aqueux a 5% obtenu en versant 5g de poudre médicinale
dans 100ml d’eau distillée bouillante. Filtrer aprés 15mn et rincer avec un peu d’eau chaude

de maniére a obtenir 100ml de filtrat.

e Les tanins
A 5ml d’infusé a 5%, ajouter 1ml de perchlorure ferriqueFeCl3 a 1%.En présence des tanins il

se développe une coloration verdatre ou bleu noiratre.
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e Les flavonoides
A 5ml de I’infusé a 5%, ajouter Sml d’alcool chlorhydrique (éthanol, eau distillée et 1’acide
chlorhydrique concentré en parties égales en volume) ensuite 1ml d’alcool iso-amylique puis
ajouter quelques copeaux de magnésium. L’ apparition d’une coloration :
Rose orangée indique la présence des flavones.
Rose violacée indique la présence de flavanones.

Rouge indique la présence des flavonols, flavanonols.

Figure 14 : Présence des flavonoides

2. Recherche des coumarines
La solution a analyser est obtenue apres une macération de 24h de 1g de poudre médicinale
dans 20ml d’éther. Le macéré est ensuite complété a 20ml avec de 1’éther.
Evaporer a sec 5ml du filtrat et ajouter au résidu 2ml d’eau chaude. Partager la solution entre
2 tubes a essai. Au contenu de 1’'un des tubes, ajouter 0,5ml de NH4OH a 25%. Mélanger et
observer la fluorescence sous UV a 366 nm. La présence de coumarine est indiquée par une

fluorescence intense dans le tube.
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3. Recherche des saponines

Porter 0,5g de drogue pulvérisée a ébullition pendant Smn dans 10ml d’eau distillée. Laisser

refroidir puis agiter pendant Imn. La formation d’une mousse plus ou moins importante

indique la présence des saponines.

Figure 15 : Présence des saponines

4. Recherche des dérivés anthracéniques

e Anthracéniques libre
A 1lg de poudre de matic¢re végétale, ajouter 10ml de chloroforme. Chauffer au bain-marie
pendant 3mn, filtrer a chaud et compléter a 10ml si nécessaire.
A 1ml du filtrat, ajouter 1ml d’ammoniaque a 9M. La coloration plus ou moins rouge indique
la présence d’anthraquinones libres.

5. Recherche des stupéfiants (Les tétrahydrocanabinols)
A 0,5g de poudre médicinale, on ajoute Sml d’éther de pétrole et agiter pendant 15mn, filtrer
puis on évapore a sec au bain-marie. Au résidu, on ajoute 3 a 4 gouttes de KOH a 5% dans

I’éthanol. La présence de tétrahydrocanabinols est indiquée par une coloration violette.
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6. Autres recherches

e Composés réducteurs
Evaporer a sec Sml de la solution a analyser. Ajouter au résidu 1ml de réactif de Fehling.

L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs.

Figure 16 : Présence des composés réducteurs

e Oses et holoside
Evaporer a sec Sml de la solution a analyser. Ajouter au résidu 2 a 3 gouttes de H2SO4
concentré. Aprés Smn, ajouter 3 gouttes d’alcool saturé avec le thymol. L apparition d’une

coloration rouge indique la présence d’oses et holosides.

e Mucilages
A 1ml de la solution a analyser ajouter Sml d’éthanol absolu. L’apparition d’un précipité

floconneux indique la présence de mucilages.

La présence de

précipité floconneux

Figure 17 : Présences des mucilages
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III. Résultats et discutions

Ces tests préliminaires, réalisés sur la plante, ont mis en évidence les principaux
phytoconstituants du métabolite secondaire regroupé dans le tableau 2.

Tableau 3

Les composés Résultats
Alcaloides ++++
Flavonoides +++
Tanins ++++
Coumarines +
Saponines ++++
Tétrahydrocanabinols ++
Composés réducteurs -+
Dérivés anthracéniques 0
Oses et holosides -
Mucilages -+

Les tests révelent la présence des alcaloides, les tanins, saponines les composés réducteurs, les
produits mucilages et les flavonoides en grande quantité, On note aussi la présence des
coumarines et les Tétrahydrocanabinolsen petite quantité.

Ces tests nous permettent d’orienter notre étude vers I’extraction des flavonoides issu de

[’Atriplex Halimus et d’isoler huile essentielle de cette plante.
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IV. Extraction de I’huile essentielle

1. Matériel végétale
Sur la suite de notre étude sur [’Atriplex Halimus. Les travaux effectués ont été réalisés sur
cette espece de la région de Béchar, cueillie durant la saison 2021 (aout). Nous avons choisi

de travailler sur les parties aériennes feuilles et tiges.

2. Extraction
L’essence a été¢ obtenue en utilisant le montage hydrodistillation. Une quantité de 35g de
matériel végétal est introduit dans un ballon contenant 75ml de 1’eau distillée. Le mélange est
porté a 1’ébullition durant 3 heures. Les vapeurs d’eau chargées d’huile essentielle sont

condensées dans le réfrigérant et récupérées.

Figure 18 : Montage de I’hydro distillation

On ajoute une quantit¢ de dichlorométhane et du sel au distillat obtenu. A I’aide d’une
ampoule a décanter on sépare les deux phases. La phase organique huileuse est alors séchée
avec le desséchant MgSO4 pour éliminer tous traces d’eau puis filtrée.

Ensuite, évaporer a sec le filtrat obtenu pour éliminer le dichlorométhane et on récupére notre
I’huile essentielle sec.

L’huile est conservée a 1’obscurité et a basse température dans des flacons hermétiquement

fermés pour éviter toute dégradation de I’essence.
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Figure 19 : L’huile essentielle de la plante

3. Calcule de rendement

-3
R=221" « 100 = 0,26 %

35

4. Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)

La combinaison de ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les
composants de I’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse
compléte aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser.

La chromatographie en phase gazeuse sépare des fractions moléculaires composant
I’échantillon en se basant sur la vitesse de déplacement et le temps de rétention mis pour
parcourir une colonne remplie d’une phase stationnaire.

La spectroscopie de masse utilise des sources énergétiques pour ioniser, fragmenter et enfin

séparer les groupements moléculaires selon le rapport masse / charge électrique (m/q).
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V. Résultats et discussions

L’identification des produits a été faite en comparant leurs indices de rétention et spectre de
masse avec ceux des composés de référence de la littérature emmagasiné dans logiciel de
I’appareil.

L’analyse chromatographique de I’huile essentielle par CG/MS a permis d’identifier la
composition chimique de [’Atriplex Halimus. L’analyse quantitative montre la présence de
cinquante produits dont cinq ont été identifiés: Hexandioate de dioctyl 32.05%, 2,6,8-
trimethyl bicyclo[4 2 0] oct-2-éne-1,8-diol 21.48%, phtalate de 2-ethylhexyl, 3-phenylpropyl
11.16%  ,3-methyl-6-isopropylcyclohex-2-en-1-one ~ 8.418% et le  cyclopentyl
isothiocyanate2.15%.

1. Hexandioate de dioctyl d’ester
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Figure 21 : spectre CG/MS de Hexandioate de dioctyl

2. 2,6,8-trimethylbicyclo[4 2 0]oct-2-éne-1,8-diol

CH3

s
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"
25 M oy o P g Wl g

Figure 22 : spectre CG/MS de 2, 6,8-trimethylbicyclo [4 2 0] oct-2-éne-1,8-diol
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3. phtalate de 2-ethylhexyl, 3-phenylpropyl ester

CHa

3
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%

193 200 209

Figure 23 : spectre CG/MS de phtalate de 2-ethylhexyl, 3-phenylpropyl ester

4. 3-methyl-6-isopropylcyclohex-2-en-1-one
H=C CHs
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Figure 24 : spectre CG/MS de 3-methyl-6-isopropylcyclohex-2-en-1-one
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5. cyclopentyl isothiocyanate
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Figure 25 : spectre CG/MS de cyclopentyl isothiocyanate
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I. Introduction
Les antioxydants sont largement utilisés comme additifs alimentaires pour prévenir la
détérioration des aliments.il y a une préoccupation concernant I’effet néfaste des antioxydants
synthétiques sur la santé, car ils peuvent étre impliqués dans plusieurs maladies.
Ce sont les raisons pour lesquelles, la recherche scientifique s’est focalisée récemment sur
I’investigation de nouveaux agents antioxydants d’origine végétale particuliérement les
polyphénols (acides phénoliques, flavonoides et tannins) qui peuvent €tre des alternatifs aux

substances synthétiques.

II.  Définition, fonction et role
Le DPPH: (2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) est un radical libre stable de couleur violete qui, en
réagissant avec une molécule antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine) jaune, avec perte de son absorbance caractéristique a 517 nm en UV visible.
Les réactions ont lieu a température ambiante dans le méthanol ou éthanol qui permet une

bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est rapide, facile et non couteux.

III. Mdéthodes de dosage des activités antioxydants in vitro

La méthode de DPPH" est basée sur la mesure spectrophotométrique de changement de la
concentration du radical DPPH résultant de la réaction de DPPH" avec un antioxydant. Au
cour de la réaction, les antioxydants (donneurs de H) réagissent avec le DPPH. Par
conséquence, la couleur de la solution change allant du violet au jaune pale 1’absorbance
diminue, en passant de la forme radical DPPH a la forme DPPH-H. Le degré de décoloration

indique le potentiel de 1’activité antioxydante des extraits.

(. (L )
S + AH e + A
/ _— /
O,N NO, O,N NO, :
NO, NO,
DPPH" DPPH-H

(2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) violete (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) jaune
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IV. Evaluation de pouvoir antioxydant

1. Mode opératoire

1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (1mg /50ml) est mélangé avec 1ml de différentes
dilutions de I’huile essentielle de la plante Atriplex Halimus (0,016 - 0.032 - 0.064 - 0.125 —
0,23 mg/ml). Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiére (a 1’obscurité) a
température ambiante pendant 30 minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un
témoin composé de 1ml de la solution de DPPH et de Iml de méthanol.

La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotometre et le 1(%) (Pourcentage
d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous

e (%) d’inhibition = [(A¢— A) / Ag] x 100

Ao : absorbance du controle (solution du DPPH sans extrait). A0=0.622

A : absorbance en présence d’extrait.
La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations
qui correspondent a 50 % d’inhibition (IC50); la valeur d’IC50 la plus faible correspond a

I’efficacité de I’extrait la plus élevée.

2. Calcul de ’'IC50

Le parametre EC50 (Efficient concentration 50 de DPPH perdu) aussi appelée IC50
(concentration inhibitrice équivalente a 50%), est défini comme étant la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de I’activit¢ de DPPH. Le pouvoir antioxydant est
déterminé de facon a ce qu’une quantité de I’extrait d’une concentration bien déterminée
neutralise 50% du radical. Les résultats exprimés en IC50 qui sont calculés a partir des
courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de
chaque extrait. Il faut rappeler que plus la valeur d’IC50 est petite, plus ’activité antioxydant
de I’extrait est grande.

Tableau 4 : Le pourcentage d’inhibition de HE de I’ Atriplex Halimus

Concentration
[C](mg/ml) 0.016 0.032 0.064 0.125 0.23
1(%)
46.30 46.95 51.61 55.79 59.49
D’inhibition
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Mise en évidence de ’activité antioxydant de HE de I’Atriplex Halimus

1%=f(c)
100%
. y = 62,926x + 46,151
20% R?=0,9324
80%
'5 70%
5 60% .,
L
£ 50% ?ﬁ
40%
30%
20%
10%
0%
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
concentration mg/ml

Figure 26 : courbe de corrélation entre la concentration de I’huile essentielle de [’Atriplex
Halimus et le pourcentage d’inhibition.

La valeur de IC50 est déduit a partir du graphe 1(%) = f(C).

I1C50 = 0,061mg/ml.

En ce qui concerne l’activité de piégeage du radical DPPH de I'huile essentielle, nous
remarquons que I’huile essentielle de I’ Atriplex Halimus réduit la concentration de ce radical et le
rapport entre 1’activité anti radicalaire et la concentration en H.E est positive et significative

(R?=0.932).
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V. Extraction des flavonoides

1. Matériel végétale
Les feuilles et tiges (parties aériennes) sont séchées a ’ombre a température ambiante, puis
broyées a I’aide d’un mortier. La poudre obtenue est conservée a 1’abri de I’humidité jusqu’a

utilisation.

2. Extraction
L’extraction a été faite dans six solvants organiques a polarité croissante, du moins polaires au
plus polaires : I’hexane, le dichlorométhane, chloroforme, méthanol, acétate d’éthyle et enfin
le n-butanol a I’aide d’un appareil de type Soxhlet.
45g de poudre végétale est introduite dans une cartouche filtrante adaptée a la dimension de
I’appareillage. Le ballon contient 500ml du solvant et quelques grains de pierre ponce (afin
d’hémogénie la température du milieu).

Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme de la figure28

Figure 27 : Le montage d’extraction (Soxhlet)



Chapitre 4

Valorisation de pouvoir antioxydant

14g Poudre médicinale sec broy¢
(Extraction de Soxhlet)

J

Extraction par hexane

l

l

[ Résidus ]

Filtratl

Extraction par dichlorométhane

A

y

A 4

[ Résidus ]

Filtrat 2

1

Extraction par chloroforme

\4

\4

[ Résidus ]

Filtrat 3

Extraction par méthanol

\ 4 A

y

[ Résidus ]

Filtrat 4

Extraction par acétate d’éthyle

A

y

\ 4

[ Résidus ] Filtrat 5

Extraction par n-butanol

A 4

\ 4

[ Résidus ]

Filtrat 6

Figure 28: schéma extraction des flavonoides par 1’appareil de Soxhlet
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On obtient les masses suivantes :

e Filtrat 1 (extrait d’hexane) m=3.1g 6.5%

e Filtrat 2 (extrait dichlorométhane) m=2.18g 8.52%
e Filtrat 3 (extrait de chloroforme) m=291g 6.71%
e Filtrat 4 (extrait de méthanol) m=4.45g 10.55%
e Filtrat 5 (extrait d’acétate d’éthyle) m=2.98g 9.24%
e Filtrat 6 (extrait de n-butanol) m=2.35g 7.05%

Les six extraits obtenus par le Soxhlet sont ensuite concentrés a 1’aide d’un évaporateur
rotatif. Apres dessiccation, les résidus sont pesés puis récupérés avec du chloroforme.

Les trois solvants : I’hexane, le dichlorométhane et le chloroforme ont permet d’extraire les
impuretés, les molécules apolaires et surtout la chlorophylle qui risque de compliquer les
épreuves chromatographiques.

3. Révélation des flavonoides

Une étude préliminaire phytochimique a la recherche des flavonoides a été effectuée sur les
différents filtrats séparés (filtrat 1 a 6). Le tableau 3 suivant montre que le filtrat 6 qui possede

les flavonoides.

Tableau 5 : résultat de recherche des flavonoides dans les filtrats 1-6

Recherche des
Filtrats
Flavonoides

Filtratl -
Filtrat2 -

Filtrat3 -

Filtrat4 -

Filtrat5 -

Filtrat6 ++
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4. Chromatographie sur couche mince

Le suivi des fractions est effectué par CCM. Les plaques sont visualisées sous lumicre

UV (254 et 365 nm).

L’¢luant utilisé :(1,2) Iml de méthanol + 2ml de chloroforme.

Figure 29: Chromatographie sur couche mince sous lumiere UV
e 1 (%) d’inhibition = [(A¢— A) / A¢] x 100

5. Calcul de ’'ICS50
Tableau 6 : Le pourcentage d’inhibition du filtrat 6

Concentration
0.05 0.1 0.2 0.4 0.6
[C](mg/ml)
1(%)
45.78 53.06 63.53 74.89 83.45
D’inhibition
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6. Mise en évidence de I’activité antioxydant du filtrat 6

1%=1(c)

100%
y = 66,035x + 46,313

90%
o R’ = 0,9561 o
70% /

60% /

=
2
=
= 50% /
(]
E -
$ 40%
30%
20%
10%

0%
1 2 3 4 5 6
concentration mg/ml

Figure 30 : courbe de corrélation entre la concentration du filtrat 6et le pourcentage
d’inhibition.

La valeur de IC50 est déduit a partir du graphe 1(%) = f(C).

IC50 = 0,06mg/ml.

En ce qui concerne I’activité de piégeage du radical DPPH de I’huile essentielle , nous
remarquons que le filtrat 6 qui contient des flavonoides de I’Atriplex Halimus réduit la
concentration de ce radical et le rapport entre I’activité anti radicalaire et la concentration en H.E

est positive et significative (R?=0.956).
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7. Courbe de I’étalonnage

Tableau 7 : Le pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique (vitamine C) et la quercetine

Concentration 0,002 0,004 0,006 0,008 0.01
Quercitine 29,73 44,15 56,31 70,15 79,28
Acide ascorbique 25,23 39,11 51,32 65,14 77,1

Activité Antioxydante de I'étalonnage
100% -
90% -
0, .
80? yQ=12,51x+49.93
Zg;’ I R?=0,9951
-
50% -
40% -
30% -
20% - AcideAscorbique
’ YASC = 12,977x + 49.92

10% - R2=0,9994
0%

% Inhibition

—&— Quercitine

0,002 0,004 0,006 0,008 0.01
Concentration mg/ml

Figure 31: Test de ’activité anti-radicalaire au DPPH des vitamines C et la Quercetine .

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydant d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme [’acide
Ascorbique (vitamine C) et la Quercitaine et les résultats obtenus sont trés satisfaisantes.
La valeur de IC50 est déduit a partir du graphe 1(%) = f(C).

IC50 Acide Ascorbique (vitamine C) :

IC50 = 0.006mg/ml.

IC50 Quercitaine :
IC50 = 0,005mg/ml.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de la présente étude ayant pour objectif la recherche de nouveaux composés naturels
a intérét thérapeutique de la plante Atriplex Halimus choisie sur la base de ses larges
utilisations en médecine traditionnelle locale ont fait I’objet d’un screening phytochimique

afin de mettre en évidence les différents phytoconstituants présents au sein de cette plante.

L’huile essentielle de 1’espéce étudie extraite par hydrodistillation est obtenue avec un
rendement quantitatif. L’application de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (CG/MS) comme moyen d’analyse, nous a permis 1’identification de
plusieurs composés avec des pourcentages différentes. L’analyse montre la présence de deux

produits majoritaires : cyclopentyl isothiocyanate.

Les tests préliminaires réalisés sur la plante ont mis en évidence la présence des
flavonoides, des alcaloides, des tanins, des coumarines, des saponosides, des

Tétrahydrocanabinols, des composés réducteurs, et des mucilages.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle de 1’espece étudiée et de

I’extrait flavonoique a été abordée selon la méthode de DPPH.

Nos résultats témoignent ’activité antioxydante in vitro par 1’inhibition du pouvoir oxydant
du DPPH pour cette plante. L’IC50 pour I’huile essentielle est de 0,061mg/ml, et pour
I’extrait flavonoique est de 0,06mg/ml.

L’activité antioxydante dépend essentiellement du nombre des groupements
hydroxyles, leur position, et les radicaux liés au squelette moléculaire.

A la lumiére de ces résultats nous pouvons mettre en évidence le pouvoir préventif de
nouveaux antioxydants naturels de cette plante contre 1’apparition et I’évolution de certaines

maladies liées au stress oxydant.

Les résultats que nous avons dégagés peuvent confirmer la validité de 1’utilisation
tradi-médicinale de cette plante contre plusieurs maladies. Sa prescription chronique pour les

malades pourrait éviter les complications a long terme de ces pathologies.
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