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Résumeé

L’Atriplex halimus est une des sources végétales les plus riches en substances phénoliques
antioxydantes et notamment en polyphénols, et aussi la matiére minérale essentiellement le
chlore et le potassium. Nous nous sommes intéressés dans ce présent travail a optimiser les
paramétres d’extraction des molécules bioactives de I’Atriplex halimus et évaluer son activité
hépato protectrice, en vue de la formulation d’une émulsion buvable par leur vectorisation.

Les résultats obtenus montrent que le meilleur solvant a optimisé est le mélange éthanol-eau,
les réponses de cette modélisation mathématique donnent un meilleur rendement de
I’extraction par macération des molécules bioactives de [’Atriplex halimus qui est de32.54%
de I’éthanol-eau a40%-80°C,le meilleur pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante en
utilisant la méthode de B caroténe de 58.55 % et un meilleur taux de matiere minérale de
58.55 EgAG/gE de I’éthanol-eau a100%-80°C, et le meilleur pourcentage de polyphénols
totaux qui est de 48.74% de I’éthanol-eau a 40%-20°C.

Les résultats de I'extraction par Soxhlet nous donnent un rendement de 39%, un taux de
matiere minérale de I'extrait obtenu est de 7.91%, un taux de polyphénols totaux de 172.41
EgAG/g d’extrait et une activité antioxydante de 59.73%. L'analyse HPLC de l'extrait
éthanolique nous a permis d'identifier 11 composeés appartenant a 3 familles différentes, les
acides phénoliques, les coumarines et les flavonoides. Les résultats de I'analyse des cendres
de l'extrait obtenu par spectrométrie de fluorescence X nous permis a identifier et quantifier
deux composés majoritaires qui sont le chlore (65.590%) et le potassium (24.264%).

L’activité hépato protectrice in vivo sur les souris blanches (mus musculus), en induisant
I'népatotoxicité par injection péritonéale du CCIl4, montre que I'administration préventive des
extraits de I'Atriplex halimusau bout de six jours, donne des valeurs des analyses
biochimiques de sang (ALT,AST), et de foie (MDA, Tglu) presque normales.

Les résultats de cette étude révelent aussi que les molécules bioactives d'Atriplex halimus
présentent une action protectrice significative dans la réduction de la Iésion hépatocellulaire
induite par CCl4. En se basant sur les caractéristiques physicochimiques et rhéologiques des 9
émulsions, toutes ces préparations sont stables.

Mots clés : Atriplex halimus, soxhlet,’activité hépato protectrice in vivo, [ caroténe,
polyphénols totaux, HPLC, fluorescence X,ALT, AST,MDA, Tglu, émulsions.



Abstract

The Atriplex halimus is one of the vegetable sources richest in antioxidant phenolic
substances and especially polyphenols, and also mineral matter mainly chlorine and
potassium. In this work, we were interested in optimizing the extraction parameters of the
bioactive molecules of the Atriplex halimus and evaluating its protective hepatic activity, with
a view to the formulation of a drinkable emulsion by their vectorization.

The results obtained show that the best solvent optimized is the ethanol-water mixture, the
responses of this mathematical modeling give a better yield of the extraction by maceration of
the bioactive molecules of Atriplex halimus which is 32.54% of ethanol Water at 40% -80 ° C,
the best percentage inhibition of the antioxidant activity using the p-carotene method of
58.55% and a better mineral content of 58.55 EgAG / gE of ethanol-water at 100% -80 ° C,
and the best percentage of total polyphenols which is 48.74% ethanol-water at 40% -20 ° C.

The results of extraction by soxhlet gave a yield of 39%, a mineral content of the extract
obtained was 7.91%, a total polyphenol content of 172.41 EgAG / g of extract and an
antioxidant activity of 59.73 %. HPLC analysis of the ethanol extract allowed us to identify
11 compounds belonging to 3 different families, phenolic acids, coumarins and flavonoids.
The results of the ash analysis of the extract obtained by X-ray fluorescence spectrometry
allowed us to identify and quantify two major compounds, chlorine (65.590%) and potassium
(24.264%).

In vivo protective hepatic activity in white muscles (mus musculus), by inducing
hepatotoxicity by peritoneal injection of CCI4, shows that the preventive administration of the
Atriplex halimus extracts after six days gives values of Biochemical analyzes of blood (ALT,
AST), and liver (MDA, Tglu) almost normal.

The results of this study also reveal that the bioactive molecules of Atriplex halimus exhibit a
significant protective action in the reduction of the hepatocellular lesion induced by CCI4.
Based on the physico-chemical and rheological characteristics of the emulsions, all these
preparations are stable.

Key words: Atriplex halimus, soxhlet, in vivo hepatoprotective activity, p carotene, total
polyphenols, HPLC, X fluorescence, ALT, AST, MDA, Tglu, emulsions.
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Introduction genérale



Introduction générale.

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur les
processus physiologiques de l'organisme humain. On les utilise aussi bien en médecine
traditionnelle gu'en phytothérapie moderne, elles présentent en effet des avantages dont les

médicaments synthétiques sont souvent dépourvus.

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent
derniéres années, les hommes n'ont eu que la nature pour se soigner, qu'il s'agisse de
maladies bénignes comme les rhumes et les toux, ou des maladies plus sérieuses comme la

tuberculose et la malaria [1].

Ces plantes médicinales représentent une source trés importante d’antioxydants qui
appartiennent en général a la famille des polyphénols, des alcaloides ou des terpenes. lls
sont largement recherchés pour leurs propriétés thérapeutiques agissent sur les processus

inflammatoires, endocraniens ou encore radicalaires.

Les progres dans le domaine des antioxydants sont accentués d’ou le nombre de plantes
médicinales disponibles commercialement est de 1’ordre de 1800 espéces aux Etats-Unis
[2]. Entre 1940 et 2002, 40 % des médicaments anticancereux étaient des produits naturels
et leurs dérivés, par contre seulement 8 % ont été synthétiques et méme imités de ces
produits [3].

Dans cette optique nous avons choisi |’Atriplex halimus, qui est une plante médicinale
largement utilisée dans la phytothérapie traditionnelle pour traiter plusieurs maladies tel
que le diabéte, les kystes et les lithiases [4-6]. Notre présent travail est basé sur 1’extraction
et I’évaluation des activités biologiques des molécules bioactives de |’Atriplex halimus, en

vue de la formulation d’une émulsion buvable par leur vectorisation.

Dans la synthése bibliographique qui comportera trois chapitres, nous allons commencer
par une étude botanique descriptive de |’Atriplex halimus et la mise au point de 1’état de
I’art sur les travaux antérieurs réalisés sur cette plante, suivie d’une étude théorique sur le
stress oxydatif qui est principalement traité en utilisant les antioxydants et enfin, les
différents procédés utilisés pour I’extraction de ces antioxydants a partir des matrices

végétales.
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L’étude expérimentale comportera trois parties, la premicre partie est 1’étude et
I’optimisation des procédés d’extraction des molécules bioactives a partir de 1’Atriplex
halimus et la détermination de la composition chimique de ces derniéres par HPLC/UV-
DAD pour les composés organiques et Fluorescence X pour les composés minérales. La
deuxiéme partie est I’évaluation de 1’activité hépato protectrice des molécules extraites in-
vivo sur des souris blanches en utilisant le tétrachlorure de carbone comme agent
hépatotoxique. La derni¢re partie est la conception d’une forme pharmaceutique (une
émulsion buvable de type double émulsion W1/O/W?2) pour la délivrance simultanée des

molécules bioactives hydrophiles et lipophiles extraites a partir de I’Atriplex halimus.
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Les plantes représentent la source majeure des traitements traditionnels dans le monde
entier. Elles sont caractérisees par leurs effets thérapeutiques importants et leurs effets
secondaires trés rares. L’usage de la médecine traditionnelle est trés répandu et revét une
importance sanitaire et économique croissante. Dans les pays en voie de développement,
I'utilisation courante de la médecine traditionnelle est accessible et abordable,
particulierement pour les patients les plus pauvres du monde vu le codt élevé de certains

médicaments ainsi que leur indisponibilité sur le marché [7].

L’Atriplex halimus est I’'une de ces nombreuses plantes utilisées dans la phytothérapie
traditionnelle. Lors de ce chapitre nous allons présenter 1’Atriplex halimus et mettre le

point sur les différentes études antérieures réalisé sur cette plante.
I .1. Botanique et description

L'Atriplex halimus (noms usuels : guettaf, arroche, pourpier de mer) est un arbuste de 1 a 3
m de haut, tres rameux, formant des touffes pouvant atteindre 1 a 3 m de diameétre [8]. Les
feuilles sont alternes, brievement mais nettement pétiolées, plus ou moins charnues,
luisantes, couvertes de poils vésiculeux blanchatres (trichomes), ovales, entierement ou
légerement sinuées, de 0,5 a 1 cm de large sur 2 a 4 cm de long. Les plantes sont
monoiques et portent des inflorescences en panicules d’épis, terminales, avec des fleurs
males au sommet et des fleurs femelles a la base. La floraison -fructification se déroule de
mai a décembre. Selon [9], il existerait deux types d’architecture florale de base, 1’une est
constituée de fleurs males pentameres et 1’autre de fleurs femelles munies d’un unique

carpelle inséré entre deux bractées opposées.

La position systématique de la plante étudier est donné si dessous [10,11].
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes.

Sous embranchement : Angiospermes.

Classe : Endicots.

Sous classe : Préastéridees.

Ordre : Caryophyllades.

Familles : Amaranthacées (ancienne appellation : la famille des Chénopodiacées).
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Genre Espece : Atriplexhalimus L.

Noms vernaculaires : Pourpier de mer, Aramass [10], Gtaf en Algérie [12] et Chenane au

Maroc.

Figure 1.1 : Photographie de 1’Aatriplex halimus a I’état naturel.

I .2. Choix de la plante

Le choix de la plante est basé sur une enquéte ethnopharmacologique aupres de la

population ayant connaissance de leur usage en médecine traditionnelle.
I .3. La répartition géographique

Le genre Atriplex (famille des Chénopodiacées) compte environ 420 espéces réparties dans
les zones tempérées, mediterranéennes et subtropicales, entre 20° et 50° de latitude Nord et
Sud [13-16].

L'Atriplex halimus est la plante la plus représentée sur le pourtour méditerranéen. L’espéce
est spontanée a l’intérieur d’une aire relativement vaste englobant les pays du pourtour
méditerranéen et du Moyen-Orient, depuis les Canaries jusqu’a I’Iran (Algérie, Maroc,
Libye, Tunisie, Syrie, Jordanie, Egypte, Arabie Saoudite, Palestine, France, Espagne,
Portugal, Italie, Gréce, Albanie, Malte, Chypre et Israél). Vers le sud, I’espéce atteint le
massif d’Ahaggar. En Algérie, I'Atriplex halimus est spontanée dans les étages

bioclimatiques semi-arides et arides.
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Cette espéce est présente aussi en France, sur les cotes francaises (méditerraneennes et

océaniques, jusqu’a la Manche) ; elle est utilisée spécialement comme haie.
| .4. Phytochimie de I’Atriplex halimus

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 (Gabés), les jeunes pousses de Guettaf sont consommeées par I’homme,
en le préparant comme des épinards. Bien que 1’acreté provoquée par une élimination
insuffisante des saponines pendant la cuisson ne rende pas cet aliment tres savoureux, sa

consommation reste trés acceptable par la population locale.

L'Atriplex halimus pourrait donc fournir un aliment de valeur pour les animaux comme

pour I’homme lorsque les conditions naturelles sont particulierement severes [17].

L'Atriplex halimus est riche en fibres alimentaires (cellulose), protéines, vitamines (B et
C) et sels minéraux (sodium, calcium, potassium, magnésium, phosphore) (tableau 1). Par
son contenu riche en fibres, il facilite la digestion, augmente la réplétion gastrique et
hydrate le contenu du bol fécal.

Tableau 1.1 : Teneur en matiére séche et composition chimique des feuilles vertes
d’Atriplex halimus [18].

MS | MAT* | CB* Na Ca K P Mg
%) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS) | (%MS)
34,2 15,1 154 4,41 1,77 2,59 0,21 0,32

* MS : matiére seche ; MAT : matiére azotée totale, CB : cellulose brute

L’étude chromatographique de 1’extrait des feuilles d’Atriplex halimus a montré la
présence de flavonoides. Ces composés ont des fonctions biologiques importantes chez la

plante ; ils participent a la coloration des fleurs attirant ainsi les insectes pollinisateurs,
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possedent des propriétés fongicides et protégent la plante contre I’attaque des parasites
[19].

La chromatographie des alcaloides a montré la présence de berbérine et de pipérine chez
I'Atriplex halimus. La berbérine est un composé connu par son activité antimicrobienne et
anti-inflammatoire. L’Atriplex est également recommandé pour traiter la malaria [20]. La

pipérine et ses dérivés sont des drogues anticonvulsantes et anti-épileptiques efficaces [21].
I .5. Les activités pharmacologiques

Cette espece dispose en outre de nombreux autres atouts pour la santé humaine. L'Atriplex
halimus est classée parmi les plantes les plus utilisées par la population steppique pour
soigner I’hyperglycémie. Effectivement, [22] ont constaté un effet hypoglycémiant trés net
chez des rats (rendus diabétiques par 1’alloxane) quand ils sont nourris avec un extrait
aqueux de feuilles vertes d’Atriplex halimus. Outre 1’¢lévation progressive du taux
d’hyperglycémie, chez ces rats le développement du diabéte s’accompagne de 1’apparition
de cataracte, de glycosurie et d’obésité. Mais 1’administration par voie orale de 1’extrait
alcoolique de la poudre végétale d’Atriplex halimus réduit leur hyperglycémie. Le principe
actif est de nature minérale : le chrome tissulaire de cette plante régulerait la glycémie en

activant I’effet de I’insuline [22].

Gréace a leurs propriétés antioxydantes, certains flavonoides ont un effet protecteur des

tissus du foie contre le cancer [20].

D’autres applications thérapeutiques sont possibles. On utilise aussi I'Atriplex halimus pour
soigner les inflammations des voies urinaires (cystites) et les lithiases urinaires [20,23].
Draineur cutané et rénal, diurétique et dépuratif, il accompagne tout régime qui nécessite

un drainage des tissus et la désincrustation des déchets et toxines [23].
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Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur
de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune
appelée stress oxydant, di a ’exagération d’un phénoméne physiologique, normalement

trés controlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene [24].
Il .1. Le stress oxydatif

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de 1’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensit¢ de ces phénomeénes augmente anormalement et dépasse la quantité
d’antioxydants disponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression
appelée « stress oxydatif » [25]. Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre
touchés : lipides, protéines, glucides et ADN [26,27]. Toutes ces altérations augmentent le
risque de plus de 30 processus de différentes maladies [28]. Parmi les, nous citons, les
maladies d’Alzheimer [29,30], de Parkinson [31], et de méningo-céphalites [32], les
maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque [33], les cedemes et vieillissement

prématuré de la peau [34] et le cancer [32].
I1.2. Les composes phénoliques

Les polyphénols constituent un groupe important des métabolites secondaires, tres
largement répandus dans le regne végétal. Ils sont reconnus pour leurs multiples propriétés
biologiques anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antifongiques anticancéreuses, incluant
I’activité antioxydante .Ce sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la
défense contre les dommages oxydatifs au niveau de la cellule car ils possedent des
structures chimiques idéales. L’activité antioxydante des polyphénols est plus puissante
que celle des tocophérols et de 1’acide ascorbique [35,36]. Les polyphénols regroupent les
principales classes suivants les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins condensés,

les stilbénes et les coumarines [37-39].

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les
boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les

l[égumes secs. Les fruits et Iégumes contribuent environ pour moitié a notre apport en
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polyphénols, les boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le
reste [40].

Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. Ils subissent dans les
tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans
de processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification
physiologique ne sont pas encore toujours claires. Un rdle important est attribué aux
phénols dans la résistance des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du
cotonnier a la maladie de flétrissement, la verticilliose. Le phénoméne d’accumulation des
substances phénoliques dans les tissus végétaux infectés ou dans les zones proximales est
également observeé a la suite de blessures causées par des facteurs mécaniques [41] et dans

le cas de carence en certains éléments minéraux comme 1’azote et le soufre [42].

Des travaux plus anciens [43,44] ont montré que les phénols seraient associés a de
nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogéne,
dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols sont aussi connus pour
leurs effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur les insectes et les
oiseaux pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et antibactérienne [45]. lls
interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur, nous citons :
les flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent donner naissance par
transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée [46], les anthocyanes,
composés de couleur rouge a violet, participent a la coloration des fruits mdrs et les tannins
sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits non mirs. A partir des années
quatre-vingt, c’est la découverte du rdle des radicaux libres dans les processus
pathologiques qui a relancé I’intérét des polyphénols en particulier les flavonoides dont les
propriétés antioxydantes sont tres marquées. Parmi les composés phénoliques on distingue

trois groupes essentiels.
11.2.1. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans
les fruits, les 1égumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties
de la plante [47]. Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des

vegétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques [48], dans la
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régulation de géne et dans le métabolisme de croissance [49]. Actuellement, environ de
4000 composes flavoniques sont connus [50] et ont tous le méme squelette de base a
quinze atomes de carbones qui sont arranges a une configuration C6-C3-C6 de type

phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane [51].

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-
Oet la fonction 4-oxo [51-53].

Figure 11.1 : Structure du 2-phényle chromane (gauche) et structure générale

des flavonoides (droite).

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines ;flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes

; flavanols ;isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones [54,55].
I1.2.2. Les tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines [56,57]. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont
trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les
racines [58]. On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur

origine biogénétique :
I1.2.2.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide phénol. Le

sucre est trés géenéralement le D-glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le
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cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés
ellagitannins [57,59].
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Figure 11.2 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B).
I1..2.2.2.Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols

lls se different fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polymeéres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone-carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes

végétaux, Gymnospermes et Fougéres [61].
11..2.3. Phénols simples et les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composé€s organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.
11.2.3.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique :

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique
et son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins
hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est tres

utilisé dans le secteur pharmaceutique [59].
11 .2.3.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique :

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides coumarique, caféique, férulique,

sinapique) ont une distribution trés large ; les autres (acides coumarique, férulique) sont

10
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peu fréquents [59]. Les acides cinnamique et caféique sont des représentants communs du
groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré d’hydroxylation et de
méthoxylation [60].

11.2.3.3. Phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutét rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...).
Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois,

ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes [57].
11 .3. Autres composés
11 .3.1. Les hétérosides

C’est une famille de composés issus de la condensation d’un ose avec un composé non-
glucidique appelé la génine ou encore la fraction aglycone. L’origine biosynthétique de
ces génines est tres hétérogéne (composés phénoliques, certains monoterpénes, triterpénes,
alcaloiques terpéniques, composés soufrés...). On peut citer 3 groupes importants
d’hétérosides [60].

I1.3.1.1. Saponosides

Les saponosides sont des substances dont la particularité est de mousser avec I’eau. Ces
substances, légérement caustiques et irritantes, probablement toxiques, rendent les plantes
qui en contiennent tout fait immangeables. Plusieurs drogues saponosides sont utilisées par
I’industrie pharmaceutique pour 1’obtention de formes galéniques, d’autres ont des

applications en phytothérapies [57].
11.3.1.2. Cardiotoniques

Les glycosides cardiotoniques constituent un groupe bien individualisé et d’une grande
homogénéité tant structurale que pharmacologique. Ces molécules naturelles d’origine
vegetale demeurent des médicaments intéressants pour le traitement de I’insuffisance

cardiaque [59].
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11.3.1.3. Anthracéniques

Ces substances sont des puissants laxatifs et purgatifs qui provoquent chez les animaux qui
les consomment des troubles digestifs plus ou moins importants. Les solanacees (renouées,

bourdaines) contiennent des hétérosides anthracéniques [61].
11.3.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés, basiques qui précipitent avec des réactifs
iodométalliques (réactif de Dragendorff) et qui sont biologiquement actifs. Leurs
actions biologiques les placent également au cceur de phénomeénes d’interactions de

défense face aux pressions biotiques.

Les alcaloides sont extraits de plantes qui appartiennent principalement a quatre familles
botaniques : les papavéracées, les papilionacées, les renonculacées et les solanacées [61].

11.3.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des essences qui n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Les genres capables d’élaborer les constituants qui composent les huiles
essentielles (terpnoides) sont repartis dans un nombre limité de famille, par exemple
les myrtacées, les rutacées, les lamiacées, les astéracées, les poacées, etc. ces essences sont

tres volatiles, non miscibles dans I'eau et souvent parfumees [61].
I1.4. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro
11.4.1. Piégeage du radical DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non-
radicale) en acceptant un atome d’hydrogéne [61]. Les structures chimiques de la forme

oxydée et réduite du DPPH sont données dans la figure 11.3.
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Figure 11.3 : Les structures chimiques de la forme oxydée et réduite du DPPH.

11.4.2. Blanchiment du p-Caroténe

Le B-caroténe est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Dans I’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un
agent de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces produits [62].
Cependant, dans le test du blanchiment du P -caroténe, la présence des 11 paires de
doubles liaisons rend le B -caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de 1’oxydation d’acide linoléique dans un
systeme émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du B -caroténe [63]. La présence des
antioxydants comme les polyphénols réduisent I’ampleur de la destruction du B-caroténe
en neutralisant les hydroperoxydes et d’autres especes radicalaires formées a I’intérieur de

ce systeme.

Figure 11.4 : Formule chimique du B-caroténe.
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Historiquement, 1’extraction solide-liquide appelée aussi I’extraction par solvant est 1’une
des opérations unitaires les plus anciennes. Accomplie couramment a la maison ou elle
s’apparente directement a la réalisation du café quotidien, elle est aussi trés employée en
industrie particulierement en hydrométallurgie (dissolution sélective de minerais ou
lixiviation) et dans I’industrie agroalimentaire et des cosmétiques (sucre de betteraves,

huiles, essences naturelles etc.) [64].

L’évolution des techniques est motivée par la diversité des matieres premiéres et par
I’optimisation des conditions d’échange entre phases tout en cherchant a minimiser la
consommation de solvant. C’est au cours de XVIIléme siécle que commence 1’utilisation

de solvant organique pour I’extraction des matiéres naturelles.
I11.1. Définition

L’extraction solide-liquide est 1’opération fondamentale qui a pour but d’extraire, de
séparer, de dissoudre soit par immersion soit par percolation d’un liquide, un ou plusieurs
composants (liquide ou solide) mélangés a un solide. C’est une opération de transfert ou
d’échange de matiere entre une phase solide, qui contient la maticre a extraire et une phase

liquide, le solvant d’extraction [65].
I11.1. 1 Principe et mécanisme de I’extraction solide liquide

L’extraction solide-liquide est une opération physique de transfert de matiere entre une
phase solide, qui contient la substance a extraire et une phase liquide, le solvant
d’extraction [64-66]. Suite au contact entre le solvant et le solide hétérogéne, les
substances ayant une affinité pour le solvant sont solubilisées et passent de la phase solide
dans la phase liquide. Au cours de I’extraction, leurs teneurs (fractions) dans la phase
solide diminuent et leurs concentrations dans la phase liquide augmentent. Le transfert de
matiere se réalise par diffusion moléculaire et par convection. L’extraction est un
processus non stationnaire qui s’arréte au moment ou s’établit un équilibre entre les deux
phases. Cependant si le solvant est continuellement renouvelé, la diffusion se poursuit

jusqu’a épuisement de la phase solide [67].

Généralement, ’extraction n’est pas trés sélective. En plus des molécules d’intérét,
d’autres substances sont également co-extraites & partir de la phase solide vers le solvant.
La solution obtenue est appelée extrait. La matiere solide obtenue apres évaporation du

solvant est aussi appelée extrait ou extrait sec. La source solide épuisée apres 1’extraction
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contient trés peu ou pas de soluté. Elle est appelée raffinat ou résidu. Dans certains cas, la
matiere végétale est prétraitée avant 1’extraction pour améliorer le contact entre les phases.
Le séchage, le broyage et le morcellement sont souvent utilisés comme opeérations de
prétraitement. Parfois, des prétraitements enzymatiques sont egalement utilisés pour
faciliter la dissolution des molécules d’intérét dans le solvant. La rupture des parois
cellulaires sous 1’action de pectinases et cellulases favorise I’extraction des polyphénols

[68].

Aprés I’extraction, 1’extrait obtenu est séparé du solide épuisé par sédimentation, filtration
ou centrifugation. Finalement, un extrait sec peut étre obtenu par un séchage approprié
(atomisation ou lyophilisation, par exemple). Les extraits secs peuvent étre conserves
longtemps et utilisés comme des ingrédients dans des industries alimentaire, cosmétique ou

pharmaceutique.

Au cours de I’extraction plusieurs étapes successives peuvent étre distinguées :

Pénétration du solvant dans la matrice solide,

- Dissolution du soluté dans le solvant,

- Diffusion du soluté vers I’extérieur de la matrice solide,

- Transfert du soluté vers le cceur de la phase liquide (par diffusion ou convection)

- La durée de I’extraction solide-liquide est déterminée par 1’étape la plus lente qui
contréle la vitesse de 1’opération. Le plus souvent il s’agit de 1’étape de diffusion

interne dans la matrice végétale.
I11.2. Caractéristiques générales d’extraction solide-liquide
111.2.1. Facteurs influencant le transfert

Les phénomenes de transfert de soluté dans le solide, en 1’occurrence la matiére végétale,
sont affectés par plusieurs facteurs caractérisant la matiere solide, le soluté et le solvant,

ainsi que par les conditions opératoires [69].
111.2.1.1. Influence du solide

La taille et la structure de 1’échantillon joue un role important dans 1’extraction. Plus la

mati¢re est divisée finement et plus la surface d’échange est grande rendant le contact
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solide-liquide meilleur. C’est pourquoi 1’extraction des matiéres végétales est toujours
précédée du broyage. Cependant, un broyage poussé peut dégrader les principes actifs sous
I’effet de la chaleur dégagée par les frottements. Les particules trop petites peuvent aussi

engendrer des problémes d’imperméabilité du lit de filtration.
111.2.1.2. Influence du soluté

Le soluté a extraire influence la diffusion de par sa structure moléculaire, sa taille, sa
localisation, sa répartition et ses liaisons dans la matic¢re végétale avec d’autres composés.
La vitesse de diffusion est inversement proportionnelle a la taille des particules du soluté :
elle diminue quand la taille de ces dernieres augmente. Par exemple, les vitesses
d’extraction des composants hydrosolubles sont dans 1’ordre croissant Suivant: Par

exemple : acides acétiques> sucre > phénol > pectines [69].
111.2.1.3. Influence du solvant

Les solvants souvent utilisés sont I’eau, les alcools (méthanol, éthanol), les hydrocarbures

(hexane), le CO2 supercritique.

Comme dans le cas du soluté, la taille des molécules de solvant exerce une influence sur la
diffusion. Il est également question de sélectivité, afin d’extraire le maximum de soluté et
le minimum des autres constituants du cytoplasme et plus généralement de la matiere
végétale. Car il va falloir ensuite séparer le soluté des autres molécules extraites. Le choix
d’un solvant a faible viscosité et de masse volumique peu élevée est recommandé pour

faciliter la diffusion dans le solvant, ’agitation et la séparation mécanique [70].

Le choix du solvant se fait selon plusieurs criteres [71]:

La solubilité des composants spécifiques dans le solvant,

- La régénération du solvant si celui-ci doit étre réemployeé. Il ne doit pas former
d’azéotrope avec un des composés qu’il solubilise et sa chaleur latente doit étre
faible,

- La tension interfaciale et la viscosité, car le solvant doit correctement mouiller la
matrice solide,

- Idéalement il doit étre non toxique, stable, non réactif, non inflammable, inoffensif

pour I’environnement et peu coliteux.
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La solubilité des composes phénoliques est régie par leur nature chimique dans la plante,
qui peut varier du simple au tres fortement polymérisé. 1l y a aussi toujours la possibilité
d’interaction entre les composés phénoliques et d’autres composants tels que les glucides
et les protéines qui peuvent conduire a la formation de complexes insolubles. Les
rendements d’extraction et 1’activité antioxydante des extraits dépendent du type de solvant
utilisé, en raison de différences de potentiel antioxydant des composés en fonction de la
polarité [72].

La nature du solvant est trés importante pour pouvoir extraire les molécules d’intérét et, si
possible, de facon sélective. Le solvant doit avoir une affinité importante pour les
molécules ciblées et posséder une grande capacité de dissolution. Une faible viscosité
facilitera la pénétration du solvant dans la matrice solide ainsi que le transfert de matiere
au sein de la phase liquide. Une température d’ébullition peu élevée permettra de séparer
les molécules extraites et le solvant en utilisant moins d’énergie. Il est toujours préférable
d’utiliser des solvants ininflammables et non explosifs. En vue d’application des
extraits dans les industries  alimentaires, cosmétiques pharmaceutiques, il est
important d’utiliser des solvants non toxiques. Généralement, pour [’extraction

d’antioxydants, des solvants « food grade » sont utilisés.

L’eau est souvent utilisée comme solvant pour I’extraction de biomolécules a partir de
sources végétales. Sa polarité permet de dissoudre beaucoup de composés phénoliques
antioxydants polaires. Pour des antioxydants peu polaires ou apolaires des solvants plus
hydrophobes sont mieux adaptés. Les solvants tels que le méthanol, 1’éthanol, le propanol,
I’acétone, 1’acétate d’éthyle, ainsi que leurs mélanges avec ’eau sont largement utilisés
pour I’extraction des composés phénoliques. Les mélanges extraient souvent mieux les

substances ciblées que les solvants purs [73].

Par exemple, I’extraction des composés phénoliques a partir des [égumineuses est optimale

en utilisant un mélange éthanol / eau 70/30 vol comme solvant. [74].

Pour I’obtention d’extraits d’antioxydants phénoliques, 1’eau et 1’éthanol sont les solvants
les plus couramment utilisés pour des raisons d’absence de toxicité et d’abondance, méme
si parfois il y a des solvants plus efficaces. Lorsque 1’objectif de 1’extraction est d’analyser
la teneur de certains composés phénoliques dans les sources végétales les restrictions sont
moindres et dans ces cas d’autre solvants (méthanol, acétate d’éthyle, éther éthylique etc.)

sont aussi utilisés. [75].
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111.2.1.4. Influence de la température d’extraction

La température d’extraction a aussi une trés grande importance dans le processus
d’extraction. Une augmentation de la température favorise la solubilité et la diffusivité du
soluté et réduit sa viscosité et celle du solvant. Mais elle peut entrainer une diminution de
sélectivité suite a la perméabilité des parois cellulaires par dénaturation. Elle peut
également dénaturer le produit & extraire comme elle augmente le risque de perte en
solvant [64].

111.2.1.5. Temps de contact liquide-solide ou temps d’extraction:

Le temps de contact entre les deux phases est aussi un des parameétres tres importants a
maitriser. Ce parametre est étroitement 1ié a la cinétique de I’extraction. La connaissance
de la cinétique permettra d’arréter 1’extraction lorsque le rendement souhaité est atteint et
de ne pas continuer I’opération au-dela. Ainsi des économies d’énergie et de main d’ceuvre

seront réalisées. [76,77].
111.2.1.6. Rapport solvant-solide

Le rapport solvant-solide a également un effet sur le rendement d’extraction, lorsque le
ratio entre le solvant et le solide est grand, la quantité totale de composés extraits est plus
élevée. Cependant, méme si les rendements sont plus grands dans les cas de rapports
solvant-solide importants, 1’utilisation de grandes quantités de solvant n’est pas souhaitable
car les concentrations des molécules d’intérét dans les extraits sont faibles et plus d’énergie
est nécessaire pour éliminer le solvant et obtenir I’extrait sec [78]. Une optimisation de ce

parameétre est donc souvent nécessaire.
111.2.1.7.Influence de I’humidité

En regle générale, les matiéres végétales sont séchées pour faciliter leur conditionnement
et surtout leur stockage. Un surplus d’humidité peut donc détériorer le substrat. De plus,
lors del’utilisation de solvants hydrophobes, la diffusivité est inversement proportionnelle

a la teneur en eau du solide [67,79].
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111.2.1.8.Influence de ’agitation

Une agitation mécanique des particules dans le solvant permet le maintien en suspension
de celles-ci et ’homogénéisation du milieu. Elle a donc une grande influence sur le

transfert de maticre a I’interface solide-liquide.

Expérimentalement, ils observent bien des cinétiques différentes en fonction de la prise
enconsidération ou pas de la variation de volume. lls obtiennent donc pour les mémes
conditions opératoires des valeurs différentes du coefficient de diffusion en fonction du

volume considéré,
111.2.2. Performances de I’extraction solide-liquide

L’extraction idéale est caractérisée par une productivité élevée, un rendement maximum,
une sélectivité adaptée a 1’objectif visé et une concentration maximale de I’extrait.
Cependant certains de ces facteurs peuvent étre antagonistes comme par exemple le

rendement et la concentration. Un compromis est a définir dans la pratique [80].
111.2.2.1Productivité

La productivité correspond a la masse d’extrait obtenu par unité de temps. Elle est

évidemment liée a la cinétique de 1’extraction.
111.2.2.2. Rendement

Le rendement est un paramétre qui tient compte de ’efficacité de I’opération. Dans le cas

de I’extraction solide-liquide différents types de rendement peuvent étre utilisés :
-la quantité d’extrait sec par rapport a la quantité initiale de la source végétale ;

-la quantité de la substance d’intérét extraite (ou du groupe de substances d’intérét)

par rapport a la quantité initiale de la source végétale ;

-la quantité¢ de la substance d’intérét extraite par rapport a la quantité de cette

substance initialement présente dans la source végeéta

-Teneur en substance d’intérét (pureté de 1’extrait)
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-La quantité de la substance d’intérét extraite par rapport a la quantité d’extrait sec
total correspond a la teneur (ou la fraction) de cette substance dans 1’extrait. Ce

parametre est utilisé pour caractériser la sélectivité de I’extraction.
111.2.2.3. Concentration de I’extrait

L’extrait obtenu apres 1’extraction subit généralement d’autres opérations telles que
la concentration, le séchage, etc. Il est donc important d’avoir un extrait aussi concentré
que possible. En effet, la consommation énergétique des procedés de concentration qui

suivent 1’étape d’extraction sera d’autant plus importante que 1’extrait sera plus dilué [80].

111.3 LES PROCEDES D'EXTRACTION CONVENTIONELS DES MOLECULES
BIOACTIVES

L’extraction est une séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a I’aide des solvants sélectifs, traditionnellement de 1’eau.
Beaucoup de techniques ont été utilisees depuis toujours comme : infusion, décoction,

macération et la distillation.

Les techniques d’extraction a pression ambiante, sans ou avec agitation et/ou chauffage
utilisées  depuis longtemps sont considérées comme techniques classiques

(conventionnelles).
111.3.1. Macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation, habituellement a
température ambiante. L’opération bien que généralement longue et a rendement souvent
médiocre, est utilisée dans le cas d’extraction de molécules thermosensibles. Pour étre
efficace, une macération sans agitation, peut durer de 4 a 10 jours environ ; ceci peut
présenter quelques inconvenients, en termes de fermentation, ou de contamination
bactérienne notamment si le solvant utilisé est de I’eau. Ces phénomenes peuvent entrainer
une dégradation des molécules actives. En vue d’éviter ou de réduire ces inconvénients, la
maceration peut étre opérée dans un récipient couvert, le tout a 1’abri de la lumiére et, dans

certains cas, maintenue dans un réefrigerateur [64,81].
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111.3.2. Extraction par soxhlet

Principe : Dans un systeme conventionnel de Soxhlet, la matiére végétale est placée dans
une cartouche, et remplie de solvant frais condensé a partir d'un ballon a distiller. Quand le
liquide atteint le niveau de débordement, un siphon aspire la solution de la cartouche et la
décharge de nouveau dans le ballon a distiller, portant les corps dissous extraits dans le
liguide en bloc. Dans le ballon, le corps dissous (soluté) est séparé du solvant par
distillation. Le soluté reste dans le flacon et le solvant frais passe de nouveau dans le lit de

solide. L'opération est répétée jusqu'a ce que I'extraction compleéte soit réalisée. [82].

Appareillage : selon la figure 1ll. 1 le soxhlet se compose d'un corps en verre (4) dans
lequel est positionnée une cartouche en papier-filtre épais (5), d'un tube siphon (6-7) et
d'un tube d'adduction (3). Dans le montage, l'extracteur est positionné sur un ballon (2)
contenant le solvant d'extraction (1). Dans l'extracteur est insérée une cartouche dans
laquelle est positionné la poudre contenant I'espéce a extraire ; puis un réfrigérant (9-10-
11) est adapté au-dessus de I'extracteur (il est aussi souhaitable d'utiliser un chauffe-ballon
avec agitation magnétique intégrée, afin d'éviter des a-coups d'ébullition qui provoquent
une remontée du liquide continu dans le ballon et non de vapeurs de solvant pures. A

défaut on peut placer des billes de verres dans le ballon).

Figure I11.1: Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet.

Lorsque le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de l'extracteur, faisant ainsi
macerer le solide dans le solvant (chauffé par les vapeurs se trouvant en dessous). Le
solvant condense s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube-siphon,

qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances
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extraites, et le solvant contenu dans le ballon s'enrichit par conséquent progressivement en

composés solubles.

Le solvant continue alors de s'évaporer, tandis que les substances extraites restent dans le
ballon (leur température d'ébullition doit étre nettement supérieure a celle du solvant

extracteur)

Avantages : Le cycle se répéte indéfiniment. On peut ainsi épuiser complétement le solide
en quelques cycles sans intervention. Le résultat est équivalent a une série
de macérations successives, mais cette technique ne nécessite pas un grand nombre
d'opérations. Ainsi, on a un net gain de temps de manipulation (& condition de laisser
I'appareil fonctionner un certain temps) : une fois mis en route, le montage n'a pas besoin
d'étre manipulé ni méme surveillé jusqu'a son démontage. De plus, cette méthode requiert
nettement moins de solvant que la méthode des macérations successives pour une méme

efficacité d'extraction. L'intérét est donc également économique.

Le solvant est constamment distillé, de sorte qu'il ne se sature jamais. Méme si la substance
extraite est en trop grande quantité par rapport au solvant et qu'elle dépasse sa solubilité

maximale, c'est toujours du solvant pur qui retombe de I'évaporateur.
Inconvénients : L'extraction par Soxhlet peut présenter les inconvénients si dessous.

o La taille de la cartouche étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs
extractions successives avec plusieurs cartouches, ce qui peut prendre un temps

considérable

o L'extraction a chaud peut dégrader certaines substances chimiques

Les paramétres influencant le Soxlhet : L’efficacité de 1’extraction solide — liquide par
Soxhlet dépend du gradient de concentration entre la phase solide et le solvant mais
également du temps de contact. Ces deux notions influencent la concentration finale du jus
d’extraction et le flux. L’objectif est donc de trouver soit la concentration, soit le temps a
partir duquel il faut renouveler ou diluer le solvant pour relancer ’extraction. Des

conditions opératoires peuvent aussi entrer en compte, telles que :
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Le ratio L/S

Le temps de contact

La nature solvant

Le nombre de siphonnages

Température d’extraction
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Chapitre IV : Extraction et caractérisation des molécules bioactives de 1’Atriplex halimus.

1VV.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons étudier tout d’abord 1’effet des solvants sur I’extraction des
molécules bioactives de |’Atriplex halimus. Pour avoir le meilleur solvant d’extraction,
nous avons étudié le mélange éthanol-eau, I’optimisation des paramétres d’extraction a été

réalisée en utilisant un plan d’expérience.

La modélisation mathématique nous a permis d’étudier I’influence des facteurs sur les
réponses qui sont : le rendement, 1’activité antioxydante par la méthode de blanchiment du
B-caroténe, le dosage des polyphénols totaux et le taux de matiere minérale. La
composition chimique de D’extrait obtenu a ¢été déterminée par HPLC/UV-DAD et

fluorescence X.

IV.2. Matériels et méthodes
V1.2.1. Matériels

V1.2.1.1. Matériel végétal

Les feuilles de |’Atriplex halimus ont été récoltées au mois de Janvier 2017 dans
la région de Djelfa (coordonnées géographiques: 34°40'00” nord, 3° 15'00" est)
a 300 km au sud de la capitale (Alger), Algérie.

La plante a été identifiée au niveau de I’herbier de I'INA (Institut National

d’Agronomie Alger, Algérie).

L'Atriplex halimus a été nettoyé et séché a I’air libre, puis a I’étuve a 45°C pendant 48 h.
Ensuite la plante a été finement broyée par un moulin & couteaux et tamisée a 1’aide d’un

tamis de porosité 100um.

Figure 1V.1 : Photographie de la partie aérienne de I’Atriplex halimus a 1’état sauvage

(gauche) et aprés séchage (droite).
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V1.2.1.2. Produits chimiques

L’éthanol, méthanol, acétone, acétate d’éthyle, dichlorométhane, octane, éther de

pétrole, hexane, carbonate de sodium, acide gallique, chloroforme, eau oxygénée et le

Tween 20 ont été achetés de chez Panreac (Barcelone, Espagne).

Le réactif de Folin-Ciocalteu, p-caroténe et Acide linoléique ont été achetés chez
Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, USA).

VI1.2.2. Effet des solvants sur I’extraction des molécules bioactives de I’Atriplex

halimus

Les solvants organiques utilisés sont répartis en trois groupes, les solvants organiques

polaires protiques (méthanol, éthanol), les solvants organiques polaires aprotiques

(acétone, acétate d’éthyle et dichlorométhane) et les solvants organiques apolaires (octane,

éther de pétrole hexane), de plus I’eau distillée a été utilisée comme solvant de référence.

Nous avons mélangé la plante broyée et le solvant a un ratio de 1/10 (5g de la poudre

végeétale avec 50 ml de solvant) dans un ballon sous agitation, & une température de 50°C.

Apres 2 h d’agitation, la solution a été filtrée et le solvant a été chassé pour récupérer

I’extrait.

Tableau IV.1: Les propriétés physico-chimiques des solvants utilisés[83]

Solvant Nature du solvant | Polarité relative | Température d’ébullition
Eau Polaire protique 1.000 100 °C
Méthanol Polaire protique 0.762 65 °C
Ethanol Polaire protique 0.654 79 °C
Acétone Polaire aprotique 0.355 56 °C
Acétate d’éthyle | Polaire aprotique 0.228 77 °C
Dichlorométhane | Polaire aprotique 0.269 83,47 °C
Octane Apolaire 0.015 125,67°C
Ether de pétrole Apolaire 0.117 35°C
Hexane Apolaire 0.009 80,75 °C
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IV.2.3. Etude du mélange éthanol-eau en utilisant un plan d’expérience

Depuis toujours, le plus grand réle de I'ingénieur est d’optimiser les procédés afin
d’augmenter les bénéfices et surtout de diminuer les colts. Le but de cette étude est
I'optimisation des parametres d'extraction des molécules bioactives a partir des feuilles de
I’Atriplex halimus, a cet effet nous avons utilisé un plan factoriel complet a deux niveaux,

deux facteurs, et un point au centre.

Les facteurs etudiés : Différents facteurs peuvent influer la qualité d'une extraction. Dans
notre étude, deux parameétres expérimentaux ont été pris en considération dans

I’optimisation :

e Facteur 1 : la concentration de I'éthanol (EtOH).

e Facteur 2 : la température (Temp).

Le premier facteur est la concentration de I'éthanol dans 1’eau (solvant d’extraction) que
nous avons varié entre 40% (niveau bas -1) et 100% (niveau haut +1), le deuxieme facteur
est la température que nous avons variée entre 20°C (niveau bas -1) et 80°C (niveau haut
+1).

Nous avons fixé le temps d’extraction a 2 h et le ratio (matiere vegétale/solvant) a 1/10.
Dans cette étude, nous avons effectué 5 expériences parce gque nous avons pris en
considération le plan factoriel complet a 2 niveaux, 2 facteurs et un point au centre

(22+1=5) ; les conditions opératoires des 5 expériences sont données dans le tableau 1V.2.

Tableau V1.2 : Matrice des expériences du plan factoriel utilise.

Expérience F1 F2
niveau valeur niveau valeur
1 +1 100% -1 20°C
2 +1 100% +1 80°C
3 -1 40% +1 80°C
4 -1 40% -1 20°C
5 0 70% 0 60°C
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Les réponses : Afin d’évaluer I’influence des facteurs sélectionnés sur 1’optimisation de

I’extraction, quatre réponses expérimentales ont été retenues :

e Réponse 1 : Le rendement de I’extraction (R).
e Réponse 2 : L’activité antioxydante (AA).
e Réponse 3 : Le taux de matiére minérale (TMM).

e Réponse 4 : Le taux de polyphénols totaux (TPT).

La modélisation mathématique : Un plan d’expérience est une planification de
I’ensemble des expériences d’un probleme multiparamétrique, son objectif principal est de
réduire au minimum le nombre d’essais expérimentaux par rapport a une approche
classique (titonnement), et d’assurer une meilleure qualité de résultats. De plus, il nous

permet une modélisation mathématique a 1’aide d’une simple corrélation.

Le modele mathématique polynomiale pour un plan factoriel complet peut étre établi en

utilisant 1°‘équation suivante :

Y = B0 + p(Temp)*X(Temp) + B(EtOH)*X(EtOH) + B(Temp-EtOH)* X(Temp)*
X(EtOH).

e Y est laréponse.

e B0 est la valeur de la réponse au centre du domaine d*étude, noté 0 (constante).
e fiest ‘effet du facteur i.

e [ij est I°effet de 1‘interaction entre les facteurs i et j.

Xi est le niveau attribué au facteur i.

IVV.2.4. Extraction par Soxhlet

50 g de poudre d’Atriplex halimus ont été introduis a I’intérieure d’une cartouche
en cellulose puis placé a lintérieure de D’extracteur Soxhlet de capacité de 500
mL. Le ballon du Soxhlet a ét¢ rempli par 750 mL d’éthanol. Le solvant a
I’intérieur du ballon a été chauffé a 1’aide d’un chauffe ballon, ensuite condenser
au niveau du condensateur qui est directement lieé a un cryostat (Figure 1V.2).
Aprés 3 h d’extraction au cours desquelles plusieurs siphonages ont été effectues,

I’extrait dissout a I’intérieur du solvant est récupéré.
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Figure 1V.2: Photographie de I’installation d’extraction par Soxhlet (gauche),
photographie de 1’évaporateur rotatif Heidolph (droite).

1V.2.5. Détermination du rendement

Afin d’avoir notre extrait sec, nous avons utilisé un évaporateur rotatif de la marque
Heidolph. Le poids en extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon
plein (aprés élimination du solvant par évaporation rotatif) et le poids du ballon vide. Le

rendement d’extraction est calculé par la formule suivante:

Mextrait

x 100

R(%) =

Mmatiere végétale
I1V.2.6. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de la partie aérienne de I'Atriplex
halimus, a été effectué a l'aide d'un spectrophotometre selon la méthode du réactif de
Folin-Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide phosphotungestique (HsPW12 O40) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMO12,04) qui sont réduits lors de 1’oxydation des composés
phénoliques en oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MOgO3).

Le dosage a été réalisé en utilisant la méthode décrite par [84,85]. Brievement, 100 uL de
nos extraits sont mélangés a 200 pL du réactif de Folin-Ciocalteu et 3,16 mL d’eau
distillée. Le mélange est incubé a température ambiante pendant 3 minutes. Ensuite 600 puL
de la solution carbonate de sodium anhydre (Na2COs3) a 20 % sont ajoutés au mélange.

Les composés phénoliques totaux sont déterminés a 1’aide d’un spectrophotométre a
UV(Ultra-Violets) visible aprés 2 h d’incubation a température ambiante par mesure de
I’absorbance a une longueur d’onde de 768 nm. On prépare dans les mémes conditions un

témoin avec de I'eau distillée a la place de la solution de I’extrait. La quantification est faite
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selon une gamme-étalon établie dans les mémes conditions avec de l'acide gallique (de 0 a

100 pg/mL). Les résultats sont exprimés en équivalent d’acide gallique par mg d’extrait.
IV.2.7. L’activité antioxydante in vitro (blanchiment du p -caroténe)

La méthode de blanchiment du B-caroténe décrite par [86] permet de mesurer I’ampleur de
la destruction du PB-caroténe (décoloration) par les hydro peroxydes formés a partir de

I’oxydation d’acide linoléique en présence des antioxydants.

Une quantité de 2 mg de B-carotene est dissous dans 10 ml de chloroforme. On préleve 1
ml de cette solution dans une fiole contenant préalablement 200 mg Tween 20 et 20 pl
d’acide linoléique. Cette solution est évaporée au rotavapor jusqu’a disparition de 1’odeur
du chloroforme. Puis, un volume de 100 ml de I’eau oxygénée diluée est ajouté dans la
fiole et le mélange résultant est agité vigoureusement. Dans des tubes a vis, I’émulsion -
caroténe/acide linoléique de 4 ml est additionnée a 200 pl des solutions méthanoliques de
I’extrait ou de I’antioxydant de référence BHA ou Acide ascorbique. Aprés une agitation
proprement dite, I’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t
= 0 min contre le blanc contenant 1’émulsion sans B-carotene. Les tubes bien fermés sont
placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite, I’absorbance de chaque extrait
est mesurée a 470 nm a t = 120 min. Pour le control positif, I’échantillon est remplacé par
le BHA. Le control négatif est constitué¢ par 200 pl de méthanol au lieu de 1’extrait ou de

I’antioxydant de synthése. Tous les échantillons sont répétés en deux essais.

L'activité antioxydante (%) des extraits est évaluée en terme de blanchiment de p-caroténe

en employant la formule suivante :

A120 - 6120

x 100
CO - C120

Pourcentage d'inhibition(%) =

Ai20 : représente I’absorbance en présence de ’extrait (antioxydants) a 120 min.
C120 : représente I’absorbance du contréle a 120 min.

Co : représente 1’absorbance du contréle a 0 min.

IV.2.8. Taux de matiére minérale

Le taux de matiere minérale a été déterminé par incinéeration [87]. 1g d’extrait est pesé

dans un creusé en céramique, ensuite introduit & ’intérieur d’un incinérateur réglé a une
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température de 550°C. Apres 5 h le creusé contenant la matiere minérale est a nouveau

peser. Le TMM est déterminé en utilisant 1’équation suivante :

mf —m;
TMM (%) = —~—— x 100

Mextrait

Ou:

ms : est la masse finale du creusé apres incineration.

m; : est la masse initiale du creusé vide.

Mextrait : €st la masse de 1’extrait introduite dans le creusé (1g).

IV.2.9. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC/UV-DAD)

La détection UV-vis est le mode de détection couplé a la chromatographie liquide qui est
de loin le plus utilisé aujourd‘hui pour l‘analyse des produits naturels possédant un ou
plusieurs chromophores. Les détecteurs UV-vis les plus communément utilisés sont des
détecteurs a barrette de diodes (DAD, Diode Array Detector), qui permettent de suivre une
analyse a plusieurs longueurs d’ondes simultanément, et d’enregistrer les spectres
d‘absorption de chaque composé élué par la phase mobile. L’appareil HPLC utilisé est de
type Shimadzu (Tokyo, Japon) est montré dans la figure IV.3.

Le protocole utilisé est décrit par [88]. Brievement, 20 ul de chaque extrait de
concentration de 50 pg/ml ont été injectés dans une colonne Nucleosil-C18 de dimension

égale a 18.25 x 0.4mm i.d., 5 um particle.

La phase mobile est constituée de deux éluants qui sont solution A : un mélange d’eau et

d’acide phosphorique a un rapport de 999 :1 (v/v) et solution B :acetonitrile.

Le gradient utilisé est : 90% A et 10% B a 0 min ; 90-78%A et 10-22%B de 0 a 13min ;
78-60% A et 22-40% B de 13 a 14 min ; 60% A et 40% B de 14 a 20 min.

Le debit est de 1.5 ml/min et le volume d’injection est de 20 ul. La détection a été
effectuée par un détecteur UV-DAD.
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Figure 1.3 : Photographie de 1’appareil HPLC utilisé (gauche) et photographie du

spectrophotomeétre de fluorescence X utilisé (droite).
1VV.2.10. Spectrométrie de Fluorescence X

La fluorescence X est une propriété spectrale des atomes exploitée couramment en analyse
pour obtenir des renseignements qualitatifs ou quantitatifs sur la composition élémentaire
de toutes sortes de mélanges. Le principe consiste a irradier 1’échantillon soit par un
faisceau de rayons X, soit par bombardement avec des particules, généralement des
électrons ayant suffisamment d’énergie, pour que les atomes ainsi ionisés émettent un
rayonnement de fluorescence également dans le domaine des rayons X. La méthode
utilisée pour identifier est quantifier les composés est la méthode semi-quantitative basée
sur I’identification des composeés en se référant au coefficient Ka. Le spectrophotomeétre de

fluorescence X utilisé est de type XRF Thermo Fischer Scientific (Figure 1V.4).
IV.3. Résultats et discussions

IV.3.1. L’effet de différents solvants organiques sur I’extraction des molécules

bioactives de |’Atriplex halimus

Le tableau (1V.3) represente les rendements et les activités antioxydantes des extraits

obtenus avec les différents solvants.
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Tableau 1V.3: Les valeurs des rendements et des pourcentages d’inhibition du
blanchiment du B caroténe pour les extraits obtenus avec différents solvants et les

antioxydants de références.

Echantillon Rendement | C (mg/ml) Co Ci20 Ao | Pl (%)
Methanol 12.10% 1 0,713 0,204 | 0.454 | 49.116
Ethanol 10.53% 1 0,713 | 0,204 | 0.495 | 57.171
Acétone 1.41% 1 0,713 0,204 | 0.303 | 19.450
Acetate d'éthyle 1.84% 1 0,713 0,204 | 0.285 | 15.914
dichlorométhane 1.35% 1 0,713 0,204 | 0.302 | 19.253
hexane 1.18% 1 0,713 0,204 | 0.259 | 10.806
Octane 1.49% 1 0,713 0,204 | 0.261 | 11.198
Ether de pétrole 1.16% 1 0,713 | 0,204 | 0.254 | 9.823
Eau 14.87% 1 0,713 0,204 | 0.401 | 40.275

A ascorbique - 1 0,713 0,204 | 0.311 | 21.022
BHA - 1 0,713 0,204 | 0.664 | 90.373

C : Concentration de I'échantillon.

Co : Absorbance du contrble a 0 min.

Ci20 : Absorbance du controle a 120 min.

Az : Absorbance en présence de l'extrait (antioxydants) a 120 min.
P1 : Pourcentage d'inhibition du blanchiment du B caroténe.

La figure (IV.4) représente les rendements des extraits en utilisant les différents solvants.
Les solvants polaires protiques permettent d’avoir les plus grands rendements comparés
aux solvants polaires aprotiques et apolaires. Le meilleur rendement est obtenu en utilisant

I’eau comme solvant d’extraction, (14.87%).
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Figure 1V.4 : Histogrammes représentant les rendements pour les différents solvants.

La figure (1V.5) représente I’activité antioxydante des différents extraits obtenus ainsi que
le BHA et I’acide ascorbique utilisés comme des antioxydants de référence. L’éthanol est

le solvant qui permet d’obtenir I’extrait ayant la plus grande activité antioxydante
(57.171%).

m Activité Antioxydante (%)

Figure 1V.5 : Histogrammes représentant les pourcentages d’inhibition du blanchiment du

[-carotene par les différents extraits obtenus.

Les résultats obtenus nous permettent de dire que 1’Atriplex halimus est une plante tres
riche en molécules hydrosolubles (des métabolites secondaires et primaires, des
macromolécules, et des sels), mais ces derniéres ne présentent pas une grande activité

antioxydante comparées aux molécules solubles dans 1’éthanol.
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IV.3.2. Etude du mélange éthanol-eau :

Les résultats obtenus dans 1’étape précédente (Section 1V.3.1), montrent que 1’eau permet

d’obtenir le plus grand rendement tandis que I’éthanol permet d’obtenir la plus grande

activité antioxydante.

Dans le but de choisir le meilleur solvant et d’optimiser les paramétres d’extraction, pour

avoir le meilleur rendement des molécules antioxydantes, nous avons utilise un plan

factoriel complet. Les résultats du plan factoriel sont donnés dans le tableau (1V.4).

Tableau 1V.4: Matrice des réponses du plan d’expérience utilisé.

Exp No | EtOH | Temp | R(%) | AA (%) | TMM (EgAG/gE) | TPT (%)
1 40% | 20°C | 1753 | 40.47 121.81 48.74
2 100% | 20°C | 57 | 54.83 162.05 11.59
3 40% | 80°C | 3254 | 44.99 125.41 45.32
4 100% | 80°C | 10.76 | 58.55 167.01 7.54
5 70% | 50°C | 1731 | 49.71 145.56 27.66

1VV.3.2.1. Effets des facteurs et leurs interactions sur les réponses

Les effets des facteurs et leurs interaction sur les réponses étudiées (Rendement, activité

antioxydante, taux de plyphénols totaux, taux de matiére minérale) sont données dans la

figure 1V.6.
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Figure 1V.6 : Effet des facteurs et leurs interactions sur les réponses.

De maniere générale le facteur 1 (concentration de 1’éthanol) est le facteur le plus influant
sur toutes les réponses du procedé étudié, comparé au facteur 2 (Température) et

I’interaction entre les deux facteurs.

Le facteur 2 (Température) influe positivement sur le rendement, tandis que le facteur
1(concentration de 1’éthanol) et I’interaction entre les deux facteurs influent négativement.
Les deux facteurs étudiés influent positivement sur ’activité antioxydante et le taux de

Polyphénols totaux, I’interaction entre les deux facteurs est quasiment nulle.

Les deux facteurs étudiés influent négativement sur le taux de la matiere minérale dans les

différents extraits.
1VV.3.2.2. Modélisation mathématique et prédiction des réponses

La figure (IV.7) représente les surfaces de réponses montrant 1’évolution des réponses

prédites en fonction des deux facteurs étudiés.
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Nous observons que le rendement augmente proportionnément a la température, et
inversement a la concentration de 1I’éthanol. Les réponses 2 et 3 (activité antioxydante et
taux de polyphénols totaux) augmentent de maniére proportionnelle aux deux facteurs
étudiés. La réponse 4 (taux de matiére minéerale) augmente inversement aux deux facteurs

étudiés.

Le tableau (IV.5) représente les modéles mathématiques qui régissent les parametres

étudiés de notre procéde.

L’¢étude de la significativité statistique des résultats obtenus a été réalisée par I’analyse
ANOVA, toutes les réponses étudiées sont statistiquement significatives (les valeurs de P

sont inférieures a 0.05). Les résultats des valeurs P sont donnés dans le tableau (1V.5).

La figure 1V.8 représente les coefficients de corrélation (R2) et de prédiction (Q?) pour les

différentes réponses étudiées.

Les résultats obtenus montrent une trés bonne corrélation entre les facteurs choisis et les

réponses étudiées (les valeurs de R2 se rapprochent de 1 pour les 4 réponses étudiées).
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Figure IV.7 : Les surfaces de réponses permettant la prédiction des réponses, le rendement
(A), I’activité antioxydante (B), le taux de matiére minérale (C) et le taux de polyphénols

totaux (D).
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Figure 1V.8 : Représentation des coefficients de corrélation et de prédiction pour les

réponses etudiées.
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Tableau 1V.5 : les modéles mathématiques qui régissent les paramétres étudiés de notre

procede.
Réponse : Modéle mathématique : Valeur P :
Rendement R =16.768 - 8.40569 (EtOH) + 5.0367 (Temp) - 0.039
2.4368 (EtOH*Temp).
Activité R =49.71 + 6.98771 (EtOH) + 2.01364 (Temp) - 0,023
antioxydante 0.322435 (EtOH*Temp).
Taux de matiere | R =144.368 + 20.4524 (EtOH) + 2.18563 (Temp) 0.042
minérale + 0.460499 (EtOH*Temp).
Taux de R = 28.17 -18.7152 (EtOH) -1.97152 (Temp) -
polyphénols totaux 0.432167 (EtOH*Temp). 0028

La prédiction des réponses étudiées dans notre travail experimental est possible pour les
réponses 1,2, et 3 (rendement, activité antioxydante, taux de polyphénols totaux) car les
valeurs de Q2 sont supérieurs a 0.8 et se rapprochent de 1, par contre il est difficile de
prévoir des réponses de pour le facteur 4 (taux de matiére minérale) en dehors des

intervalles étudiés (la valeur de Q2 est inférieure 0.5).

1VV.3.2.3. Discussion des réponses obtenues

Le rendement de l'extraction augmente de maniére proportionnelle a la température
d'extraction car la solubilité des molécules chimiques augmente systématiquement lorsque
les systemes sont chauffés [89]. Lorsque la concentration de I'éthanol diminue le
rendement de I'extraction augmente, ce resultat nous permet de dire que I'Atriplex halimus

est une plante riche en composés hydrosolubles.

La détermination des taux de matiere minérale nous renseigne sur la qualité des composés
hydrosolubles qui sont contenus dans I'extrait de I'Atriplex halimus. Effectivement, I'étude
préalablement réalisée par [90] a montré que les parties aériennes de I'Atriplex halimus
sont composées de plus de 23% de matiére minérale. Dans notre étude, lorsque la
concentration de I'éthanol augmente le taux de la matiere minérale diminue. Ce résultat est
justifié par le fait que les sels sont solubles dans I'eau et trés peu solubles dans les solvants

organiques comme I'éthanol et le méthanol [91]. Nous avons aussi déterminé que le taux de
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matiere minérale diminue lorsque la température augmente. Ce résultat peut étre expliqué
par le fait que les sels sont solubles a froid [91,92] tandis que les composés organiques sont
solubles a chaud [93]. Effectivement lorsque la température augmente la compétitivité
entre la solubilité des composes organiques et la solubilité des composés minéraux
augmente, donc les composes organiques sont solubilisés de maniére plus importante avant

la saturation du solvant d'extraction par les sels minéraux.

De plus, une étude réalisée par [94] a montré que la solubilité des acides phénoliques
(acide ferrulique, acide gallique, acide syringique, acide vanillique, acide protocatéchique
et la vanilline) augmente proportionnellement a la température, et cette solubilité est

favorisée par I’ajout de trés faibles quantités de sels (NaCl, KCI et LiCl).

L'étude de réponses obtenues pour le taux des polyphénols totaux a permis de déduire que
les composés organiques extraits & partir de I'Atriplex halimus sont principalement des
polyphénols. Le taux de polyphénols totaux augmente de maniére proportionnelle aux deux
facteurs étudiés (la température et la concentration de I'éthanol). Effectivement, ces
résultats sont justifiés par le fait que la solubilité des polyphénols augmente en fonction de
la température [94]. Ces résultats nous renseignent aussi que les polyphénols contenus dans
I'Atriplex halimus sont majoritairement solubles dans I'éthanol et non pas dans I'eau.
L'étude qualitative des polyphénols contenus dans I'Atriplex halimus rapporté par [95-97] a
montré que I'Atriplex halimus est trés riche en molécules bioactives solubles dans I'éthanol

(flavonoides, alcaloides et Flavonol Glycosides), ce qui conforme nos résultats.

Les réponses obtenues pour le taux de polyphénols totaux et I'activité antioxydante sont
similaires, cette similitude est due au fait que les polyphénols sont les composés
responsables de l'activité antioxydante et non pas les sels minéraux. Effectivement les
polyphénols sont connus pour leur activité antioxydante [98] tandis que les sels minéraux
contenus dans les végétaux représentent une activité antioxydante trés faible voir
inexistante [99]. De plus la relation entre le taux des polyphénols totaux et l'activité
antioxydante pour les molécules bioactives extraites a partir de I'Atriplex halimus a deja été
étudiée par [19,100], l'augmentation de cette activité antioxydante est proportionnelle aux

taux de polyphénols totaux.
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1VV.3.3.Extraction par Soxhlet :

L'extraction par soxhlet nous a permis d'obtenir un rendement de 39%, le taux de matiére
minérale de l'extrait obtenu est de 7.91%, le taux de polyphénols totaux est de 172.41
EgAG/g d’extrait et une activité antioxydante de 59.73%.

A partir des résultats obtenus I'extraction par soxhlet est un procédé d'extraction qui nous a
permis d'obtenir un meilleur rendement que le procédé de maceération classique. Cette
augmentation est due aux différents siphonages au cours desquels le solvant d'extraction

est régénére a chaque fois, ce qui permet I'épuisement de la matiere végétale.
1VV.3.4. Analyse par chromatographie en phase liquide haute performance

L'analyse HPLC de I'extrait éthanolique nous a permis d'identifier 11 composés
appartenant a 3 familles différentes, les acides phénoliques, les coumarines et les

flavonoides. Le chromatogramme HPLC est donné dans la figure 1V.9.

Les 4 acides phénoliques sont l'acide firulique (Tr = 4.192 min), la vanilline (Tr =
5.312min), l'acide gallique (Tr = 6.304min) et l'acide caféique (Tr = 7.584). Les deux
coumarines identifiées sont lI'umbelliferone (Tr = 8.459 min) et I'herniorine (Tr = 9.205
min). Les 5 flavonoides identifiés sont I'hyperoside (Tr = 10.493 min), I'isoquercétine (Tr =
11.339 min), la rutine (Tr = 17.489 min), la quercétine (Tr = 23.266 min) et I'utéoline (Tr =
25.355 min).
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Figure 1V.9 : Chromatogramme HPLC/UV-DAD de I’extrait de I’Atriplex halimus.
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Chapitre IV : Extraction et caractérisation des molécules bioactives de 1’Atriplex halimus.

1VV.3.5. Analyse par spectroscopie de fluorescence X

L'analyse des cendres de I'extrait obtenu par spectrométrie de fluorescence X nous a permis
d'identifier et quantifier les composés minéraux. Le spectre de fluorescence X est donné
dans la figure 1VV.10. Nous distinguons 2 composes majoritaires le chlore (65.590%) et le
potassium (24.264%). Nous remarquons aussi la présence de quatre composés en faible
quantité le césium (4.559%), le soufre (2.530%), le silicium (0.983%), le scandium
(1.905%) et le cuivre (0.168%) ; d'autres composes a I'état de traces (rubidium, brome,

ruthénium).
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Figure 1V.10 : Spectre de fluorescence X de I’extrait de 1’Atriplex halimus.

1VV.4. Conclusion

Cette étude nous a permis d’optimiser les paramétres d’extraction des molécules bioactives
extraites a partir de I’Atriplex halimus ayant le plus grand pouvoir antioxydant. Le procédeé
d’extraction par Soxhlet en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction est le procéde le
plus adéquat pour I’extraction de ces molécules. La partie organique de ces composes est
principalement constituée de polyphénols et la partie minérale est principalement

composée de chlore et de potassium.
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

V.1. Introduction

Les atteintes hépatiques d'origine alcoolique, médicamenteuses et virale présentent un
danger pour les populations [101] estimaient au minimum & 800 millions de nombre de cas
a travers le monde. Cela nous donne un apercu sur le probleme de santé publique que
posent les pathologies hépatiques a I'échelon mondial. Il est important que des travaux
soient entrepris afin d’apporter une base scientifique a 1’utilisation des remedes
traditionnelles par les populations pour le soin des troubles hépatobiliaires. Par
I’intermédiaire de tests biologiques assez simples, il s’agit ici d’apporter une preuve
biologique de I’activité hépatoprotectrice attribuée a 1’extrait de I'Atriplex halimus qui fait

’objet de notre étude afin d'évaluer I'efficacité de notre traitement.

Dans ce présent chapitre, Nous allons étudier l'activité hépatoprotectrice in-vivo de
I'Atriplex Halimus. L'étude in vivo consiste a faire tester I'extrait sur des souris pendant 6
jours par un gavage et induire I'hépatotoxicité par injection péritonéale au CCl4 suivi par
un sacrifice et prélevement d'organes et de sang pour des analyses biochimiques et une

étude histologique.

V.2. Matériels et méthodes
V.2.1 Matériels

V.2.1.1. Réactifs chimiques

Le tétrachlorure de carbone (CCl4), le formaldéhyde et I’éther diéthylique ont été achetés
chez Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, USA).

V.2.1.2. Matériel animal

L’activité hépato-protectrice des molécules bioactives in-vivo a été réalisée sur des souris
blanches (mus musculus), pesant en moyenne 20 + 2g, provenant de l'animalerie de

SAIDAL M¢édéa, en utilisant le protocole de I’hépatotoxicité induite au CCl4.
V.2.2. Design expérimental

18 souris ont été réparties en 3 lots de 6 souris (3 males et 3 femelles dans chaque cage).
Les 3 cages en polypropyléne (Figure V.1) sont maintenues a des conditions de
température et d’humidité contrdlés avec un cycle de 12h de lumiere et de 12h d’obscurité.

Les animaux sont nourris avec le régime standard de laboratoire et un acces libre a I’eau.
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

Comme l'indique le tableau (V.1), les souris ont été réparties en 3 lots :

I Lot : C'est le témoin positif (non intoxiqué et non traité).

Il Lot : C'est le témoin négatif (intoxiqué et non traité). Le 6éme jour, nous avons induit

I'népatotoxicité par injection intrapéritonéale de 0.2ml de CCls a 50% dans I'huile de

paraffine.

111 Lot : Les souris ont été traitées de maniére préventive, en réalisant des administrations

de I’extrait éthanolique de I'Atriplex halimus par gavage d'une dose de 0.2ml de solution de

20mg/ml pendant 6 jours. Le 6eme jour, nous avons induit I'hépatotoxicité par le CCla.

Tableau V.1: Suivi quotidien des animaux au cours de 1’évaluation de I’activité

hépatoprotectrice.

La durée de Lotl: Lot 2 : témoin Lot 3 : traitement
I’expérimentation : | physiologique. negatif. expérimental.
0.2 ml de solution de
2ml d’eau 2ml d’eau 20mg/ml d’extrait.
Jour 1 ] ] ] ] o
physiologique. physiologique. (équivalent de
200mg/KQ)
2ml d’eau 2ml d’eau
Jour 2 ) ) ) ) 200mg/Kg
physiologique. physiologique.
2ml d’eau 2ml d’eau
Jour 3 ] ] ] ] 200mg/Kg
physiologique. physiologique.
2ml d’eau 2ml d’eau
Jour 4 ) ) ) ) 200mg/Kg
physiologique. physiologique.
2ml d’eau 2ml d’eau
Jour 5 ) ) ) ) 200mg/Kg
physiologique. physiologique.
0.2ml/Kg de CCls a 0.2ml/Kg de CCls a
0.2ml d’eau
Jour 6 ) ) 50% dans de I’huile | 50% dans de I’huile de
physiologique. ] )
de paraffine, en IP. paraffine, en IP.
Jour 7 Sacrifice Sacrifice Sacrifice
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.
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Figure V.1 : Photographie montrant la répartition des souris en 3 lots.
V.2.3. Sacrifice et préléevements
Avant le sacrifice, les souris ont été mises a jeun pendant 24 heures avec acces libre a I'eau.

Les animaux ont été anesthésiés par 1’éther diéthylique, ensuite le prélevement sanguin a

été réalisé par ponction intracardiaque (figure V.2).

Figure V.2: Photographie du préléevement sanguin par la ponction intracardiaque

(gauche) et récolte du sang (droite).

Figure V.3: Autopsie des souris et prélevement du foie.
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

Apres le préléevement sanguin, les autopsies ont été réalisées sur les souris afin de prélever

les foies pour les analyses biochimiques et anatomopathologiques.
V.2.4. Etude biochimique des prélévements sanguins

Les activités sériques de l'alanine aminotransférase (ALT) et de I'aspartate
aminotransférase (AST) dans le sang ont été déterminées a l'aide d'un analyseur
automatique Hitachi 747.

V.2.5. Etude biochimique des prélévements hépatiques

Le niveau d'équilibre du malondialdehyde (MDA), un produit final de peroxydation
lipidique, a été analysé en mesurant le taux de substances réactives a l'acide
thiobarbiturique (TBARS) par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 535 nm, selon
la méthode rapportée par [102] en utilisant le 1,1,3,3-tétraéthoxypropane comme norme.

Le niveau total de glutathion a été mesuré par spectrophotométrie a une longueur d'onde de
412 nm, avec de la levure glutathion réductase, 5,5-dithio-bis (acide 2-nitrobenzoique) et
NADPH [103].

V.2.6. Etude anatomopathologique et histologique

Elle comporte une observation macroscopique de foies entiers et un examen microscopique
des coupes histologiques des foies des souris. Apres le sacrifice, I’exérése des foies entiers
est aussitot réalisée. L’observation macroscopique est qualitative se limite aux

caractéristiques externes du foie (couleur, consistance et texture).

Apres fixation au formole a 10% durant 48H (figure V.4), suivie d’une déshydratation des
prélevements de foies, des coupes histologiques de 6um d’épaisseur sont réalisées. Les
coupes passent par une étape de coloration a I’hématocriline/éosine [104], avant d’étre
observées sous microscope optique. La préparation des lames histologiques a été réalisée

bénévolement par le laboratoire privé d'anatomie pathologique du Dr Khemsi (Blida).
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=

Figure V.4 : Les organes prélevés dans du formole (étape de fixation).

V.3. Résultats et discussions

V.3.1. Effet de DPAtriplex halimus sur les parametres biochimiques lors de

I’hépatotoxiciteé aigue induite au CCl4

Les parameétres biochimiques étudiés sont répartis en deux types, les paramétres
biochimiques sanguins et hépatiques. Les parametres biochimiques sanguins sont les
activités sériques de l'alanine aminotransférase (ALT) et de l'aspartate aminotransférase
(AST), les paramétres biochimiques hépatiques sont le niveau déquilibre du

malondialdehyde (MDA) et le niveau total de glutathion.

V.3.1.1. Effet de I’Atriplex halimus sur la biochimie sanguine (ALT et AST)

250 -
120 -
2
100 - 200 -
~ 80 - 2150-
3 s
= 60 g
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Figure V5: Variation des taux d'ALT et d'AST chez les souris des 3 groupes.

Comme le montre la figure V.5, I'administration d'une dose unique de CCl4 de I'ordre de
0,2 ml (groupe 2) entraine une élévation tres significative des taux de I'ALT et d'AST

comparés avec les taux du témoin positif ( groupel), par contre les taux d'ALT et d'AST
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

des souris traitées avec les extraits de I'Atriplex halimus (groupe 3) sont Iégerement plus

élevés que ceux des souris non intoxiqués (le groupe 1 physiologique).
V.3.1.2. Effet de I’Atriplex halimus sur la biochimie du foie (MDA et Tglu)

D'apres la figure V.6, nous constatons que le taux du MDA du groupe intoxiqué (groupe 2)
est le plus élevé en le comparant aux ceux des deux autres groupes. Le groupe traité avec
I'extrait présente un taux du MDA légérement plus élevé que celui du groupe
physiologique (groupel).Le taux de Tglu du groupe intoxiqué (groupe 2) est le plus faible
contrairement aux deux autres qui présentent des taux plus importants mais le taux de Tglu

du groupe 1 (Physiologique) reste le plus éleve.
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Figure V.6: Variation des taux d’MDA et de Tglu chez les souris des 3 groupes.

V.3.1.3. Discussion

La toxicité du CCl4 est principalement due a la formation de deux radicaux libres les
CCl3e et le CCI30e [105,106], ces radicaux libres vont interrompre les processus
physiologiques des différents organes (principalement le foie, les riens, les poumons et la
rate) [107]. Ces interruptions vont provoquer des troubles des bilans biochimiques et des

destructions des tissus viscérals.

L’utilisation des plantes médicinales comme 1’Atriplex halimus dans le traitement des
intoxications au CCl4 est due a leur grand pouvoir antioxydant. Effectivement dans la
partie précédente du présent travail (chapitre IV) I’extrait éthanolique de 1’Atriplex halimus

a montré un pourcentage d’inhibition du blanchiment du B-caroténe de I’ordre de 59.73%,
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

une autre étude réalisée par [16] a aussi montré une bonne activité antioxydante de I’extrait

de I’Atriplex halimus par la méthode du piégeage du radicale DPPH.

V.3.2. Effet de I’Atriplex halimus sur les caractéristiques anatomiques et histologiques

du foie lors de I’hépatotoxicité aigue induite au CCl4
V.3.2.1. Etude macroscopique

Les animaux du ler lot (témoin positif) présentent des foies a I'aspect normal de couleur
rouge brune et d'une consistance molle et ferme au toucher. Quant au 2éme lot (témoin
négatif), ils présentent des caractéristiques d'un foie malade de couleur jaunatre, granité,
friable au toucher avec des ponctuations rougeatres. L'aspect de foie d'atrophie jaune le
plus souvent observé est caractéristique de foies ayant subi une atteinte toxique [108]. Les
animaux du 3eme lot, ceux qui on subit le traitement préventif (traité et intoxiqué)
présentent des foies en meilleur état que ceux des foies des souris du 2éme lot, de couleur

rouge brune claire, fermes au toucher avec des Iésions moindres.

5
#‘

ot

Figure V.7: Photographies du foie d'une souris du lot 1 physiologique (gauche), du lot 2
témoin négatif CClsa (milieu) et du lot 3 traité avec CCls + 200mg/Kg d’extrait (droite).

V.3.2.2. Etude microscopique

Les microphotographies montrant les structures des tissus hépatiques des différents lots

sont données dans la figure V.8.
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Chapitre V : Evaluation de I'activité hépatoprotectrice in-vivo de I'Atriplex halimus.

Figure V.8 : Microphotographies montrant les structures histologiques des tissus
hépatiques des différents lots, (A) lot physiologique 1, (B) lot 2 témoin négatif traiter par le
CClas et (C) lot 3 traiter par le CCls + 200mg/kg d’extrait, (*) représente des

inflammations portales. (Grossissement X40)

ler lot (témoin positif) : Les coupes observées montrent I'organisation histologique d'un
foie normal. Les hépatocytes sont disposés en travées centrées autour des veines centro-

lobulaires. La veine porte est située au milieu

2éme lot (témoin négatif) : L'observation des coupes réalisées montre un aspect de foie
d'hépatite toxique aigué, massive, nécrosante, congestive et une infiltration des cellules
inflammatoires. L'architecture des hépatocytes est méconnaissable. La veine porte est

invisible, elle s'est rétrécie et c’est di au ballonisation des hépatocytes.

3eme lot (traité et intoxiqué) : Grace a l'administration des extraits de I'Atriplex halimus
les foies des souris traitées puis intoxiquées présentent des lésions moindres que celles
observées sur les foies des souris intoxiquées. La nécrose hépatique bien que systématisée
n'aboutit pas a une désorganisation compléte de I'organisation histologique du foie telle

qu'observée chez les souris intoxiquées.
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V.3.2.3. Discussion

L'administration préventive des extraits de I'Atriplex halimus entraine une réduction des
taux de l'alanine aminotransferase (ALT) et de l'aspartate aminotransférase (AST).
L'intoxication aigué au CCl4 induit une hépatopathie qui se définit par une anomalie des
tests biochimiques (élévation de I'activité sérique des transaminases au-dela de deux fois la
normale) et des lésions de nécrose hépatocytaire localisée dans les zones centro-lobulaires.
Selon une étude réalisée par [109], ces lésions régressent avec le temps si bien qu'au bout

de 6 jours de traitement I'activité sérique des transaminases reviennent a la normale.
V.4. Conclusion

A partir de la présente étude nous pouvons conclure que le traitement préventif par
I’Atriplex halimus contre les agents hépatotoxiques chimiques comme le CCls s’est révélé
efficace. Les molécules bioactives contenues dans cet extrait permettent la normalisation
des activites sériques de I'alanine aminotransférase et de I'aspartate aminotransférase ainsi
que la diminution du niveau d'équilibre du malondialdehyde et 1’augmentation du niveau
total de glutathion. Les résultats de cette étude ont révélé que 1’extrait présente une tres
bonne action hépatoprotectrice qui permet la réduction des lésions hépatocellulaires

induites par CCla4.
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Chapitre VI : Formulation d’une émulsion buvable pour la délivrance de ’extrait de I’A. halimus.

VI1.1. Introduction

L’ Atriplex halimus est une plante riche en sels minéraux et en molécules organiques
hydrosolubles et liposolubles. L’un des problémes majeurs lors de 1’administration
des extraits bioactifs de |'Atriplex halimus par voie orale et son gout désagréable.
Dans le but d’améliorer les caractéristiques organoleptiques et masquer le gout
désagréable de 1’extrait, nous avons choisis une forme pharmaceutique de type

émulsion buvable.

Sachant que 1’extrait de [’Atriplex halimus contient un melange de molécules
hydrophiles et lipophiles, nous avons choisis un systeme de délivrance de type double
émulsion (W1/0/W?2).

La premiere phase aqueuse (W1) va contenir les molécules organiques hydrophiles et
des sels minéraux. La phase huileuse (O) va contenir les molécules organiques
lipophiles, cette émulsion primaire (W1/O) va étre stabilisée par la lécithine de soja
comme tension actif. La double émulsion finale (W1/O/W2) n’est que la dispersion de
I’émulsion primaire (W1/0) dans la phase aqueuse (W2), cette double émulsion serra
stabiliser par deux hydrocoloides qui sont la gomme xanthane et la gomme arabique.

V1.2. Matériel et méthodes
VI1.2.1. Matériel

La lécithine de soja a été procurée de chez Bellat (industrie agroalimentaire, Alger,
Algérie), la gomme xanthane a été procurée de chez Saidal (Groupe industriel
pharmaceutique, Alger, Algérie) et I’huile de tournesol de marque Fleurial® (Cevital,
Algérie) a été acheté au supermarché a Blida, Algérie. La gomme arabique a été
achetée de chez Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, USA).L’cau utilisée est une

eau bidistillée, tous les autres produits utilisés sont de grade analytique.
V1.2.2. Formulation des émulsions

Les doubles émulsions sont préparées en deux etapes. La premiére étape est la
formulation de 1’émulsion primaire et la deuxiéme étape est la dispersion de

I’émulsion primaire dans une nouvelle phase aqueuse.
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Chapitre VI : Formulation d’une émulsion buvable pour la délivrance de ’extrait de I’A. halimus.

Premiere étape : L’extrait est dispersé dans I’eau (W1), ensuite mélangé a I’huile (O)
contenant la lécithine de soja, I’émulsion primaire (W1/O) est préparée en
homogénéisant le systétme a 1’aide d’un agitateur Ultra-turrax (IKA, Allemagne)
durant 5 minutes a 4500 RPM.

Deuxieme étape : En premier lieu, la phase aqueuse (W2) est préparée en mélangeant
la gomme xanthane, la gomme arabique et 1’cau, les suspensions de polymeres
préparées sont laissees sous agitation durant 24 heures pour permettre aux polymeres
de bien s’incorporer a I’eau. Ensuite, I’émulsion primaire (W1/0) est mélangée a la

phase aqueuse W2 a I’aide d’un agitateur Ultra-turrax durant 2 minutes a 2000 RPM.

=t ||(D)

Figure V1.1 : photographies des équipements utilisés, (A) Agitateur Ultra-turrax, (B)

Microscope optique, (C) Granulométre laser, (D) Zétamétre et (E) Rhéometre.

52
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V1.2.3. Caractérisation des émulsions
V1.2.3.1. La microscopie optique

L’observation des émulsions préparées a été réalisée en utilisant un microscope de
type Optika (Italie) munie d’un appareil photo. Les échantillons ont été observer a un

grossissement X40.
V1.2.3.2. Granulométrie laser

La taille des gouttelettes a été déterminée a 1’aide d’un granulométre laser de type

analysette 22 MicroTec plus (Fritsch, Allemagne).

Les résultats sont exprimés en diamétre moyen calculé automatiquement par le

logiciel en utilisant la formule suivante :

n
i=1 fi- Xi

DM -
i=1 fi

Ou : 'DM' est le diamétre moyen, 'n' le nombre de classes divisant 1’échantillon, 'xi' est
le diametre représentative et 'fi' est la fréquence. Toutes les mesures ont été triplées et
réaliser a 25°C.

V1.2.3.3. Potentiel zéta

Tout d’abords les formulations ont été diluées a 1/100 (V/V), puis les solutions sont
introduites dans la cellule de mesure du potentiel zéta ensuite le potentiel est mesuré a
I’aide d’un zEtametre de type Horiba Nano-Partica SZ-
100 series instrument (Horiba Instruments Inc, Irvine, CA, USA). Toutes les mesures

ont été triplées et réaliser a 25°C.
V1.2.3.4 Rhéologie

L’étude rhéologie des 9 formulations a été réalisée a 1’aide d’un rhéométre de type
MCR 302 (Anton Paar, Autriche). L’appareil nous permettra d’obtenir les différentes

courbes d’écoulementst = f(y).

En appliquant loi en puissance T = Ky™ , on peut déterminer les deux parameétres

«n»et«k».
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“n” : est un exposant a déterminer (toujours inférieur a 1 pour le comportement
rhéofluidifiant et supérieur a 1 pour le rhéoépaississant), il traduit 1’écart avec le
comportement newtonien pour le quel n =1 et il est appelé indice de structure. “K” :

est I’indice de consistance.
V1.2.4. Etude de stabilité
V1.2.4.1. Stabilité accélérer

La stabilité accélérer a été réalisée par centrifugation a 1000, 2000 et 3000 rpm durant
5 minutes, pour chaque formulation. L’appréciation de la stabilité a été déterminée par

I’observation d’éventuelles crémage ou/et séparation de phase.
V1.2.4.2. Stabilité au stockage

Les différentes émulsions ont été mise dans des tubes a essais de 12.5 cm de hauteur,
les différents tubes contenant les émulsions sont stockés a températures ambiante
(25°C) et a I’étuve (50°C), durant 30 jours.

Tout au long de cette période les tubes sont soigneusement vérifiés pour la
détermination d’éventuels phénomeénes de déstabilisation, comme la sédimentation,

crémage et la séparation de phase.

-Les indices de crémage pour chaque émulsion sont calculés a Jo, Jio, J20 €t Jzo €n

utilisant la formule suivante:

H,

C. [ —
L HO

Sachant que : “C;” est I’indice de crémage, “Ho” est la hauteur de 1’émulsion stable a
Jo et “Hc” est la hauteur de la fraction du crémage.
V1.2.5. Design expérimental

Dans le but d’optimiser les paramétres de la formulation de la double émulsion
(W1/0/W2), nous avons utilisé un plan factoriel complet a 2 niveaux, 3 facteurs et 1
point au centre, 23+1 donc un total de 9 expériences. La matrice des expériences est

donnée dans le tableau VI.1.
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Le premier facteur est le ratio W1:0, son niveau haut (+1) est 4:6 et son niveau bas
(1) est 2:8. Le deuxieme facteur est le ratio (W1/0):W2, son niveau haut (+1) est 4:6
et un niveau bas (-1) est 2:8 . Le troisieme facteur est la quantité de la gomme
arabique dans la phase W2, son niveau haut est 10% et son niveau bas est 5%.

Les réponses étudiées sont : L’indice de crémage a 25°C (réponse 1) et a 50°C

(réponse 2).

L’exploitation des résultats a été effectuée en utilisant le logiciel MODDEG6.0 (version

2001, Suede).

Tableau VI.1: Optimisation des paramétres d’une émulsion de 1’extrait de 1I’Atriplex

Halimus.
\° Le ratio W1:0 | Le ratio (W1/O):W2 | Gomme arabique e | s
(F1) (F2) (F3)
1 +1 +1 +1 4:6|46| 10%
> 1 1 +1 2:8 | 4:6 | 10%
3 ") 1 +1 4:6 | 2:8 | 10%
7 ] K] +1 2:8 [2:8| 10%
. 1 1 -1 456 | 46| 5%
5 1 1 1 2:8 | 46| 5%
- 1 1 1 4:6 | 2:8| 5%
5 1 1 1 2:8 28| 5%
9 0 0 0 37 | 37| 7.5%

V1.3. Résultats et discussion
V1.3.1 Formulation et caractérisation des émulsions

Toutes les émulsions préparées ont montré une couleur beige opaque, un aspect
homogeéne et un gout fade ; Le gout salé de I’extrait a complétement disparu (cette

évaluation des caractéristiques organoleptiques a été réalisée par un groupe de 3
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personnes). Toutes les émulsions ont montré des caractéristiques organoleptiques

pratiquement similaires.

Pour toutes les formulations 1’aspect microscopique des émulsions est présenté dans
la figure VI1.2. Nous avons observé la structure des doubles émulsions qui est
constituées de gouttelettes sphériques avec des bords bien délimités dispersés dans la

phase continue, ces gouttelettes contiennent a 1’intérieur d’autres gouttelettes de taille

plus petite.

Figure V1.2 : Microphotographies des émulsions avec un grossissement X40.

Le tableau V1.2, regroupe des résultats des caractéristiques physicochimiques
(diamétre moyen et potentiel zéta) et rhéologiques (n, k et n100).

D’apres le tableau V1.2, nous observons que les différentes valeurs du potentiel zéta
des doubles émulsions sont supérieurs a -30 mV, ces valeurs nous indiquent que les
systemes dispersés sont €lectriquement stables. Effectivement, selon 1’étude réalisée
par [110], les valeurs du potentiel zéta qui sont supérieurs a 30 mV ou inférieurs a -30

mV permettent la stabilisation des systemes dispersés. Ces charges négatives du
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potentiel zéta sont dues a la nature des stabilisants utilisés, la gomme arabique et la

gomme xnathane sont tous les deux des polysaccharides chargés négativement [111].

Les valeurs des diametres moyens se rapprochent, et elles sont toutes aux alentours de
dix micrométres. Par contre les caractéristiques rhéologiques des formulations sont
différentes (tableau V1.3). La figure VI.3 représente les courbes d’écoulements des

formulations.

L’¢tude rhéologique en utilisant le modé¢le de puissance nous a permis de déterminer
les valeurs de I’indice de structure (n), I’indice de consistance (K) qui sont les
coefficients qui régissent se modeéle. Aprés élaboration des modeéles rhéologiques,

nous avons pu déterminer les viscosités a un taux de cisaillement de 100s™ (n00).

Les résultats obtenus ont montré que les viscosités sont influencées par la quantité de
I’agent viscosifiant contenue dans la phase W2 (la gomme xanthane), la quantité de

I’huile représentant la phase organique (0) et la quantité de gomme arabique.
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Figure V1.3 : Les courbes d’écoulement des émulsions.
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Tableau V1.2 : Les caractéristiques physico chimiques et rhéologiques des émulsions.

Potentiel zéta

Diameétre moyen

Formulation n100 n k
(mV) (Hm)
F1 -33.09+7.54 9.43+0.13 7796 | 0437 | 0971
F2 -34.80+2.41 9.14+0.99 65.73 | 0.415 | 1.685
F3 -38.44+5.12 8.64+0.21 93.63 | 0.441 | 1.023
F4 -36.07+£4.74 9.02+0.97 120.07 | 0.470 | 1.075
F5 -31.52+2.14 11.51+1.05 113.92 | 0.531 | 0.750
F6 -31.86+3.85 10.89+0.79 72.65 | 0.534 | 0.900
F7 -32.46+6.21 10.45+0.85 65.06 | 0.432 | 0.899
F8 -32.81+4.48 10.67+0.98 105.25 | 0.572 | 0.467
F9 -34.05+5.10 9.24+0.54 86.51 | 0.523 1.08

V1.3.2 Etude de stabilité des émulsions

L’étude de stabilité accélérée par centrifugation a montré que toutes les formulations

sont stables aprés 5 min de centrifugation a 1000, 2000 et 3000 RPM.

Par contre I’étude de stabilité au stockage & différentes température a montré que

certaines formulations sont plus stables que d’autres et que la formulation optimum

est la formulation F3.

La figure V1.3 représente les photographies des émulsions apres formulation (a JO) et

apres 30 jours de stockage a 25°C et a 50°C. La Figure V1.4 représente I’évolution des

indices de crémages pour les formulations au cours du stockage a 25°C et a 50°C.
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Figure V1.4 : Photographies des émulsions apres formulation a Jo (A) et aprés 30
jours de stockage a 25°C (B) et a 50°C (C).

Nous observons que les indices de crémages des doubles émulsions diminuent a 50°C
de maniére plus rapide comparé a 25°C, cette diminution est due a la déstabilisation

thermodynamique des systémes étudier.
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Figure V1.5 : Evolution des indices de crémages pour les formulations au cours du
stockage a 25°C et a 50°C

V1. 3.3. Effets des facteurs et leur interaction sur les indices de crémages

Les effets des facteurs et leurs interactions sur les réponses étudiés (ratio W1:0, le
ratio (W1/0):W2 et la quantité de la gomme arabique) sont donnés dans la figure
V1.6.

D’une fagon général le facteur 2 (le ratio (W1/0):W2) est le facteur le plus influant
sur toutes les réponses (I’indice de crémage a 25°C et 50°C), comparé au facteur 1 (le
ratio W1:0), au facteur 3 (la quantité de la gomme arabique) et aux I’interactions

entre les trois facteurs.

Le facteur 2 (le ratio (W1/O):W2) influe négativement sur les deux réponses (I’indice
de crémage a 25°C et 50°C), tandis que le facteur 1 (le ratio W1:0), et le facteur 3 (la

quantité de la gomme arabique) influent positivement.

Les interactions entre les facteurs let 2 (le ratio W1:0, le ratio (W1/O):W2), et les
facteurs 2 et 3 (le ratio (W1/0):W2), la quantité de la gomme arabique) influent
négativement, tandis que I’interaction entre le facteur 1(le ratio W1:0) et le facteur 3

(la quantité de la gomme arabique) influent positivement.
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Figure V1.6 : Effets des facteurs sur les indices de crémage a 25°C et 4 50°C.

V1. 3.4. Modélisation mathématique et prédiction des indices de crémages

Les figures V1.7 et V1.8 représentent les surfaces de réponse montrant les réponses
prédites en fonction des 3 facteurs pour I’indice de crémage a 25°C et a 50°C,
respectivement. Nous remarquons que I’indice de crémage augmente
proportionnément au ratio W1:0 et inversement au ratio (W1/0):W2, tandis que cette

augmentation est proportionnelle a la quantité de la gomme xanthan.

Le tableau V1.3 représente les modeles mathématiques qui régissent les paramétres

étudiés de notre procéde.
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Figure V1.7 : Surfaces des réponses permettant la prédiction des indices de crémages

a25C.

Tableau V1.3 : les modéles mathématiques qui régissent les parametres étudiés de

notre procédé de formulation.

Réponse : Modele mathématique : Valeur P :

Indice de CI25 = 0.580444 + 0.061 (W1:0) - 0.117 (PE:W2) +

crémage a 0.093 (AG) - 0.089 (W1:0*PE:W?2) + 0.033 0.024
25°C. (W1:0*AG) - 0.00899998 (PE:W2*AG).

Indicede | CI50 = 0.455556 + 0.1075 (W1:O) - 0.1435 (PE:W2) +

crémage a 0.0765 (AG) - 0.1235 (W1:0*PE:W?2) + 0.0205 0.047

50°C.

(W1:0*AG) - 0.0405 (PE:W2*AG).
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Clat 50°C Clat 50°C
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Figure V1.8 : Surfaces des réponses permettant la prédiction des indices de crémages
a50°C.
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Figure V1.9 : Histogrammes représentant les coefficients de corrélations et de
prédictions.
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L’étude statistique des mod¢les mathématiques par le programme Anova a permet de
donner des valeurs P de 0.024 pour ’indice de crémage a 25°C et 0.047 pour I’indice

de crémage a 50°C.

La figure V1.9 représente les coefficients de corrélation (R?) et de prédiction (Q?) pour
les deux réponses. Nous pouvons dire que les résultats obtenus montrent de trés
bonnes corrélations entre eux tandis que la prediction des résultats en dehors des

intervalles étudiés reste difficile.

VI1.3.5. Discussion des mécanismes de stabilisation des doubles émulsions

préparés

La figure VI.7 montre une représentation schématique de la structure des systéemes

élaborer, montrent les différents mecanismes de stabilisation misent en jeux.

r\f\/:inﬂnn,W:Anbicgum, ® : Lecithin.

Figure VI1.10 : Représentation schématique de la structure des systéemes élaborer,

montrent les différents mécanismes de stabilisation misent en jeux

Selon les résultats obtenus la stabilisation des doubles émulsions est principalement

assurer par deux mecanismes.
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Le premier mécanisme est basé sur la diminution de la tension interfaciale entre
I’émulsion primaire W1/O et la phase contenu W2, cette diminution est assurée par
gomme arabique. Effectivement, la gomme arabique a la capacité de s’adsorber sur

les surfaces interraciales [112].

La figure VI.10 montre la représentation schématique de cette adsorption, ce
phénomene permet de réduire la tension interfaciale mais aussi contribuer a la

formation du nuage électrique autours des gouttelettes appelé le potentiel zéta.

Le deuxiéme mécanisme est basé¢ sur 1’augmentation de la viscosité de la phase
continue par 1’agent viscosifiant contenu dans la phase W2. L’augmentation de la
viscosité permet de diminuer le mouvement des gouttelettes dans la phase contenue et
diminuer leurs collisions, ce qui permet d’éviter le phénoméne de coalescence des
gouttelettes qui est une déstabilisation irréversible des systéemes dispersés et qui

aboutis a la séparation de phases [113].

Ce deuxieme mécanisme est treés sensible a la température car la viscosité des
suspensions d’hydro colloides est étroitement lié a la température, cette viscosité
diminue lorsque la température augmente [114]. Ce comportement explique

clairement la différence entre les indices de crémages a 25°C et a 50°C.
V1.4. Conclusion

En conclusion, une émulsion buvable de type W1/O/W2 contenant les molécules
bioactives de I’Atriplex halimus et stabiliser par un mélange de gomme xanthane et de
gomme arabique a été préparé avec succes. Les parameétres optimales pour cette
formulation sont un ratio W1:0 de 4:6, un ratio PE:W2 de 2:8 et une quantité de

gomme arabique de 10%.
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Conclusion générale

Le premier objectif assigné par cette étude été I'optimisation des parameétres
d'extraction des molécules bioactives ayant le plus grand pouvoir antioxydant.
Une fois notre objectif atteint une identification structurale des composés
chimiques présents dans la partie aérienne de I'Atriplex halimus a éte réalisée par
la chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la fluorescence X ;
afin de mieux connaitre, de valoriser et d’utiliser ces ressources dans le domaine
thérapeutique. Nous avons pu identifier des composés de la famille des acides
phenoliques, des coumarines et des flavonoides qui présentent des intéréts
biologiques. L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer et d’optimiser

I’activité antioxydante de I'Atripplex halimus.

La deuxieme étape été¢ basé sur 1’évaluation de 1’activité hépatoprotectrice in-
vivo des molécules extraites a partir de I'Atriplex halimus. Les résultats de cette
étude ont réveélé que les molécules bioactives présentent une action protectrice

significative dans la réduction de la Iésion hépatocellulaire induite par le CCIA4.

Dans la derniére partie du présent travail nous avons choisi une forme galénique
appropriée qui est une émulsion buvable. Dans le but d'améliorer les
caractéristiques organoleptiques, masquer le gout désagréable de I'extrait et
opter pour une formulation stable. A cette effet une double émulsion de type
W1/0/W2 contenant les molécules bioactives de 1’Atriplex halimus et stabilisée
par un mélange de gomme xanthane et de gomme arabique a été preparee avec

SUCCes.
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Annexes



Annexe | : Tables ANOVA pour I’extraction.

Rendement DF SS MS F p SD
(variance)
Total 5 1814.06 362.811
Constant 1 1405.83 1405.83
Total Corrected 4 408.227 102.057 10.1023
Regression 3 407.848 135.949 358.703 0.039 11.6597
Residual 1 0.379003 0.379003 0.615632
Lack of Fit 1 -- -- -- --
(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --
Activité antioxydante DF SS MS F p SD
(variance)
Total 5 12567.4 2513.49
Constant 1 123554 123554
Total Corrected 4 212.017 53.0042 7.2804
Regression 3 211948 70.6493 1026.93 0.023 8.40531
Residual 1 0.0687967 0.0687967 0.262291
Lack of Fit 1 -- -- -- -
(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --

dosage des phénols totaux DF  SS MS F p SD
(variance)

Total 5 105906 21181.1
Constant 1 104211 104211
Total Corrected 4 1695.02 423.754 20.5853
Regression 3 1693.17 564.391 306.28 0.042 23.7569
Residual 1 1.84273 1.84273 1.35747
Lack of Fit 1 -- -- -- --

(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --



Taux de matiére minérale DF  SS MS F p SD
(variance)

Total 5 5385.75 1077.15
Constant 1 3967.74 3967.74
Total Corrected 4 1418 354.5 18.8282
Regression 3 1417.33 472.443 703.704 0.02 21.7358
Residual 1 0.671367 0.671367 0.81937
Lack of Fit 1 -- -- -- --

(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --



Annexe Il : Tables ANOVA pour la formulation.

Cl25 DF SS MS F p SD
(variance)

Total 5 105906 21181.1
Constant 1 104211 104211
Total Corrected 4 1695.02 423.754 20.5853
Regression 3 1693.17 564.391 306.28 0.042 23.7569
Residual 1 1.84273 1.84273 1.35747
Lackof Fit 1 -- -- -- --

(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --

CI50 DF SS MS F p SD
(variance)

Total 5 105906 21181.1
Constant 1 104211 104211
Total Corrected 4 1695.02 423.754 20.5853
Regression 3 1693.17 564.391 306.28 0.042 23.7569
Residual 1 1.84273 1.84273 1.35747
Lack of Fit 1 -- -- -- --

(Model Error)
Pure Error 0 -- -- --
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