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Résumé

Résumé

Cette étude est basée sur I’identification et la quantification comparative des
substances bioactives contenues dans Thymelaea hirsuta(L.)Endl, une plante médicinale de la

région de Bekkaria, qui est d'une grande importance en médecine traditionnelle.

Les résultats quantitatifs obtenus par les méthodes d'extraction ont montré que la
macération a froid permettait d’avoir un meilleur rendement brut. La macération a chaud et la
centrifugation ont dévoilés des valeurs quasiment proches de leurs extraits bruts. Le résultat
global du test a montré que le rendement brut des feuilles est plus quantifiable par un solvant

¢thanolique, alors que les tiges le sont par un solvant hydro-éthanolique.

Les tests phytochimiques ont mis en évidence divers métabolites secondaires dans les trois
parties de 7. hirsuta (feuilles, tiges, fleurs), tels que les flavonoides, les tanins, les stéroides et

les alcaloides.

Les résultats quantitatifs obtenus par macération a froid indiquent que les teneurs en
polyphénols totaux dans les feuilles sont les plus ¢levées et notamment par le solvant hydro-
¢thanolique. La teneur en flavonoides totaux dans les tiges est la plus ¢élevée avec une

meilleur extraxtion par le solvant éthanolique.

Mots-clés: Thymelaea hirsuta, méthodes d'extraction, rendement, polyphénols, flavonoides,

Screening phytochimique.



Abstract

Abstract

This study is based on the identification and comparative quantification of the
bioactive substances contained in Thymelaea hirsuta(L)Endl, a medicinal plant from the

Bekkaria region, which is of great importance in traditional medicine.

The quantitative results obtained by the extraction methods showed that cold maceration
made it possible to have a better raw yield. Hot maceration and centrifugation revealed values
almost close to their crude extracts. The overall test result showed that the raw yield of the
leaves is more quantifiable by an ethanolic solvent, while the stems are more by a hydro-

ethanolic solvent.

Phytochemical tests have revealed various secondary metabolites in the three parts of 7.

hirsuta (leaves, stems, flowers), such as flavonoids, tannins, steroids and alkaloids.

The quantitative results obtained by cold maceration indicate that the contents of total
polyphenols in the leaves are the highest and in particular by the hydro-ethanolic solvent. The
content of total flavonoids in the stems is highest with better extraction by the ethanolic

solvent.

Keywords: Thymelaea hirsuta, extraction methods, yield, polyphenols, flavonoids,

Phytochemical screening.
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Introduction générale

Une grande génération de radicaux libres, en particulier les especes réactives de I'oxygene,
et leur activité €élevée jouent un role important dans le développement d'un grand nombre de
troubles pathologiques. En conséquence, un grand intérét a récemment été porté sur les
aliments naturels, les plantes médicinales et les phytoconstituants en raison de leur capacité

bien connue a éliminer les radicaux libre (Atoui et al., 2015).

L'inventaire réalisé¢ par I'OMS a la fin des années 1970 estime qu'il existe environ 21 000
especes possédant des propriétés médicinales dans le monde (Schippman et al., 2002). En fait,
en raison de la pauvreté et du manque de médecine moderne, environ 65% a 80% de la
population mondiale utilise des médicaments traditionnels pour répondre a leurs besoins de

santé de base (Palomo, 2011; OMS, 2013).

La richesse et la diversit¢ de la flore algérienne constituent un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4 000 especes et sous-espeéces vasculaires (Dobignard et
Chatelain, 2013). Cependant, jusqu'a aujourd'hui, la flore médicinale d'Algérie est encore
inconnue, car il y a des milliers de plantes, et Seulement 146 sont comptés médicinales (Baba

Aissa, 1999).

Le choix des Thymelacaceae comme sujet du présent travail a été guidé par des
nombreuses applications traditionnelles, mais aussi du fait qu'il s'agit d'une famille
relativement méconnue. Thymelaea hirsuta, communément appelé¢ "Methnane" en Algérie, est
un arbuste a feuilles persistantes appartenant a la famille des fleurs Thymelaeaceae, originaire
de la région méditerranéenne, au nord de I'Europe centrale et orientale de l'Asie centrale.
Cette plante est traditionnellement utilisée en Tunisie comme antiseptique, anti-inflammatoire
et pour le traitement de I'hypertension (Amari et al., 2014). L'utilisation médicinale de cette
plante est basée sur la recherche de sa composition phytochimique, en particulier les
polyphénols (tels que les flavonoides, les phénylpropanoides, les acides phénoliques, les
tanins,...etc.) sont connus pour étre responsables de I'élimination des radicaux libres et des

activités antioxydantes, ainsi que leur efficacité antimicrobienne (Kerboub, 2018).

Les travaux antérieurs sur les rendements en polyphénols de T. hirsuta sont peu
nombreux. Par conséquent, l'objectif de cette étude était de comparer et d'évaluer in vitro le

rendement de trois échantillons de trois extraits : aqueux, alcoolique et hydro-alcoolique des
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feuilles et des tiges de 7. hirsuta obtenus par trois méthodes : macération a chaud, macération
a froid et centrifugation. La premiere €tape de notre travail a été la mise en évidence des
principales classes de métabolites secondaires des feuilles et des tiges (criblage
phytochimique) ainsi que la détermination quantitative des composés phénoliques et des
flavonoides contenus dans les différents extraits des feuilles et des tiges, afin de fournir une
base pour justifier son usage thérapeutique et de rechercher de nouvelles sources

d'antioxydants siirs et peu coliteux.

Pour ce faire, nous avons structuré notre travail en une partie bibliographique présentant
un apergu d'une part, sur les composés phénoliques et d'autre part, sur la plante 7. hirsuta,
suivie d'une autre partie rassemblant le matériel et les méthodes utilisées et enfin, les résultats
qualitatifs et quantitatifs obtenus a partir des rendements et des composés recherchés suivi

d’une discussion globale et une conclusion.



Chapitre I
Tymelaea hirsuta(L.)Endl.
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L.1. Généralités
Selon Watson et Dallwitz, (1992) la famille des Thymelaceae comprend pres de 500

espéces réparties en 44 genres essentiellement des arbres et arbustes, rarement des lianes ou
des plantes herbacées. Cette famille cosmopolite a comme genres principaux Gnidia (160
especes), Pimelea (110), Daphne (95), Wikstroemia (70), Daphnopsis (65), Struthiola (35),
Lachnaea (30), Thymelaea (30), Phaleria (30) et Gonystylus (25). En Algérie les
Thymelaeaceae sont représentées par le genre Thymelaea et Daphne (Quezel et Santa, 1963).

Le genre Thymelaea comprend trente et une especes d'arbustes et d'herbes annuelles
(Watson et Dallwitz, 1992). Parmi elles, huit especes sont présentes en Algérie : T. hirsuta,
T.microphylla, T. passerina, T. velutina, T. virgata, T. nitida, T. virescens et T.tartonraira
(Quezel et Santa, 1963).

Thymelaea hirsuta du nom arabe « Metnan » et du francais thymélée hirsute, passerine
cotonneuse, passerine hérissée et passerine hirsute. Du grec thumos : thym et elaia : olivier ;
du latin hirsitus : hirsute, hériss¢ de poils, et passer ; moineau (graines recherchées par les

passereaux) (Rameau et al., 2008).

I.2. Taxonomie
Selon la classification classique de Cronquist et al. (1981) la position taxonomique de
Thymelaea hirsuta est comme suit
Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Thymelaeaceae
Genre : Thymelaea
Espece : Thymelaea hirsuta (L.)Endl., 1847
Et selon la classification phylogénétique APG III 2009 (systématique moléculaire)
(INVP, 2019), les Thymelacaceae, qui €taient anciennement associées aux Myrtales se
retrouvent dans I’ordre des Malvales.

Régne : Plantae Haeckel, 1866
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Sous-Regne : Viridaeplantae

Infra-Regne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
Classe : Equisetopsida C.Agardh, 1825

Clade : Tracheophyta Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998
Clade : Spermatophyta

Sous-Classe : Magnoliidae Novak ex Takht., 1967
Super-Ordre : Rosanae Takht., 1967

Ordre : Malvales Juss. ex Bercht. & J.Presl, 1820
Famille : Thymelaeaceae Juss., 1789

Genre : Thymelaea Mill., 1754

Espece : Thymelaea hirsuta (L.) Endl., 1847

Par la mondialisation des banques de données du régne vivant et notamment végétal ; la
vérification des herbiers par le biais de différents caractéres (du morphologique au
moléculaire) a générer au niveau nomenclature botanique des synonymes différents désignant
un méme taxon. Selon Tela Botanica (2020) et INPN (2019) T. hirsuta a pour synonymes :

e Daphne hirsuta (L.) Samp., 1947

e Passerina hirsuta proles polygalifolia (Lapeyr.) Rouy, 1910
e Passerina hirsuta L., 1753

e Passerina metuan Forssk., 1775

e Passerina polygalifolia Lapeyr., 1813

e Passerina telonensis Gand., 1875

e Piptochlamys hirsuta (L.) C.A.Mey., 1843

e Sanamunda tomentosa Zumagl., 1849

e Tartonia ovatifolia Raf., 1840

o Thymelaea hirsuta var. hirsuta (L.) Endl., 1847

o Thymelaea hirsuta var. polygalifolia (Lapeyr.) Endl., 1848

1.3. Description Botanique

T. hirsuta est un sous arbrisseau de 40 a 100 cm ; nanophanérophyte, sempervirente
(Rameau et al., 2008). Plante a tiges dressées (Fig. 01 A), gréle, rameuse a la base, glabre ou
+ pubescente. Feuilles linéaires, lancéolées, petites 3-10 mm de long et 1-4 mm de large,

présentes tout au long de la tige (Fig. 01 B), sessiles (Quezel et santa, 1963).
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La plante porte sur des pieds différents, soit des fleurs unisexuées, soit des fleurs
hermaphrodites (Shaltout et El keblawy, 1992 ; Dommée et al., 1995 ; Jeanmonod et
Gamisans, 2007). Les fleurs males verdatres ont un calice cylindrique (Fig. 01 C), alors que
celles femelles sont jaunatres a calice renflé (Fig. 01 D). Les fleurs de 5 mm sont groupées
entre 2 et 5 périanthes jaunatres a I’intérieure, blanches, soyeuses et pubescentes a 1’extérieur
(Beniston, 1984 ; Somon, 1987). La plante est entomogame dont la dispersion du pollen
(assurée par les insectes) (Cornara et al., 2005). Les fruits sont des baies glabres, consommés
par les animaux assurent la dispersion des graines (dispersion zoochore) (Jeanmonod et
gamisans, 2007). Ces dernicres présentent un tégument extérieur rugueux et assez dur.

L’embryon est droit dans un albumen peu abondant (Beniston, 1984).

1.4. Biologie et Ecologie

Elle est apercue dans les régions méditerranéennes, saharo-arabique, et dans la cote nord
du Sinai et en Isra€l (Tackholm, 1974 ; Shaltout et El shourbagy, 1989 ; Veste et al., 2008).
Elle est nettement localisée dans les étages climatiques thermo- et mésoméditerranéenn
(Rameau et al., 2008). Les principes actifs de 7. hirsuta au printemps sont sensiblement plus
¢levés que ceux présents en été. Ce constat est li¢ a la différence des ¢léments nutritifs
disponibles dans le sol, la salinité¢ des sols et la quantité de roches exposées. Ces facteurs
semblent étre les plus importants, influengant a la fois la phytomasse et la teneur minérale de
la plante (Shaltout, 1992). Il semble que la salinité du sol, sa faible teneur en humidité et ses
températures extrémes (thermophiles) et son comportement heliophile favorisent les activités
phénologiques de T. hirsuta (Shaltout, 1987 ; Rameau et al., 2008). La survie de 7. hirsuta est
assurée par la reproduction sexuelle qui s’est avérée étre le seul moyen de régénérer
naturellement les populations, par contre la reproduction végétative est difficile a mettre en

ceuvre (Minuto et al., 2005).
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Figure 1. Thymelaea hirsuta (Linné) Endlicher. A- vue générale ; B -feuilles cotonneuses ; C-

fleurs males. D- fleurs femelles. (Photos personnelles, 2020).

1.5. Utilisations traditionnelles

Cette plante est utilisé aussi pour les traitements d’une gamme trés étendue de
troubles ; la toux, les blessures du systéme respiratoire, I’inflammation intestinale et rénale
(Dasgupta, 2011), antidiabétique (hypoglycémiant) (Ziyyat et al., 1997 ; Djeridane et al.,
2006) , antioxydant (El Amrani et al., 2009), et anti-mélanogénése (Kawano et al., 2007).

1.6. Les principes actifs de 7. hirsuta
Les principes actifs sont des substances ou métabolites contenus dans la plante qui lui

donne toutes ses propriétés thérapeutiques et selon Hartmann (2007) on distingue deux classes
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de métabolites : métabolites secondaires et métabolites primaires.

Les métabolites primaires sont vitaux a la survie de la cellule comme les glucides, les lipides
et les acides aminée, directement impliqué dans la croissance, le développement et la
reproduction de I’organisme (Diallo, 2000).

Les métabolites secondaires ont une large utilisation en thérapeutique, on les trouve
dans toutes les parties des plantes, mais ils sont distribués différemment selon leurs roles.
Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Les screening phytochimiques sont des
approches préliminaires de 1’absence ou présence de principes actifs permettant une ¢volution
expérimentale plus poussée qui ont montré pour 7. hirsuta la présence des tanins, des
coumarines, des saponines, des terpenoides, des antraquinones et des alcaloides (Amari et al.,
2014). Selon les méthodes d’extraction et les solvants utilisés beaucoup de recherches ont
indiqué I’existence d’une grande panoplie de composées chez 7. hirsuta (Rizk et al., 1975 ;
Nawwar et al., 1977 ; Brooks et al., 1990 ; El-Beheiry, 2000 ; Yahyaoui et al., 2018). Parmi
les principales familles de métabolites secondaires que les recherches ont mis en évidence
sont les Composés phénoliques. Les travaux d’Akrout et al. (2011) montrent dans des extraits
de 50 % d’éthanol des teneurs en flavonoides de 36.8 mg RE/g d’extrait et de 345.2 mg
GAE/g d’extrait en polyphenols totaux, ces extraits ont montré une activité anti tumorale
significative, alors qu’elles sont négligeables par infusion,

Selon Trigui et al. (2013) la décoction a permis d’obtenir des teneurs totales en
phénols et en flavonoides tres élevées dans les extraits d’acétone et d'acétate d'éthyle avec
147.6 £ 1.85 mg GAE/g et 101.6 + 7.52 mg GAE/g respectivement avec des propriétés
antibactériennes et antifongiques pour ce dernier extrait en utilisant une concentration de
0.624 mg / ml. D’autres travaux par décoction ont montrés dans des extraits aqueux pour
différentes parties de la plante de 61.12 mg GAE/g a 113.96 mg GAE/g de polyphenols totaux
et de 2.61 mg QE/g a 3.15 mg QE/g en flavonoides (Amari et al., 2014). La macération de la
poudre de T. hirsuta a exposé pour différents solvants des extraits riches en composés
phénoliques variant de 5.38 a 315.65 mg GAE/g MS et des tannins de 0.7 a 73.8 mg CE/g MS
(Yahyaoui et al., 2018). Les travaux cités mettent en €vidence la présence ses composés
phénoliques mais avec des teneurs différentes selon la méthodologie expérimentale utilisée.
Les recherches sur les polyphénols suscitent beaucoup d'intérét en raison des bénéfices
qu'elles pourraient apporter en termes de prévention des maladies liées au vieillissement,
infarctus du myocarde, cancers, et maladies neurodégénératives (Hennebelle et al., 2004).
Pour les molécules extraites nous exposons quelques une tant elles sont nombreuses chez 7.

hirsuta 6,8-d& GB-D-glucopyranosylapigenin (vicenin-2) (Nawwar et al., 1977) aussi
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des daphnorine, daphnorétine, daphnine, daphnétine, daphnétine-glucoside, ombelliférone,
scopolétine et esculétine (coumarines) (Rizk et al., 1975), des gnidicine, gniditrine,
genkwadaphnine, 12-Oheptadécenoyl- 5-hydroxy-6,7-époxyrésiniféronol- 9,13,14-
orthobenzoate et 12-Obutényl- 5-hydroxy-6,7-époxy-résiniféronol- 9,13,14-orthobenzoate
(diterpenesdaphnane) (Brooks ef al., 1990) .. .etc.

L.7. Composés phénoliques

Les polyphénols, sont des groupes de molécules aux structures diverses, trouvent déja
une large utilisation en phytothérapie. Cependant, leurs connaissances sont encore
imparfaites, mais elles suscitent actuellement beaucoup d'intérét en raison des bénéfices
qu'elles pourraient apporter en termes de prévention des maladies liées au vieillissement :
infarctus du myocarde, cancers, maladies neurodégénératives (Hennebelle et al., 2004). Ils
sont également impliqués dans la défense des plantes contre les rayons ultraviolets ou
l'agression par des agents pathogeénes et selon (Pandey et Rizvi, 2009), les composés
phénoliques constituent 1'un des groupes de produits chimiques les plus étendus du régne
végétal, dans lequel plus de 8000 composés ont été isolé et décrit par une structure
caractérisée par la présence, au moins, d'un cycle aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles (Fig. 02).

HH

@ [ Polyphénols ]

{md o Flavonoides Stilbenes Coumarines Tanins
phenoligues
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Figure 02. Classification des polyphénols (Zerargui, 2018).
Et ici, dans notre recherche, nous rapportons les sous-classes suivantes : flavonoides, acides

phénoliques, tanins, coumarrine, lignan et lignine.

10
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1.7.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux, simples ou glycosylés, responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Les flavones (par exemple, I’apigénol
13) et flavonols (comme le quercétol 14), incolores, ont un role de co-pigment et de protection
alors que les flavonoides jaunes (chalcones comme I’isoliquiritigénine 16, aurones dont
I’hispidol 17, et flavonols jaunes) et les anthocyanosides bleus et rouges sont directement
visibles (Krief, 2003), ce composé se caractérise par 3 cycles, A, B et C, dont seuls A et B
sont des cycles phénolique, le cycle C étant un cycle chromanique (Fig. 03). Cette structure
est généralement noté C6-C3-C6. La structure générale de cette famille présente le cycle B en
position C2 de cycle C. Cependant, certaines sous-classes de flavonoides different sur ce point
avec une Obligation C3 ou C4. En effet, de nombreuses sous-classes se cachent derriere cette
dénominateur commun : anthocyanes ; chalcones; les dihydrochalcones; les flavanols; les

flavanones; les flavonols; isoflavones... etc (Djenidi, 2020)

L=
~
4 } 3
—
4

Figure 03. Squelette des flavonoides (Bruneton, 1999)

1.7.2. Acides phénoliques
Les acides phénoliques se trouvent en abondance dans les aliments et divisés en deux
classes : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique (Fig. 04)

(Pandey et Rizvi, 2009).

11
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Figure 04. Structure basique des acides phénoliques (Dehimi, 2018)

1.7.3. Tanins

Les tanins sont des composés plus gros que les classes décrites précédemment. En
effet, ce sont des molécules de polymere (Fig. 05) (Djenidi, 2020). Deux sous-classes se
distinguent encore parmi les tanins: les tanins hydrolysables sont dérivés d’acides
phénoliques simples, qui sont liés au Sucre par estérification et les tanins condensés ou
proanthocyanidines sont des polymeres de flavan-3-ols (catéchines) et de flavan-3,4-diols
(leucoanthocyanines), ils ne sont que partiellement solubles dans I’eau et I’alcool (Berthod et

al., 1999 ; Pengelly et al., 2004 ).

12
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Figure 05. Acide tannique (Djenidi, 2020)

1.7.4. Coumarines

Selon Cowan (1999), les coumarines sont des composés phénoliques constitués d'un
d'un benzeéne et des noyaux a-pyrenes, ces compos€s caractérisés par des propriétés

physiologiques et antimicrobiennes (Dongmo, 2009).

Tableau 01 : Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

Chapitre 1 : Tymelaea hirsuta

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
OCH; | OH H Scopolétol
OCH; | OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

1.7.5. Alcaloides

Parmi les premiers produits naturels isolés des plantes médicinales, les alcaloides ; il

s'agit d'un composé organique a structure azotée hétérocyclique, plus ou moins basique

13
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d'origine naturelle, végétale, principalement dans les angiospermes, a des exceptions encore
(lycopodine de lycopode, palustrine chez Equisetum) sont extraits soit dans l'eau acide ou
dans des solvants tels que le chloroforme aprés alcalinisation. (Menasria, 2013 ; Abdel-

Hameed, 2009).

Les alcaloides ont été¢ divisés en trois classes principales selon les précurseurs et la
structure finale :

e Alcaloides vrais : dérivés des acide aminés, basique et contiennent 1’azote dans
I’hétérocycle comme la nicotine.

e Pseudo-alcaloides (typique) : similaire a la propriété de véritables alcaloides, ils sont
basiques mais ne dérivent pas d'acides aminés comme la caféine (Menasria, 2013).

e Proto-alcaloides (atypique) : sont des amines simples dont 'azote n'est pas inclus
dans un systéme hétérocyclique, elles ont un caractére basique et sont produites in

vivo a partir d'acides aminés comme la colchicine

1.7.6. Terpénoides

Ces composés ne sont pas spécifiques aux végétaux puisque le squalene, le cholestérol
ou sesquiterpénes et diterpenes se retrouvent ¢galement chez les animaux, sa structure étant
formée de l'assemblage d'unités a 5 carbones ramifiés, dérivé du 2-méthylbutadiene
(polymeres d'isoprene). Selon le nombre d'unités d'isoprene définies, les classes suivantes sont
distinguées : monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20), sesterterpénes
(C25), triterpenes (C30) et tétraterpenes (C40). Les terpenes simples en C10 et C15 sont
certainement apparus tardivement au cours de l'évolution et caractérisent les plantes

vasculaires qui  ont  développé des appareils sécrétoires  (krief,  2003).

14



Chapitre IT
Matériel et Méthodes
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I1.1. Situation géographique de la zone d’étude

T. hirsuta a été récoltée au niveau de la wilaya de Tébessa dans la région de Bekkaria,
qui est caractérisée par un climat semi-aride avec un été chaud et un hiver froid.
Cette région est liée par la route nationale N°08, cette commune s’inscrit entre les

coordonnées suivantes : latitude 35.365832, longitude 8.249351 et une altitude de 926m.

I1.2. Matériel végétal

T. hirsuta a été choisies dans cette étude par sa présence dans la région de Tébéssa et
son utilisation en médecine traditionnelle par certain de la population locale. Cette espéce a
été récoltée au stade floraison au cours de I’année 2019 au mois de Décembre.

La récolte des échantillons a été effectuée sur trois arbustes de 7. hirsuta avec trois répétitions

par plante. Le matériel végétal a été séché a ’air libre et a ’'ombre (Fig. 06).

Les parties utilisées dans 1’expérimentation sont les feuilles (F), les tiges (T) et les
ramifications (R), chaque partie est broyée finement. Le matériel végétal a été broyé a I’aide
d’un broyeur (Fig. 07) électrique afin d’augmenter la surface de contact entre la matiére
végétale et le solvant utilisé. Le broyat obtenu a été conservé dans des sachets en papier a
température ambiante, dans un endroit sec et a 1’abri de I’humidité et de la lumicre jusqu’a

son utilisation au laboratoire.
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Figure 07. Broyagé des parties végétales de T hirsuta (photo originale)

I1.3. Préparation des extraits
Dans le but d’extraire les substances actives de la plante 7. hirsuta, trois méthodes
d’extraction ont été utilisées, la macération et la centrifugation avec deux solvants a chaud :

I’eau distillée et I’éthanol et la macération a froid (Annexe 01).

I1.3.1. Par macération a chaud

La méthode d’Upson et al. (2000) extraction solide/liquide, le matériel végétal finement
broyé (5g) a été soumis a une extraction par macération dans un liquide de 150 ml chaud a
95°C, sous agitation magnétique a 80°C (30 min). Ce procédé empéche I’oxydation ou
I’hydrolyse enzymatique. Celle-ci a été réalisée pendant trois jours successifs et a une
température ambiante avec une filtration a I’aide d’un papier Whatman, avec renouvellement
du solvant chaque 24 heures. Les trois macéras sont réunis pour une utilisation ultérieure
(extraits bruts). Trois liquides ont été utilisés pour la macération :

e Milieu aqueux : 100% eau distillée chaude.

e Milieu hydro-alcoolique : mélange éthanol/eau (7/3 : v/v).

e Milieu alcoolique : 100% éthanol.

Les extraits bruts ont été obtenus apres évaporation a 1’étuve a 50°C.

17
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I1.3.2. Extraction par macération a froid

Les polyphénols, classe de molécules hydrosolubles, sont majoritairement extraits par
des solvants de polarité moyenne a forte. Ainsi, le solvant qui a été choisi pour notre étude est

I’éthanol qui présente une polarité moyenne, et I’eau dont la polarité est la plus élevée.

L’extraction est faite par un mélange éthanol /eau (v/v) (30 :70), (50 :50), (70 :30) et
(100/ 00) pour 2 g de poudre de végétal, pendant 72 heures avec renouvellement du solvant
chaque 24 heures et agitation de temps a autre. Chaque 24h on récupére le macéra de chaque
¢chantillon séparément.

Les macéras des 3 jours pour chaque échantillon sont réunis puis filtrés par du tissu

mousseline. Les filtrats sont évaporés a sec dans I’étuve a 50°C.

I1.3.3. Par centrifugation
Apres agitation, pendant 15 minutes a température ambiante, le mélange (végétal +

solvant) est centrifugé a 4000 tours par minute pendant 10 minutes. Le surnageant est
conservé au réfrigérateur pour des analyses ultérieures.
Trois liquides ont été utilisés pour la centrifugation :

e Milieu aqueux : 100% eau distillée chaude.

e Milieu hydro-alcoolique : mélange éthanol/eau (7/3 : v/v).

e Milieu alcoolique : 100% éthanol.

o Les extraits bruts ont été obtenus aprés évaporation a I’étuve a 50°C (Fig. 08).

Figure 08. Extraction éthanolique par centrifugation (photo originale)
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11.4. Détermination du rendement brut

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée (Falleh et al., 2008) :
R (%) =100 M.ext / M.éch

R : est le rendement en pourcentage
M.ext: est la masse de I’extrait apreés évaporation du solvant en mg

M.éch: est la masse seéche de I’échantillon végétal en mg

IL.5. Compositions chimiques

Toutes les matieres obtenues aprés évaporation suite a la macération et la centrifugation
sont reprises dans le méthanol (15 ml a chaque échantillon). La solution obtenue est laissée
décanter 24 h a une température ambiante puis filtrée sur tissu et papier filtre n° 3, afin
d’¢éliminer les substances non phénoliques (impureté, graisses, cires... etc), puis conservée a

4°C jusqu’ a utilisation.
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Chapitre 11
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Figure 09. M¢éthodes d’extraction .A : par macération a chaud ; B : par macération a froid ; C : Par centrifugation.
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I1.5.1. Screening phytochimique

C’est une technique qui permet de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d’identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les quinones,
les stéroides, les terpenes.

Selon Luhata et al. (2008) les parametres photochimiques ont été mis en évidence :

I1.5.1.1. Flavonoides et leucoanthocyanes
I1.5.1.1.1. Principe

En présence de NaOH 1N, de HCI concentré et des coupeaux de Magnésium, les
flavonoides donnent les réactions de coloration caractéristique. En présence des flavonoides,
les colorations suivantes peuvent étre obtenues : rouge, jaune-rougeatre, rouge a rouge-
violacé, rouge-foncé au violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre observées. Ces couleurs
correspondent respectivement aux anthocyanes, flavones, flavonels, flavonones, isoflavones
et leucoanthocyanes.

La méme réaction effectuée au bain marie en absence de coupeaux de Magnésium est
effectuée ; l'apparition de la coloration rouge confirme la présence des leucoanthocyanes.
I1.5.1.1.2. Mode opératoire

5 g de matériel végétal placés dans un Erlen meyer sont infusés dans 50 ml d'eau
distillée pendant 30 minutes. Apres filtration, 6 ml d'infusé sont prélevés et introduits dans 3
tubes a essail a raison de 2 ml par tube. A l'infusé contenu dans les 3 tubes a essai sont
additionnés respectivement, 1 ml de NaOH, 1ml d'eau distiléle et Iml de HCI concentre et de

coupeaux de Magnésium.

11.5.1.2. Quinones
I1.5.1.2.1. Principe
En présence de NaOH a 10 %, les solutions des quinones présentent une coloration
caractéristique virant du rouge au violet.
11.5.1.2.2. Mode opératoire
5 g de matériel végétal sont broyés et humectés de quelques gouttes de HCI. La

macération de ce matériel végétal ce fait dans un Erlen Meyer fermé et contenant 10 ml
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d'éther de pétrole pendant une heure ou 24 heures. Aprés filtration, 2 ml de filtrat sont agités
avec 2 ml de NaOH a 10 %. La coloration rouge virant au violet apparait en présence des

quinones.

I1.5.1.3. Saponines
I1.5.1.3.1. Principe

Par agitation, une mousse persistante dont la hauteur est mesurable apparait dans les
solutions de saponines.
11.5.1.3.2. Mode opératoire

5 g de matériel végétal trituré sont mis dans un Erlen Meyer dans lequel on y ajoute 50
ml d'eau distillée pour réaliser une décoction pendant 30 minutes. Aprés refroidissement, 5 ml
du décocté sont filtré et préleve et introduit dans un tube a essai de 16 mm de diametre et 160
mm de hauteur apres agitation.
L'apparition d'une mousse persistante indique la présence des saponines.
Cependant, en cas d'une faible mousse, le décocté est testé avec un mélange a volume €gal de

H,SO4 1IN et K,CrOs a 10 % (chrome de potassium)

I1.5.1.4. Tanins
I1.5.1.4.1. Principe

En présence de Chlorure ferrique a 1% ; les extraits aqueux tanniques donnent des
colorations bleu-vert, bleu-sombre et verte ou des précipités.
11.5.1.4.2. Mode opératoire

5 g de matériel végétal sont infusés dans 50 ml d'eau bouillante contenue dans un
Erlen Meyer pendant 30 minutes. 2 ml de l'infusé sont prélevés et mis dans un tube a essai
dans lequel on ajoute quelques gouttes de chlorure ferrique a 1%. L'apparition d'une
coloration ou la formation d'un précipité indique la présence des tanins catéchiques.

2 ml de l'infusé¢ sont placés dans un tube a essai saturé en acétate de sodium avec
quelques gouttes de FeCls. La formation d'un précipité indique la présence des tanins

galliques.

I1.5.1.5 Stéroides et terpenoides
I1.5.1.5.1. Principe
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En présence de l'acide acétique anhydre et de l'acide sulfurique concentré (réactif de
LIEBERMAN-BURCHARD), l'extrait organique ¢éthéré contenant les stéroides donne des
colorations mauves et vertes
I1.5.1.5.2. Mode opératoire

1g de matériel végétal est mis en macération pendant 24 heures dans I'éther de pétrole
ou dans le benzéne. Apres filtration et introduction dans un Erlen Meyer de 100 ml, le solvant
est évaporé au bain de sable. Le résidu est récupéré par 1 ml de chloroforme, 1 ml d'anhydride
acétique et 3 gouttes d'acide sulfurique concentré. Il se produit une coloration violette
devenant progressivement verte. La coloration verte se stabilise au bout de 30 minutes et
indique la présence des stéroides.

Par ailleurs, 2 ml de la solution acidifiée sont traités par quelques gouttes de réactif de

HIRSCHSON. L'apparition d'une coloration rouge indique la présence des terpénoides

I1.5.1.6. Alcaloides
I1.5.1.6.1. Principe

La mise en évidence des alcaloides consiste a les précipiter a l'aide du réactif de
MAYER.
11.5.1.6.2. Mode opératoire

Prendre 1 g de poudre de matiere végétale seche qu'on met a macérer dans 10 ml de
méthanol a la température ambiante pendant 24 heures, puis a I'é¢tuve a 50°C pendant 4
heures. La solution obtenue est filtrée, lavée avec des portions de méthanol chaud. Ensuite, on
évapore a sec la solution obtenue a I'étuve a 50°C. Le résidu est recueilli deux fois par 2 ml de
solution chaude d'acide chlorhydrique 1% et est filtré.
La solution acide obtenue est basifiée par 'ammoniaque concentrée dans une ampoule a
décanter. On y ajoute 15 ml de Chloroforme qui sera évaporé a sec a l'air libre et le résidu
obtenu, est repris par 0,5 ml de HCI 1% et agiter.

Ainsi, les alcaloides ayant été protonés sont supposés €tre passés en phases aqueuses.
La phase aqueuse au-dessus est prélevée a l'aide d'une pipette Pasteur. Six gouttes sont
déposées sur une lame porte-objet et précipitées a 1’aide du réactitf de MAYER pour la mise
en évidence des alcaloides.

I1.5.1.7. Coumarines
1 g de la poudre végétale est placé dans un tube a essai en présence de 2 ml d’eau distillée.

Le tube est recouvert avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et porté dans un bain

marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0.5 ml de NH4OH dilué (10%) deux taches
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sur un papier filtre sont examinés sous la lumiere ultraviolette a 254 nm. La fluorescence des

taches confirme la présence des coumarines.

I1.5.2. Estimations quantitatives
I1.5.2.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué¢ avec le réactif colorimétrique de Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006).

Les propriétés colorimétriques de réactif de Folin-Ciocalteu sont modifiées lorsqu’il
est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des phénols (Catalano et
al., 1999). Ce réactif est forme d’acide phosphomolybdique H3;PMO;,0O4 et d’acide
phosphotungstique H;PW 1,040 qui est réduits par ’oxydation des phenols en oxydes bleus de
tungsteneWgO,3 et de molybdene MO3Os, cette réaction se traduit par le développement d’une

coloration bleue foncée.

De chaque extrait 200 pl (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de réactif de
Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont ét¢ mélangées et incubées pendant 4 minutes.
Apres I’incubation, 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na,COs; (75 g/l) a été
ajoutée. Le mélange est agité puis incubé pendant 30 minutes dans l'obscurité a température

ambiante. L'absorbance a été mesurée par un spectrophotométre UV-Vis a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique (0-200)
et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (ug

EAG/mg) (Wong et al., 2006) (Annexe 2. Fig 8).
I1.5.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl;) cité par (Djeridane et al., 2006 ) est

utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Le chlorure d’aluminium (AICl;) forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur

d’onde 430 nm.

I ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol). Le

mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes
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d’incubation.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage réalisé par

un standard ¢étalon la catéchine g/l (Annexe2. Fig 9)
I1.6. Analyse statistique

L’interprétation des données est réalisée apres une analyse de variance, a ’aide du
programme de statistique STATISTICA 10 La comparaison des moyennes a été faite par le
test de Fisher et suivi par une comparaison des groupes homogenes selon le test de Newman

& Keuls au seuil 5% a 1%o si le test est significatif.
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Résultats

II1.1. Résultats

II1.1.1. Analyse qualitative

I11.1.1.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est la détection des composés chimiques par le test de
solubilité¢ des composants de la réaction de précipitation, l'observation visuelle de la turbidité
et des changements de couleur spécifiques. Les résultats expérimentaux des tests
phytochimiques réalisés sur le matériel végétal de 7. hirsuta sont mentionnés dans le tableau
02.

Sur la base des résultats, les principaux métabolites secondaires de 7. hirsuta ont été
identifiés ; on note une moyenne présence des flavonoides et leuco-anthocyanes (coloration
rouge) dans les trois parties végétales (feuilles, tiges, fleurs) avec une faible présence des
leucoanthocyanes dans les tiges. Cependant les saponosides sont absents des feuilles et des
fleurs, tandis que leur présence est forte dans les tiges (apparition d'une mousse persistante).
Une présence totale et forte des stéroides (coloration mauve) est constatée dans les trois
parties végétales alors qu’on note I’absence des quinones (pas de coloration rouge au violet)
et des terpenoides (pas de coloration verte) dans toutes les parties végétales. La mise en
¢vidence des tanins a permis de noter I’absence des tanins galliques, et une forte présence des
tannins catéchiques (coloration blue-verte / bleu-sombre et verte ou précipités) dans les
feuilles et les fleurs avec une moindre présence dans les tiges. Aussi on remarque que les
alcaloides ne sont absents que des tiges (les précipités n'apparaissent pas) a I’opposé les

coumarines ne sont présentes qu'au niveau des tiges avec apparition de taches fluorescentes.
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Tableau 02 .Mise en évidence des principaux principes actifs chez 7. hirsuta.

Métabolites secondaires

Parties végétales

Feuilles | Tiges | Fleurs

Flavonoides ++ ++ ++
Leuco- anthocyanes ++ + ++
Saponosides - +++ | -
Tannins catéchiques +++ + -+
Tanins galliques - - -
Quinones - - -
Stéroides +++ +++ |+
Terpénoides - - -
Alcaloides + - +
Coumarines - + -

IIL.1. 2. Analyse quantitative

II1.1. 2.1. Rendement d’extraction

L’extraction des polyphénols de 7. hirsuta par les trois méthodes, macération a chaud et a
froid, et centrifugation a permis de déterminer le rendement brut des feuilles et des tiges
exprimés en pourcentage de matiere seche (% MS) sont illustrés par la figure 10 . L’extrait
obtenu a une couleur verte ou brune selon le type de la partie étudiée, feuilles ou tiges
(Annexe 01. Fig 6). Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que le rendement
brut de 7. hirsuta obtenu a partir de la méthode de macération a froid est le plus élevé en

comparaison des deux autres méthodes dont les résultats ne sont pas tres distants ’un de

I’autre.
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L’extraction par macération a froid a montré que la diminution de la quantité d’alcool
(éthanol) dans le mélange d’extraction joue un role important dans le taux de 1’extrait brut des
feuilles a 'opposé des tiges avec un rendement alcoolique tres €élevé chez les feuilles. Dans
I’ensemble les feuilles enregistrent de 34.37 a 12.5% et pour les tiges de 29.25 a 21.87 %

d’extrait brut.

Pour les deux autres méthodes d'extraction, 1'extrait alcoolique (éthanol) obtenu a partir de
la tige par macération a chaud considéré comme le plus élevé avec un taux 12,93% par
rapport aux autres extraits, d'autre part, I'extrait hydro alcoolique obtenu a partir de la tige par
centrifugation est le plus ¢élevé avec la valeur de 14,03%. Les tiges ne semblent pas montré de
différence en rapport des quantités diverses des liquides utilisés et des deux méthodes
contrairement aux feuilles. L’analyse de la variance a montré des résultats trés hautement
significatifs jusqu’a 1%o (Tab. 03) pour les méthodes d’extraction (macérations a chaud et a

froid et centrifugation) ainsi que I’interaction extractions et parties végétales (feuille, tige).

Les résultats significatifs ont été comparés par le test de Student-Newman-keuls (SNK),

qui a montré sept groupes homogenes distincts (Fig. 10).

40 a
g 3
2 30
2
< 25 M Feuille
E 20 1 H Tige
€
[}
]
[
[}
@

eau lethanol 70/30| eau lethanoll 70/30 lethanol 70/30 | 50/50 | 30/70

Macérationa chaud Centrifugation Macération a froid

Extractions

Figure 10. Rendement brut des composés phénoliques obtenus a partir de 7. hirsuta par trois
Méthodes d'extraction (macération a chaud, centrifugation, macération a froid) a partir de

trois extrait (alcoolique, hydro-alcoolique et hydrique) au niveau des feuilles et des tiges.

Lettres alphabetiques : groupes homogénes SNK a 5%.

29



Résultats

Tableau 03. ANOVA des rendements bruts entre 1’extraction et I’interaction extraction partie

végétale de T.hirsuta

SC DDL MC F P
Extraction 4014,58 9 446,06 50,491 oAk
parties végétales 20,72 1 20,72 12,345 ns

Extraction*parties végétales 970,37 |9 107,82 112,204 ok

Erreur 353,38 |40 8,83

**% - trés hautement significatifs, ns : non significatif

IIL.1. 2. 2. Quantification des composés phénoliques
I11.1.2.3. dosage des Polyphénols totaux

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage, €tablie avec le standard étalon 1’acide gallique (0-200) et exprimée
en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (ug EAG/mg) (Annexe

02. Fig 8).

Selon les résultats obtenus le taux le plus €élevé en polyphénols est obtenu par le solvant
hydro- éthanolique (50/50) au niveau des feuilles (74,65 mg EAG / g MS). La plus basse
valeur est de 49.41 mg EAG/ g MS par le solvant le solvant (70/30) des tiges (Fig .11). Dans
I’ensemble le reste des valeurs sont trés proches les unes des autres avec un maximum de

différence de 6 mg EAG/ g MS.

L'analyse statistique est trés hautement significative entre concentrations des solvants et
parties végétales a 1%o0 (Tab. 04).
Les comparaisons des groupes homogenes par le test SNK entre concentrations ont montré
trois groupes distincts (Annexe 03. Tab 1 et 2), deux solvants sont regroupés ensemble. Les
comparaisons entre l'interaction concentrations x parties végétales ont montré quatre groupes

distincts, trois solvants sont regroupés ensemble (Fig. 11).
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Figure 11. Teneurs en polyphénols totaux en fonction de concentration des solvants et des

parties végétales.

Lettres alphabetiques : groupes homogénes SNK.

Tableau 04. ANOVA des polyphénols totaux de T hirsuta.

SC DDL MC F p
Concentration (C) 101068 |3 33689 13,110 oAk
parties végétales (PV) 8267 1 8267 3,217 ns
CxPV 112763 3 37588 14,627 oAk
Erreur 102788 |40 2570

**% : trés hautement significatifs, ns : non significatif

I1I. 1.2.4. Flavonoides totaux

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode de trichlorure d’alumiunm
(AICI3) et le taux des flavonoides a été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage des

catéchines (Annexe 02. Fig 9).

Les teneurs en flavonoides totaux obtenues montrent une variabilité de teneur entre les

différents extraits, en fonction de la concentration en solvant et les parties végétales (Fig. 12).

L’extrait par 100% d'éthanol correspond a la meilleure concentration en flavonoides avec

28,60 mg CA / g MS au niveau des tiges. Dans I’ensemble les différences sont minimes pour
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un groupe. L’étude statistique montre des différences trés hautement significatives pour

I’ensemble du test a 1%o (Tab .05).

Les comparaisons SNK indique que les teneurs en flavonoides des tiges d’extrait
¢thanolique sont classées dans le premier groupe (a), les teneurs en flavonoide des feuilles
d’extrait éthanol eau 50/50 sont dans le groupe (ab), puis les teneurs en flavonoides des tiges
d’extrait éthanol eau 50/50 sont dans le troisiéme groupe (bc) et finalement les teneurs en

flavonoides des feuilles et des tiges des différents autres extraits dans le dernier groupe (c).

(Annexe 03.Tab 3 et 4).

mTige

H Feuille

Flavonoides totaux (mg CA/g MS)

100/0 70/30 50/50 30/70

Concentrations des solvants

Figure 12. Teneurs en flavonoides totaux en fonction de concentration des solvants et des

parties végétales.

Lettres alphabetiques : groupes homogénes SNK.

Tableau 05. ANOVA des flavonoides totaux de T hirsuta.

| . sC | DDL | MC | F | p

| Concentration (C) 7921 3 2640 (9,94 | wkx
| parties végétales (PV) 219 1 219 082 | s

| CxPV 5999 3 2000 (7,53 | ek
| Erreur 10623 140 266 | |

**% . trés hautement significatifs, ns : non significatif
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I1L.2. Discussion générale
I1L.2.1. Screening phytochimique

Le criblage phytochimique de 10 principes actifs a permis de visualiser la présence de 7
composés chez T. hirsuta. Quatre métabolites secondaires sont présents dans les feuilles, les
tiges et les fleurs dont les flavonoides, les leucoanthocyanates, les tanins catéchiques et les
stéroides. Les tanins galliques, les terpénoides et les quinones sont complétement absents des
parties végétales du 7. hirsuta : Les saponosides et les coumarines ne sont présents qu’au

niveau des tiges par contre les alcaloides sont mis en évidence dans les feuilles et les tiges.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kadi et al. (2017) pour 7. hirsuta de Tunisie
selon lesquels il y a présence des flavonoides, des tanins, des stéroides, des coumarines, des
des saponosides et des alcaloides mais contrairement a nous ils mettent en évidence la
présence de quinones dans un mélange de feuilles et de tiges. En revanche, selon Nawel
(2018) les tanins catéchiques sont absents et les tanins galliques sont présents dans un

mélange de feuilles et de fleurs ce qui est a I’opposé de nos résultats.

Ces différences résultent de la relation entre la quantité de polyphénols contenus dans la
plante et les changements des conditions climatiques, la nature du sol, ainsi que la partie
¢tudiée de la plante (Boizot et Charpentier, 2006). Ces arguments sont appuyés par Falleh et
al. (2008) qui confirment I'effet des conditions climatiques difficiles des lieux ou elles
poussent (température €levée, forte exposition au soleil, sécheresse et salinité¢) qui stimulent la

biosynthese de métabolites secondaires tels que les polyphénols.
I11.2.2. Le rendement brut

Le rendement brut de I'extrait éthanolique obtenu a partir des feuilles par macération a
chaud (4,26%) sont inférieurs a ceux d’Ilihoum et al. (2018) qui a trouvé un rendement élevé
d'environ 7,8% (extrait méthanolique) pour les feuilles de 7. hirsuta de la région d'Oued Nini
de la wilaya d'Oum EIl Bouaghi , et de Kadi et al. (2017) qui a trouvé un rendement ¢élevé
d'environ 10% pour les feuilles de T. hirsuta de la région Arris wilaya de Batna. En revanche,
notre rendement en extrait aqueux de 8,86% est supérieur a celui d’Ilihoum et a/. (2018) qui
est 4%. En résumé nos résultats sont a ’encontre de ceux de d’llihoum et al. (2018) qui
montrent que le rendement obtenu par extraction au méthanol des feuilles est relativement

supérieur a celui de I'extraction aqueuse.
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Les résultats obtenus sont différents de ceux trouvés par certains auteurs qui ont travaillé

sur d'autres plantes. En effet, le rendement de l'extrait alcoolique des feuilles de 7. hirsuta

4,26% est bien inférieur a celui de Searsia tripartita (Ucria) Moffett (Anacardiaceae) (23,

79% extraction éthanolique; 36,20 extraction méthanolique) et celui de Limoniastrum
guyonianum Coss et Durieu ex Boiss.(Plumbaginaceae) (14, 80% extrait éthanol, 21,5%
extrait méthanol) (Hadjadj, 2017), mais les résultats de Gueriani et Boudraf (2018) obtenus
lors de I'extraction aqueuse de Daphne gnidium L. (Thymelaceae) collectés dans la région de

Bouira (8%), sont proches de nos résultats 8,86%.

En comparaison, on observe que grace au méthanol, I'efficacité d'extraction des composés
phénoliques a été améliorée, ce qui s'explique par le simple fait que cet alcool (polarité 6.6)
est plus polaire que 1'éthanol (polarisation 5.2). C’est pourquoi, il est connu par sa plus grande
efficacité pour extraire des quantités maximales de composants d'intérét (Bourgou et al.,

2016).

De nombreuses études ont montré et prouvé 1'importance des solvants dans I'extraction des
composé€s phénoliques. Chaque solvant est capable d'extraire des composés phytochimiques
qui ne peuvent probablement étre obtenus qu'avec son utilisation, et aussi parce que l'activité
pharmacologique de l'extrait de la plante médicinale dépend du solvant d'extraction (Dos
Santos et al., 1991). Selon les recherches de Do et al. (2014), la technique d'extraction est une
¢tape tres importante dans l'isolement et la récupération des composés phytochimiques
existants dans les matieres végétales. Traditionnellement, les solvants d'extraction les plus

utilisés sont en particulier l'eau et l'alcool éthylique (Dos Santos et al., 1991).

L'eau est un solvant qui extrait préférenticllement des composés polaires tels que les
flavonoides (Jones et Kinghon, 2006). Les tanins et les terpénoides peuvent également Etre
extraits a l'eau mais a chaud (King et Bott, 2012), c'est pour cette raison que l'eau a été

chauffée a 80 ° C avant l'ajout du matériel végétal lors de l'extraction aqueuse.

L'éthanol est un solvant polaire et est miscible avec de I'eau (King et Bott, 2012) permet
l'extraction de substances phytochimiques polaires telles que les lectines, les alcaloides, les
acidoides, les flavones, les polyphénols, les tanins, les saponines, et est €également capable de

séparer les microparticules des macromolécules (protéines et glucides) (Ahmad et al., 2006).

Des travaux ultérieurs de Perva-Uzunalic et al. (2006) et Do et al. (2014) confirment que

I’utilisation combinée de I'eau et du solvant organique peut faciliter I'extraction des substances
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chimiques qui sont solubles dans l'eau et / ou dans le solvant organique. Selon Mohammedi et
Atik (2011) l'addition de 30% d'eau distillée aux solvants purs augmente leur pouvoir
extractant. La présence de 1’eau, ayant un moment dipolaire plus fort que celui des alcools,
déstabilise les parois cellulaires. Par conséquent, en pénétrant plus profondément dans la
matrice végétale, le solvant peut entrer au contact avec une quantité plus grande du soluté,

favorisant ainsi I’extraction (Penchev et a/., 2010).

Les travaux de Su et al. (2006) et Naczk et Shahidi (2006) montrent que la récupération
des polyphénols et autres composés antioxydants de la matiere végétale dépend largement de
la solubilité de ces composés dans un solvant donné, de la polarité et de la viscosité du solvant
notamment le pH (Djouahra, 2012) En plus de la taille des particules, la présence de
substances interférentes (Stalikas, 2007) le type de solvant, la température, le temps

d'extraction et rapport de mélange (Hayat et al., 2009).
I11.2.3. Les polyphénols

Selon les résultats obtenus durant cette étude, la plante 7. hirsuta a une teneur plus élevée
en polyphénols (74.65 mg EAG/g MS) en solvant hydro-éthanolique (50/50) (éthanol/eau) ,
des feuilles avec une teneur moins importante que la premicre (proche de 57 mg EAG/g MS)
dans un solvant éthanolique, bien qu'il y ait une augmentation moyenne des polyphénols dans
les solvants suivants: solvant éthanolique des feuilles, solvants hydro-éthanoliques (30/70) des
feuilles et tiges, (50/50) des tiges avec une tres faible teneur polyphénols le solvant (70/30)

des feuilles et des tiges.

Nos résultats concordent avec ceux de Bouzouina et al. (2016) pour 7. hirsuta de I’ouest
algérien, la valeur de polyphénols la plus élevée a été extraite des feuilles d'extrait hydro-
¢thanolique (74,65 mg EAG/g MS), notre résultat est nettement supérieur a celui de
Bouzouina et al., (2016) qui est égale a 19.83 = 0.42 mg EAG/ g MS) d'extrait hydro-
méthanolique des feuilles. Les résultats d’Ilihoum et al., (2018) indiquent que la quantité en
polyphénols totaux d'extraits méthanoliques des feuilles de 7. hirsuta (68,176 ug EAG/g MS)
est proche des d'extraits aqueux (70,2115 ug EAG/ mg MS), sont en similitude avec nos
résultats. La quantité¢ des polyphénols dans le solvant éthanolique des feuilles (51,85 mg
EAG/g MS) est quasiment similaire a celle du solvant hydro-éthanolique (30/70 volume d’eau
est supérieur a celle de I'éthanol) des feuilles (57,02 mg EAG/ mg MS), ces deux solvants

appartiennent a la méme catégorie.
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111.2.4. Teneurs en flavonoides totaux

Nos résultats indiquent que la teneur en flavonoides dans les feuilles de l'extrait
¢thanolique (24,378401 mg CA / g MS) est 1égérement supérieure a la teneur en flavonoides

foliaires dans I'extrait méthanolique d’Ilihoum et al., (2018) (20,588 png EQ / mg).

Selon Amari, (2015) la teneur en flavonoides des feuilles de 7. hirsuta, déterminée a
partir de l'extrait aqueux, est égale a (3,15 = 0,15 mg EQ / g). La teneur en feuilles est bien
inférieure a celle mentionnée par Trigui et al. (2013) soit environ 29,3 mg / g. Cependant, elle
est 8 fois plus élevée (0,40 mg / g) que celle donnée par Mohammedi et Atik (2011). Cela
peut étre li¢ au climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne donne pas la composition

quantitative complete des extraits (Wu et al., 2005).

Le résultat de l'extrait aqueux de Trigui et al. (2013) est presque proche de notre résultat
concernant la quantité totale de flavonoides foliaires déterminée a partir de 1'extrait hydro

¢thanolique 50/50 (26.96 mg Ca/ g MS).
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Conclusion

L'utilisation traditionnelle de plantes médicinales en suspension aqueuse pour la résistance
locale aux maladies est connue. L'importance du développement moderne de ces plantes
réside dans la possibilité d'obtenir des principes actifs transformables en médicaments a partir

de leurs extraits.

Dans ce travail, nous avons tenté de mettre en évidence les principaux principes actifs
contenu dans les parties végétales de 7. hirsuta par un criblage phytochimique ; ce dernier
indique que 7. hirsuta se compose de principes actifs majoritairement abondants dans les
feuilles et les fleurs tels que les alcaloides et les tanins catéchiques, par contre les saponosides
et les coumarines sont contenus seulement au niveau des tiges. La comparaison quantitative
des rendements bruts obtenus des parties végétales, des méthodes et des solvants d’extraction
a pour objectif de cerner la meilleur méthode et solvant d’extraction et la partie végétale la

plus riche de la plantes en principes actifs.

Cette investigation a suggéré que la méthode la plus susceptible d’extraire parfaitement les
principaux composants, est la macération a froid par le solvant éthanolique au niveau des
feuilles. Le dosage des métabolites secondaires des extraits de 7. hirsuta a révélé que 1’extrait
hydro-éthanolique au niveau des feuilles est plus riche en polyphénols totaux par rapport a

I’extrait €éhanolique, alors que ce dernier est plus riche en flavonoides au niveau des tiges.

D'autres recherches plus approfondies, et plus completes seront nécessaires pour clarifier
les propriétés chimiques et les mécanismes d'action des principes actifs extrait par les

différents solvants et méthodes d’extraction.
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Annexe 1. Etapes d’extraction

Figure 02. Filtration

.

Figure 03. Résidus des feuilles et des tiges aprées filtration.
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Figure 04. Extraits bruts éthanoliques (mélange du premier et deuxiéme macéras)

A. feuille, B. tige

Figure 05. Extraits obtenus par la centrifugation

Figure 06. Extrait hydro-ethanolique par macération a chaud de : A : feuille, B: tige
de T hirsuta
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Figure 07. Evaporation

Annexe 2. Courbes d’étalonnage
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Figure 08. Courbe d’étalonnages de 1’acide gallique
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Figure 09. Courbe d’étalonnage des catéchines
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Annexe 3. Comparaison des groupes homogenes par le test de Newman and Keuls.

Tableau 1.Entre concentrations (polyphénols)

Concentration 112 |3
70/30 c
100/0 b
30/70 b
50/50 a

Tableau 2. Entre I’interaction concentrations x parties végétales (polyphénols)

concentration parties végétales 1 /2|3
3 |70/30 Tige c
4 |70/30 Feuille ¢
2 |100/0 Feuille c b
5 50/50 Tige c b
7 130/70 Tige c b
8 [30/70 Feuille c b
1 /100/0 Tige b
6 |(50/50 Feuille a

Tableau 3. Entre concentrations (flavonoides)

concentration 1|2
70/30 b
30/70 b
50/50 A

100/0 A
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Tableau 4. Entre I’interaction concentrations x parties végétales (flavonoides)

concentration

30/70
70/30
70/30
100/0
30/70
50/50
50/50
100/0

parties végétales

Tige
Tige
Feuille
Feuille
Feuille
Tige
Feuille
Tige

23

1
c
c
c
c
c
c



Perspectives futures

Quelques-uns des sujets proposés par les membres de jury au cas ou nous continuerions la

formation doctorale, si Dieu le veut :

» Etude comparative de rendements des composés phénoliques de la plante T.hirsuta
extraite pendant les quatre saisons, pour savoir la saison au quelle I’extraction des
substances bioactives est optimale.

» Comparaisons des composés phénoliques extraits par différentes méthodes opératoires
des quelques plantes médicinales, pour trouver les méthodes d'extraction les plus
efficaces pour chaque plante.

» L’influence de facteur thermique in vitro sur I’efficacit¢é de I’extraction des

rendements phénoliques.



