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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et gueérirles les
différentes maladies. Leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voir des milliers de composes naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Malgré
le progres de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent
dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en I’absence d’un

systeme médical moderne (Tabuti et al., 2003).

Les substances naturelles extraites de ces plantes ont permis de grandes avancées en raison de
leur valeur ajoutée dans la préparation de nombreux produits en particulier dans les domaines

nutraceutiques, pharmaceutique, la cosmétique et les parfums.

L’Ephédra alata est une plante médécinale connue et employée en Chine depuis plus de cing
mille ans, elle est trés stimulante et tient une place importante dans la tradition herboriste de
plusieurs pays. Elle est traditionnellement utilisée pour traiter le rhume, 1’asthme bronchique,
la toux, la fievre, la grippe, les maux de téte, les cedémes et les allergies (Zhang Ben-Mei, et
al., 2018; Evans, 2009 ; Bagheri-Gavkosh et al, 2009 ; Gherraf et al, 2014).

L’Ephédra alata est trés répondu dans les zones sahariennes du sud Algérien et dont
I’utilisation a considérablement augmenté récemment, du a plusieurs recherches qui affirme

son effet anticancéreux dans plusieurs pays.

La valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites secondaires, notamment les
flavonoides, les alcaloides, les tannins. Les techniques traditionnelles d’extraction de ces
principes actifs nécessitent la pluparts du temps 1’utilisation des solvants organiques a des

températures élevées pendant une durée de temps importantes.

Pour réduire le temps d’extraction et le risque de ces conditions sur une éventuelle dégradation
des composées les plus thermolabiles par effet de la chaleur, des approches scientifiques

modernes d’extraction ont vu le jour. En effet, les techniques innovantes tel que 1’extraction

vl
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par CO. supercritique, par micro-onde ou par ultrason sont de plus en plus utilisées pour

I’extraction des substances naturelles a partir des plantes médicinales.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail qui s’intitule : « Optimisation des conditions

d’extraction assistée par ultrason des polyphénols de la plante Ephédra »
Nous avons fixé les objectifs suivants :

1. Une étude comparative de trois méthodes d’extraction : la macération a froid, le
soxhlet et I'ultrason en utilisant différents solvant. La comparaison porte sur le
rendement et sur une étude phytochimiques des extraits obtenus.

2. Optimisation des conditions d’extraction assistée par ultrason des polyphénols.
L’optimisation porte sur deux paramétres : le temps et le rapport liquide solide.

Le but est d’étudier les conditions d’extraction sur le rendement en extrait et sur la teneur en
polyphénols et en flavonoides. L’activité antioxydante a également était évaluée sur les

extraits obtenus.

Nous avons adopté un plan classique pour la présentation de notre travail :

Le premier chapitre : est consacré a I’état de 1’art a travers une synthése bibliographique. Elle
comprend deux parties :

Une premiére partie s’intéresse a la présentation de la plante Ephédra.

Une deuxiéme partie se focalise sur les différentes méthodes d’extraction des substances

naturelles a partir des plantes.

Un deuxieme chapitre : expose les protocoles expérimentaux que nous avons adoptés pour

mener & bien notre étude.
Le troisieme chapitre : consacré aux résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Notre manuscrit se termine par une conclusion géneérale sur les différents travaux réalisés et

les perspectives a développer a 1’avenir.




Synthese bibliographique

1 Partie 01: Généralité sur la plante Ephédra:
La famille des Ephédraceae ne renferme qu’un seul genre Ephédra composé de plus de 60

especes que I’on rencontre dans toute 1'Asie, 'Amérique, 1'Europe et I'Afrique du Nord. Ces

espéces ont une valeur médicinale, écologique et économique (Zhang Ben-Mei, et al., 2018).

1.1 Description botanique de la plante Ephédra alata :
v Il s'agit de I'un des rares arbustes des zones sahariennes, réputée pour sa tolérance
¢levée a la carence en eau (FIG. 1). C’est un arbuste de 0,5 a 2 m de haut (Ozenda,

1991; Danin, 1973).

v Les rameaux sont articulés et portent au niveau des nceuds des feuilles réduites en

écailles et opposeées, alternes.

v Les fleurs unisexuées sont groupées en petits cones blanchatre, dioiques. Les fleurs
males et femelles sont généralement sur des pieds différents. Les cbnes males sont
groupés en chatons jaunatres, les cones femelles a bractées s’accroissent pendant la

maturation.

v' Elle présente un systeme de racines latérales extrémement puissant, sa floraison est du
mois de Mars a Juin (Derbal et al 2010).

Figure 1: la plante éphédra alata Ephédra Alata alenda (Ozenda, 1991).
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La position systématique d’Ephédra alata est la suivante (Ozenda, 1991) :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Gymnospermes
Classe : Ggnetopsida
Ordre : Ephédrales
Famille : Ephédraceae
Genre : Ephédra
Espeéce : Ephédra alata

1.2 Utilisation de la plante dans le domaine thérapeutique

L’Ephédra est ’'une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement
de diverses maladies. En effet, les tiges séchées sont traditionnellement utilisées pour traiter
le rhume, 1’asthme bronchique, la toux, la fievre, la grippe, les maux de téte, les cedémes et les
allergies (Zhang Ben-Mei, et al., 2018; Evans, 2009 ; Bagheri-Gavkosh et al, 2009 ; Gherraf
etal, 2014).

En Russie, la plante est utilisée pour le traitement des troubles respiratoires et rhumatismes
pendant de nombreux siécles (Al-sanafi, 2017).

En Egypte, Ephédra alata, est utilisée comme dépurative, hypotensive et antiasthmatique
(Nawwar et al, 1984). Elle est également utilisée contre le diabete au Maroc (Ghourri et al,
2013).

Ephedra alata est connue pour son usage en médecine traditionnelle dans plusieurs régions
d’Algérie. Elle est utilisée contre la grippe, la coqueluche, la faiblesse, et les rhumes par la

population de la région d’Ourgla (Ould EI Hadj et al, 2003 ; Chehla et Réda Djebar, 2008).
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Dans la région d’El Oued, la plante est utilisée contre les avortements, le cancer, le diabete, la
toux, I’ulcére gastrique, la grippe, les gaz intestinaux, 1’obésité et I’ insuffisance rénale et

cardiaque (Belgacemi et Dou, 2019). Le cancer n’est traité que par Ephédra alata pour la
communauté des Touareg de la région d’Illizi (Miara et al, 2019).

Des recherches menées par Benaissa et al. (2018) et Hadjadj et al (2019) ont montré
qu’Ephédra alata est tres utilisées par la population rurale de la steppe Algérienne (wilaya de
Nadma) comme anticancéreuse, antidiabétique et hypotenseur.

Divers organes de la plante sont utilisés en médecine traditionnelle. Selon une étude réalisée
par Hadjadj et al, 2020, sur I’importance thérapeutique de la plante Ephédra alata dans la
médecine traditionnelle pour la population de la région de Guettara (Djelfa, Algérie) ; les
organes couramment utilisés sont : la partie aérienne ou tiges vertes et les fruits. Les tiges
vertes sont les plus utilises a raison de 93% et les fruits avec un pourcentage de 7%.
L’infusion constitue le moyen le plus pratiqué et la méthode consiste a verser de 1’eau chaude
sur les tiges vertes de la plante pendant 20 a 30 minutes. Il est conseillé d’ajouter du miel a la
tisane obtenue et la servir soit chaude ou froide selon la maladie a traiter.

Selon toujours cette étude, la préparation de tisane consiste a ajouter selon I’age de I’individu
malade entre 20 et 40 g des tiges vertes non séchées a un litre d’eau. La tisane sera conservée

et consommeée entre deux a trois fois par semaine (Hadjaj et al, 2020).

1.3 Toxicologie de la plante
L’utilisation de I’Ephédra est connue pour étre associée avec des effets néfastes, tel que des

manifestations gastro-intestinales et psychiatriques (Peters et al, 2005). C’est la raison pour
laquelle son utilisation est recommandée uniquement pour les situations aigues en médecine
traditionnelle chinoise et contre indiqué pour 1’utilisation a long terme (Chen et al., 2010).

Les effets toxicologiques de I’Ephédra semblent étre attribué a ses alcaloides de type
éphédrine, principalement pseudo-éphédrine (Chen et al., 2010 ; Limberger et al., 2013). A
forte dose, 1’éphédrine provoque une hépatotoxicité avec une nécrose massive visible lors de
I’examen histologique (Zheng et Navarro, 2016), elle induit aussi la nervosité, 1’insomnie,
maux de téte, vertiges, palpitations sueurs, nausées et vomissement, parfois des douleurs

précordiales et quelque fois des dermatites (Peters et al., 2005).

]
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1.4 Etude de la composition chimique de la plante
Des études phytochimiques sur la plate Ephédra ont montré la présence de plus de 145

composés qui ont été isolés et identifiés, dont ; les alcaloides, les flavonoides, les tanins et les

polysaccharides (Zhang Ben-Mel, et al., 2018).

1.4.1 Les alcaloides
Les alcaloides sont des métabolites secondaires, le plus souvent localisés dans les tissus

périphériques, assises externes des écorces de tige et de racine, téguments des graines (Krief,
2003). Leurs principales propriétés pharmacologiques connues sont dépresseurs ou stimulant
au niveau du systéme nerveux central, sympathomimétique, parasympatomimeétique au niveau
du systéme nerveux autonome, anesthésiques locaux, antipyrétique, antitumoraux (Bruneton.,
2009)

Les alcaloides sont les principaux composants de [’Ephédra, vingt-neuf composes ont été
isolés et identifiés (Zhang Ben-Mei, et al., 2018). Les plus importants sont 1’éphédrine,
pseudoéphédrine, noréphédrine, norpseudoéphédrine, méthyléphédrine et méthyle
pseudoéphédrine (Fig 00) (Al-Snafi, 2017).

H
I

Ephédrine Norephedrine N-Methylephedrine  Pseudoéphédrine

Figure 2: les principaux alcaloides de I’éphédra

1.4.2 Les flavonoides
Les flavonoides designent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la

famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont présents dans une grande variété
d’aliment. Les flavonoides sont dépourvus de toxicité et ont des propriétés tinctoriales et

vitaminiques.

]
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Il existe plusieurs classe des flavonoides dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les isoflavones, les flavonones, ext. Plus de Quarante flavonoides ont été identifiés dans le
genre Ephédra dont les plus important ; les flavones et leurs glycosides ainsi que les flavonols
et leurs 3-O-glycosides (Fig 03) (Zhang Ben-Meli, et al., 2018).

i el 1
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Herbacetin 8-methyl ether3-O-glucoside-7-O-rutinoside| |Isovitexin-2"-O-rhamnoside]

Figure 3:les flavonoides de I’éphédra

1.4.3 Les tannins
Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans presque

toutes les parties de la plante, (Khanbabaee et van Ree, 2001). Historiqguement, le terme «
tanin » regroupe des composés polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés de
combinaison aux protéines, d’ou leur capacité a tanner le cuir. Sur le plan structural, les tanins
sont diviseés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Macheix et al .,
2005). Mais il existe aussi une autre classe qui peut également étre envisagée: les tanins
complexes (Arbenz et Avérous, 2015).

Grace a leurs astringentes les tanins sont utilisés comme anti diarrhéiques vasoconstricteurs et
hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans traitement des varices et
hémorroides (Paris et Hurabielle., 1981).

Plus de quarante tannins ont été identifiés dans le genre Ephédra principalement les tannins

condensés de la proanthocyanidines (Fig 04) (Zhang Ben-Mei, et al., 2018).

]
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proanthocyanidol C1

Proanthocyanidol A-1

Figure 4: les tannins de ’éphédra

1.4.4 Les polysaccarides
Les composants a grosses molécules des especes d'Ephédra ont également été étudiés. lls

contiennent une quantité élevée de polysaccharides, qui représentent entre 3 a 5 % du poids

total de la matiere seche (Zhang Ben-Meli, et al., 2018).

1.5 Propriété pharmacologique de la plante
La richesse de la plante Ephédra en substances naturelles bioactives lui confére des propriétés

pharmacologiques prouvées dans beaucoup de travaux antérieurs, dont voici quelque uns :
L’extrait aqueux d’Ephédra alata égyptienne présente un potentiel d’inhibition significatif in
vitro et in vivo contre la croissance et la production d’aflatoxines par Aspergillus flavus (Al-
Qarawi et al, 2012).

Une étude a montré que les cinq glycanes actifs isolés de 1’Ephédra ont réduit
significativement le taux de glucose sanguin chez des souris normales et diabétiques (Konno
et al., 1985). Ainsi que I’extrait alcoolique de /’Ephédra alata a présenté un abaissement
persistant du taux de glucose sanguin une heure aprés son administration a des rats a jeun
(Shabana, 1990).

Les composés phénoliques isolés de I’Ephedra présentent une activité antimicrobienne
importante contre les bactéries Gram-Positives et les bactéries Gram-négatives (Khan et al.,
2017).

D’autre études ont montré que deux flavonoides isolés de la plante Ephédra présentent des

activités antiprolifératives et analgésiques importante (Oshima N, 2017)

]
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En Tunisie, Sioud et al, 2020 ont montré que I’extrait d 'Ephédra alata inhibait la viabilité

cellulaire des cellules cancéreuses.

2 Partie 02 : Techniques d’extraction des substances

naturelles :
I1 existe plusieurs techniques d’extraction des produits a haute valeur ajoutée provenant du

regne végetal. Ces techniques peuvent étre considérer soit conventionnelle ou classique telles
que I’extraction par macération, par infusion et au soxhlet, ou nouvelles comme 1’extraction

assistée par micro-ondes, par ultrasons, ou par fluide supercritique.

2.1 Techniques conventionnelles

2.1.1 La macération
La macération est connue et exploitée au moins depuis I’antiquité, il s’agit d’une technique

d’extraction solide-liquide destinée a retirer d’une substance solide les espéces chimiques
qu’elle contient en les dissolvant dans un liquide. Elle présente ’intérét d’étre facile a mettre
en ceuvre, et non colteuse, mais d’autre part, elle nécessite beaucoup de temps (24h-72h) et

elle est trés peu sélective.
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Figure 5: montage de la macération a froid
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2.1.2 Extraction par soxhlet
L’extraction par soxhlet a ét¢ employée depuis longtemps, la conception de cette technique a

été mise au point pour la premiere fois par Franzvon Soxhlet en 1879 pour la détermination de
la teneur lipidique du lait (Soxhlet, 1879).

Le principe consiste a peser et mettre la matiére a extraire dans la cartouche de soxhlet. Le
solvant est introduit dans le ballon puis chauffé¢ pour démarrer 1’extraction, I’opération est
arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair. Le schéma de 1’appareil soxhlet

est le suivant :

Sortie de 'eau de
refroidissement

<«—— Condenseur/réfrigérant

Entrée de 'eau de
refroidissement

Corps principal de

I'extracteur
Cartouche contenant o .
I'éechantillon <—— Retourde distillation
2

<—— Ballon

Agitateur
magnetique

Chauffe ballon avec
agitation intégreée

Figure 6: montage de ’extraction par soxhlet

La méthode de soxhlet est tres simple, elle ne nécessite aucune filtration aprés extraction.
Cependant, elle présente I’inconvénient d’une éventuelle possibilité de dégradation thermique
des composés cibles vu que D’extraction s’opere habituellement au point d’ébullition du

solvant pendant un temps assez long.

2.1.3 L.3.L’hydrodistillation
Dans le cas de I’hydrodistillation, la plante se trouve dans un réacteur ou elle est en contact

direct avec I’eau bouillante. Selon la densité ou la quantité¢ de la plante utilisée, elle peut
flotter ou étre complétement immergée dans ’eau. Elle est généralement conduite a pression
atmosphérique. Le chauffage permet 1’éclatement et la libération des molécules volatiles
contenues dans la matiére végetale. Un condenseur permet de refroidir ces vapeurs afin de

récupérer ces substances dans des récipients appropriés (figure 07).
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La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter.
La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la

composition de I’extrait.

Schéma d’'un montage d’hvdrodistillation

Tube réfrigérant |

Feuilles , poudrs,
tiz=s .

issues de planes

Pierres
g e
Distillat - ezu +

| huile essentielle

Figure 7: montage d’extraction par hydrodistillation

2.1.4 Entrainement a la vapeur
C’est le moyen le plus répandu pour extraire les molécules volatiles. Le matériel végétal n’est

pas en contact avec I’eau, mais la vapeur d’eau produite par une chaudicre est injectée et
traverse la matiere végétale de bas en haut, éclate les cellules et entraine les molécules
volatiles. La vapeur chargée d’huile essentielle est condensée par refroidissement dans un
condenseur avant d’étre récupérée dans un essencier. L’hydrolat et 1’huile essentielle, de

densités différentes, se séparent naturellement dans I’essencier (figure 08).

r

S 3 .
1. Feu 6. Eau froide
2. Eau 7. Eau chaude
3. Vapeur d'eau 8. Eau + HE.
4. Plantes aromatigues 9. Huile essentielle
5. Vapeur d'eau chargée d’'H.E. 10. Hydrolat

Figure 8 : montage d’extraction par distillation a la vapeur d’eau
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Cette technique a I’avantage d’étre plus efficace que I’hydrodistillation. Elle limite aussi les
phénomeénes d’hydrolyse de I’huile essentielle.

2.2 Techniques nouvelles

2.2.1 II.1. Extraction assistée par microonde
Parmi les technologies d’extraction les plus prometteuses, l'extraction par microondes, est

I’une des méthodes les plus récentes pour I’extraction de molécules d’intérét avec un impact
environnemental positif : moins d’énergie, de solvants et des eaux usées.

Ganzler et coll, en 1986, en Hongrie furent les premiers a présenter une technique
d’extraction par solvant assistée par micro-ondes en vue d‘une analyse chromatographique.
Les travaux ont continué d’avancer, et c’est en 1990 que 1’équipe canadienne de Paré et coll
a déposé un premier brevet, européen, sur « l‘extraction de produits naturels assistée par
micro-ondes ».

Le procédé consistait a irradier par micro-ondes de la matiére, végétale broyéee au préalable en
présence d’un solvant absorbant fortement les microondes (le méthanol) pour I’extraction de
composés polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane)
pour l’extraction de composés apolaires. L’ensemble est chauffé sans jamais atteindre
I’¢ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de refroidissement. Apres,
une étape de séparation, les échantillons sont récupérés.

Cette technique se présentait comme beaucoup plus efficace qu’une méthode conventionnelle

et permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en énergie.

2.2.2 Extraction assistée par ultrason
L'extraction par ultrasons a été considérée comme une technique prometteuse et innovante

ayant de nombreuses applications dans les domaines de la chimie, de la pharmacie, des
cosmeétiques et de I'alimentation.

Le principe de I’extraction consiste a la destruction des parois cellulaires par des fréquences
d’ultrasons, ce qui permet une meilleure pénétration du solvant au cceur de la matiére, et par
conséquent un meilleur rendement d’extraction. Les fréquences utilisées sont généralement
supérieurs a 20 kHz. En milieu liquide, les ultrasons provoquent des cycles d’expansion et de
compression des cellules formant ainsi des bulles. Le développement excessif des bulles
microscopiques a proximité des parois cellulaires, entraine une élévation de température et de
pression, ce qui provoque 1’explosion des bulles et la destruction des parois cellulaires
(Routray et al., 2012).
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Cette technique présente 1’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20-25°C et
pour des durées trés courtes de 3-30 min, ce qui permet de préserver les composes
thermolabiles (acide gras, polyphénols), des colorants, des antioxydants, des ardmes ou aussi

des caroténoides (Wang et al, 2006).

.
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3 Matériel et méthode

3.1 Matériel végétale
Notre étude porte sur la plante Ephédra alata de la famille Ephedraceae.

Figure 9: la plante Ephédra alata

La plante a été récoltée dans la région de Taghit de la wilaya de Bechar durant le mois
décembre 2019. Elle a ét¢ conservée a une température ambiante a 1’abri de la lumiére. Les
tiges de la plante ont été utilisées broyer et non broyer pour I’extraction des différents
extraits.

3.2 Méthodes d’extraction

3.2.1 Extraction par macération a froid
Quarts types de solvants d’extraction de polarité variables ont été utilisés, il s’agit du

méthanol, 1’éthanol, chloroforme et 1’éther de pétrole. Pour chaque extraction, 20 g des tiges
séchees non broyées sont macérées dans 120 ml de solvant pendant 10 jours a température
ambiante. Chaque mélange a ensuite été filtré sur papier filtre et les solvants sont éliminés au

rotavapor. Les extraits obtenus sont conservés a 4°C a I’abri de la lumicére.

Calcule du rendement :

Rendement % = m0/m1 x 100

mO0 : Masse en gramme de ’extrait brut évaporé.

m1: Masse en gramme de la matiéere végétale initiale séche.
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Figure 10: filtration d’échantillon aprés macération a froid

3.2.2 Extraction par soxhlet
Deux solvants de polarité différentes ont été utilisé pour 1’extraction par soxhlet ; I’hexane et
1”éthanol.

Chague extraction a été réalisée sur une masse de 6 g de tige non broyée pour 500 ml de
solvant. La durée de I’extraction est de 3heures.

Calcule de rendement :

Rendement % = m0/m1 x 100

mO : Masse en gramme de I'extrait brut évaporé.

m1: Masse en gramme de la matiére végétale initiale seche.

Figure 11: montage de soxhlet
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3.2.3 Extraction par Ultrason

Dans cette partie de notre travail, nous avons essayé d’optimiser les conditions d’extraction en
variant deux parameétres, le temps d’extraction et le rapport liquide/solide (R (L/S)).
Brievement, 10g de tige séchée et broyée est mélangé avec le solvant dans un ballon. Le tout
est introduit dans le bain a Ultrason a température ambiante. Le solvant utilisé est 1’éthanol.
Cing expériences ont été réalisées dont les conditions sont détaillée dans le tableau 01. Les
extraits obtenus sont filtrés, éliminés du solvant en utilisant un rotavap et conserves a 4°C
pour les analyses ultérieures.

Calcule de rendement :

Rendement % = m0/m1 x 100

m0 : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé.
m1: Masse en gramme de la matiere végétale initiale seche.

Tableau 1: conditions dextraction par Ultrason:

Nature de
Expérience la plante R (L/S) Temps (min)
1 Non 10 30
broyéee
2 broyée 10 30
3 broyéee 8 50
4 broyee 12 50
5 broyée 12 12

=
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Figure 12: extraction par ’ultrason

3.3 Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques sont des techniques qui permettent la détermination des différents

groupes des composes chimiques contenus dans un organe végétale.
Nous avons réalisé les tests suivants :

- flavonoides

- tannins

- alcaloides

3.3.1 Détection des flavonoides
Un mélange de 2 ml de I’extrait, quelques gouttes de 1’acide chlorhydrique avec quelque

milligramme de magnésium Mg est placé dans un tube a essai durant 3 min. I’apparition de la
coloration rose, rouge ou orange indique la présence des flavonoides (Karima et Bechlaghem
.,2009)

3.3.2 Détection des tannins
Les tannins sont mis en évidence a partir de 1ml d’extrait végétal étudié, placé dans un tube a

essai en présence de quelques gouttes de FeClz 1% (préparé au méthanol). Apres agitation de
I’extrait de quelques minutes, la couleur vire :

- au bleu noir en présence de tannins gallique,

- au brun verdatre en présence tannins catéchiques (Karima et Bechlaghem .,2009)

3.3.3 Détection des alcaloides
Les alcaloides sont détectés par le réactif de Mayer qui se base sur la méthode suivante :

Dissoudre 1,369 de HgCl> dans 60 mL d’cau distillée, 5 g d’iodure de potassium KI sont

mélangés avec cette premiere solution. L’eau distillée est ajoutée jusqu’a un volume de 100
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mL. Quelques gouttes de cette préparation sont introduites dans un tube a essai qui contient
déja notre échantillon (2 ml). Le résultat donne un précipité brun ou blanc (Karima et
Bechlaghem .,2009)

3.4 Dosage des polyphénols
Les teneurs en composées phénoliques totaux des différents extraits ont été évaluées suivant

la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Siddhuraju, et Becker., 2003).

0,2 ml d’extrait est mélangé avec 1ml du réactif de Folin (0,2 N). Ce mélange a ét¢ laissé au
repos a température ambiante pendant 8 min avant 1’addition d’une solution 0,8 mL de
carbonate de sodium (75g/ml). Le mélange est incubé a 50 °C pendant 50 min. Les
absorbances ont été mesurées a 760 nm contre un blanc prépare dans les mémes conditions en
utilisant un spectrophotomeétre UV-visible.

Une courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant de 1’acide gallique. Les résultats sont

exprimés en mg d’équivalent acide gallique (EAG)/g de masse d’extrait.

3.5 Dosage des flavonoides
La quantité des flavonoides totaux a été déterminée par la méthode au trichlorure

d’aluminium (AICI3) (Lamaison et al.,1990).

1 ml d’AICI3 2% est ajouté a 1 ml d’extrait. Le mélange est bien homogénéisé et est incubé a
I’abri de la lumiére durant 10 min a température ambiante. L’absorbance de ce mélange est
mesurée a 450 nm.

Les concentrations en flavonoides ont été estimes en référant a une courbe d’étalonnage
préparée avec la quercétine. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de quercétine/g
de masse d’extrait.

3.6 Activité anti-oxydante

3.6.1 Activité anti-oxydante avec DPPH
Principe de la méthode

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut
I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques.

Dans le cas des composés phénoliques (Ar-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors il se transforme

en une molécule stable DPPH (Bahri et al., 2009).

.
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Figure 13: Réaction du DPPH avec les polyphénols

Expérience : En premier, une solution éthanolique de DPPH est préparée en solubilisant 2mg
de DPPH dans 50 ml d’éthanol, la solution est conservée au froid et a la bri de la lumiére afin
d’éviter sa dégradation.

Le mélange de réaction contient 2 ml d’éthanol, 1 ml de la solution du DPPH, et 1 ml des
pour chaque échantillon a tester (départ avec une solution de Img/ml et I’étalonnage de cette
solution jusqu’a 0.04 mg/ml).

Apres 45 min d’incubation a I’abri de la lumicre, I'absorbance a été enregistré a 517 nm pour
chaque solution par rapport aux deux solutions le blanc (2ml de DPPH) et le témoin négatif
(Iml de DPPH +1ml d’éthanol) .le contrdle positif est représenté par une solution d’acide
ascorbique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de d’inhibition par rapport aux
valeurs de contrdle négatif témoin.

Le calcul des pourcentages d’inhibition a été fait selon la formule suivante :

| % = (Ac-At)/Ac

Ac : absorbance du contrble
At : absorbance du test effectué

3.6.2 Activité anti-oxydante avec frappe :
Principe de la méthode :

La méthode de frappe est fondue sur la réduction fer ferrique Fe** (couleur jaune) présent
dans le complexe ferrocyanure de potassium en fer ferreux Fe 2* (couleur bleu vert) en
présence des antioxydants. L’intensité de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a
une longueur d’onde de 700 nm (Tepe., 2006).

Expérience :

Selon la méthode de Lugasi, I’échantillon dilué (prendre de 0.5 ml de la solution mere de

2mg/ml et diluée jusqu’a 0.06 mg/ml) a été mélangé avec du tampon phosphate (1.25 ml, 0,2

.
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M, pH=7) et 1.25 ml ferricyanure de potassium 1%, le mélange est incubé a 35°C pendant 20
min. Apres refroidissement a température ambiante

L’acide trichloracétique (2,5 ml, 10 %) a été ajouté au mélange puis centrifugé pendant 10
min, (1.25 ml) de la solution a été mélangée avec de I'eau distillée (1,25 ml) et une solution
fraichement préparée de FeClz (0,25 ml, 0,1 %), L'absorbance a été lue a 700 nm 1’opération
doit étre répété avec les autres concentrations de la dilution.

Afin d’explorer les résultats obtenus, des graphes de [’absorbance en fonction des
concentrations de différentes échantillons sont tracer, ’augmentation des absorbances signifie

une augmentation de la capacité réductrice (Lugasi., 2003).

-
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4  Résultats et discussion
4.1 Comparaison des méthodes d’extraction de la plante Ephédre alata
4.1.1 Rendements selon les différentes méthodes d’extractions

Les résultats des rendements de différentes extractions sont représentés dans le tableau
suivant :

Tableau 2:Rendement des différents extraits

Méthode d’extractions Solvant Rendement
Ultrason Et OH 7.1%
Ultrason Acétate d’éthyle 3.1%
Ultrason Hexane 0.4%
Soxhlet EtOH 15.11%
Soxhlet Hexane 2.24%
Macération Et OH 1.7%
froid

Ma_ceratlon Chloroforme 1.35%
froid

Ma_ceratlon Ether de Pétrole 0.45%
froid

Ces résultats montrent que c’est 1’é¢thanol qui a donné le meilleur rendement pour les trois
types d’extraction ; 15,11% pour le soxhlet, 7,1% pour 1’ultrason et 1,7% pour la macération
a froid.

Le plus faible rendement est obtenu avec I’hexane pour les extractions au soxhlet et a
’ultrason estimé a 2,24% et 0,4% respectivement.

0,45% d’extrait est obtenu dans le cas de la macération en utilisant I’éther de pétrole.

L’histogramme suivant illustre les résultats des différents rendements :

&
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Figure 14 : Histogramme des rendements des extrait des différentes méthodes d’extraction
avec différents solvants

Des résultats similaires ont été obtenus dans le cas de I’extraction par 1’ultrason dans des
travaux antérieurs, en effet, selon Soumaya et al, les rendements de 1’extraction de deux types
de la plante Ephedra Tunisienne en utilisant trois solvants sont représentés dans le tableau
suivant :

Tableau 3: Rendement des extractions assistées par ultrason de deux espéces de la plante
Ephédra (Soumaya et al, 2020):

R % Ephédra alata Ephédra fragilis
Ethanol 2,11 4,60
Acétate d’éthyle 1,61 1,30
Hexane 0,80 0,60

Pour les deux especes le meilleur rendement est obtenu avec ’éthanol suivi par 1’acétate
d’¢éthyle et le plus faible rendement est obtenu avec I’hexane.
Dans le cas de la macération a froid, des études antérieures effectuées sur la plante Ephédra

alata de la région de 1’Oures Algérien, montrent les rendements d’extraction comme suit :
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Tableau 4:Rendement d’extraction de la plante Ephédra alata de | Oures Algérien (CHelli
Maroua et al,2018):

Solvant Rendement %
Acétate d’éthyle 6,4
Ethanol 3,8

Dans ce cas, on remarque que le rendement de I’extraction en utilisant 1’acétate d’éthyle est
plus important que celui de I’éthanol.

Les teneurs en extraits varient fortement non seulement en fonction de la méthode mais aussi
en fonction des paramétres d’extraction, notamment le solvant qui joue un role important dans
la solubilisation des principes actifs de la plante. En effet, quel que soit la méthode
d’extraction, elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces
principes actifs

Dans la présente étude, la méthode de 1’ultrason permet d’accélérer le processus d’extraction
et de minimiser le temps de contact avec 1’extrait (30 min) par apport a la méthode de
maceération qui a durée plusieurs heures. De plus, le déroulement de cette extraction a
température ambiante permet de prévenir la dénaturation ou modification probable des

principes actifs dus aux températures élevées utilisées dans 1’extraction par soxhlet.

4.1.2 Résultats des tests phytochimiques :

Dans le but d’étudier I’influence du solvant sur la qualité des extraits pour les trois méthodes
d’extraction, nous avons réalisé trois tests phytochimiques. La mise en évidence des
alcaloides et tannins a été basée sur des phénomenes de précipitation, tandis que le test de
coloration en solution permet de mettre en évidence les flavonoides. Les résultats sont
représentés dans le tableau 05. Il révele la présence ou 1’absence d’un métabolite secondaire.

+/- : présent en quantite negligeable ou absent
+ ! présence
++ : Présence moyenne

+++ : Présence forte

&



Résultats et discussion

Tableau 5:Resultats de la mise en évidence des tests phytochimiques:

Méthode Solvant Rendement Alcaloides Tannins flavonoides

d’extractions %

Ultrason Et OH 7.1 ++ +++ +

Ultrason Acétate 3.1 ++ +++ -
d’éthyle

Soxhlet EtOH 15.11 +++ +++ ++

Maceération  Et OH 1.7 ++ +++ -

froid

Macération Chloroforme 1.35 - ++ -

froid

Macération  Ether de 0.45 - + -

froid Pétrole

Ces résultats montrent que I’extrait éthanolique obtenu par soxhlet est trés riche en alcaloides
et en tannins et moyennement riche en flavonoides.

Pour I’ultrason, les tannins sont fortement présents, les alcaloides moins présents et les
flavonoides sont négligeables dans les deux extraits (¢thanolique est d’acétate d’éthyle).

Dans le cas de la macération, seul I’extrait éthanolique représente un résultat similaire a celui
des résultats de 1’ultrason.

Les extraits de 1’éther de pétrole et de chloroforme sont trés faibles en ces métropolites
secondaires.

Nous avons comparé ces résultats avec ceux de la littérature, dans le tableau suivant :

Tableau 6:Comparaison avec la littérature (extraction par macération)

Solvant Alcaloides Tannins flavonoides Références

Et OH ++ +++ -

Chloroforme - ++ - Notre étude
- + .

Ether de Pétrole

Boulberhane et
+++ +++ ++

Méthanol al, 2017
Ethanol ND T Chelli et al,

2018
Acétate d’éthyle tH t

&
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Nous constatons que les extraits des tiges d’Ephédra alata des deux travaux antérieurs sont
plus riches en métabolites secondaires que nos extraits notamment en flavonoides. Ces
différences peuvent étre liés a plusieurs facteur ; conditions d’extraction et de quantification,
les facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique), la période de la récolte
et le stade de développement de la plante.

Il faudra aussi signaler que nous avons utilisé les tiges de la plante non broyée, ce qui n’est

pas le cas dans les deux travaux cités dans le tableau.

4.2 Extraction assistée par ’ultrason

L’extraction assistée par ultrason consiste a immerger dans le solvant la matiere végétale, et
soumettre le tous a I’action des ultrasons.

Pendant la sonification, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations mécaniques dans
la mati¢re a travers une succession des phases d’expansion et de compression, comme au
cours d’un phénomeéne de cavitation.

Les bulles formées par 1’expansion vont se développer puis dégonfler, ce qui produira des jets
de liquide ultra-rapide (Bashi et al, 2012).

L’extraction dépend de nombreux facteurs qui ont une influence directe sur le rendement et la
qualité du produit obtenu et par conséquent sur le développement ou la mise au point du
procédé. Parmi ces facteurs, on peut citer :

Le temps d’extraction, le diamétre des particules, le solvant, le ratio liquide solide, la vitesse

d’extraction et la température.

4.3 Optimisation des conditions d’extraction
Dans cette partie de notre travail, nous avons tenté d’étudier I’influence de deux parametres;

le ratio liquide/solide et le temps d’extraction sur le rendement de 1’extraction et la teneur en
polyphénosl et en flavonoides.

Nous avons fixé un objectif de 12 expériences mais malheureusement, nous n’avons pu
réaliser que 5.

Nous avons utilisé la matiere seche broyée sauf pour la premiére expérience.

Le solvant utilisé est I’éthanol.




Résultats et discussion

4.3.1 Rendement des extractions

Les résultats des rendements sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 7:Rendements des extractions

EXP Matiere seche  Temps (min) Ratio L/S R (%)
1 Non broyee 30 10 7,1

2 broyée 30 10 10,2
3 broyee 12 12 3,6

4 broyée 50 12 77

5 broyee 50 8 4,8

L’histogramme suivant illustre ces résultats.

Figure 15: Histogramme de pourcentage de rendement des expériences

Rendement

el
o N

O N B OO

On comparant entre la premiére et la deuxiéme expérience, on remarque que le rendement
augmente significativement lorsque la matiére végétale est broyée, ceci est di a la surface de
contact solide liquide qui est plus grande lorsque la matiere est broyee, ce qui facilite la
pénétration du solvant a I’intérieur des particules.

On comparant entre la troisieme et la quatrieme expérience, on remargue une augmentation
du rendement avec I’augmentation de la durée d’extraction de 12 a 50 min.

Et enfin, la comparaison entre la quatrieme et la cinquiéme expérience, révéle que le ratio L/S

de 12 donne un rendement plus important que celui de 8.
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A I’issu de ces résultats, on peut conclure que les conditions optimales pour un bon rendement
d’extraction sont :

La durée d’extraction est de 30 min, le ratio L/S est de 10 et la matiere seche doit étre broyée.

4.3.2 Dosage des polyphénols et en flavonoides :

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des différents extraits sont
représentés dans le tableau 08. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg acide

gallique en g matiere séche (mg AG/s MS).

La teneur en flavonoides est exprimée en mg quercitrine en g matiére seche (mg Quercétine/g
MS).

-Le calcul de la teneur des polyphénols et graphiquement par la courbe detalonage de lacide
gallique selon la formule suivante :

Y=ax+b

Avec : Y : I’absorbance de 1’échantillon, x : teneur de polyphénols.

La méme méthode de calcul de la teneur des flavonoides, sauf que 1’étalonnage de quercitrine
et pas de I’acide gallique. (voir annexe courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, courbe
d’¢étalonnage de quercetine )

Tableau 8:Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des 5 extrais:

. ) Polyphénol (mg Flavonoides
Matiere Temps Ratio R .
EXP ) AG/gMS) (mg Quercétine
séche (min) L/S (%)
IgMS)
Non 53,37 62,93
1 30 10 7,1
broyéee
2 broyée 30 10 10,2 54,27 32,91
3 broyée 12 12 3,6 41,57 24,72
4 broyée 50 12 7.7 52,70 93,19
5 broyée 50 8 48 50,89 72,62
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4.3.2.1 Dosage des polyphénols

L’histogramme suivant represente les résultats de la quantité des polyphénols totaux des
différents extraits.

Quantite des polyphenoles totaux mg AG/g MS

60

50
40
3
2
1
1 2 3 4 5

Figure 16: Histogramme comparatives de la quantité des polyphénols des 5 expériences

o O o o

Les valeurs de la teneur en polyphénols des différents extrais ne varient pas tres
significativement et elles se situent entre 41,37 mg AG/gMS pour la premiere expérience et
54,27 mg AG/g MS pour la troisieme expérience. Ces valeurs sont similaires aux résultats des
travaux de Soumaya et al représentés dans le tableau suivant :

Tableau 8: Teneur des polyphénols totaux des extraits obtenus par une extraction assistée
par ultrason de deux espéces de la plante Ephédra (Soumaya et al ,2020):

Teneur en polyphénol

Ephédra alata Ephédra fragilis
totaux (mg AG/g MS)
Hexane 0,15 0,11
Acétate d’éthyle 58,47 56,25
Ethanol 164,58 19,17

la teneur en polyphénols des deux extraits de 1’acétate d’éthyle des deux espéces ; Ephédra
alata et Ephedra fragilis sont de 58,47 et 56,25 respectivement et ils sont comparables aux

valeurs de nos résultats.
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Les conditions optimales pour I’extraction des polyphénols correspondent & une durée de 30
min, un rapport liquide solide de 10 et la matiére séche doit étre broyée. Ce sont donc les
conditions optimales pour un bon rendement d’extraction de la plante.

En effet, On remarque que la teneur en polyphénols des deux extraits de ’acétate d’éthyle des
deux espéces ; Ephédra alata et Ephédra fragilis sont de 58,47 et 56,25 respectivement et ils
sont comparables aux valeurs de nos résultats.

Les conditions optimales pour I’extraction des polyphénols correspondent a une durée de 30
min, un rapport liquide solide de 10 et la matiere séche doit étre broyée. Ce sont donc les
conditions optimales pour un bon rendement d’extraction de la plante.

4.3.2.2 Dosage des flavonoides

L’histogramme suivant illustre les résultats du dosage des différents extraits

100 93,19

90
80 72,62
70 62,93
60
50
40 32,91
30 24,72
20
: -

0

1 2 3 4 5

Figure 17:Histogramme de la quantité comparative des flavonoides des 5 expériences

Les teneurs en flavonoides des différents extrais varient trés significativement en fonction des
conditions d’extraction. Elles se situent entre 24,72 et 93,19 mg Quercétine/g MS. Les
conditions optimales correspondent a la quatriéme expérience dont la durée d’extraction est

de 50 min, et le rapport solide liquide est de 8. La aussi la matiére doit étre broyée.

E
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4.3.3 Evaluation de L’activité anti —oxydante :
L’activité anti-oxydante de nos extraits a été évaluée par deux méthodes ; DPPH et FRAP.

Les résultats des IC 50 et de valeur maximale d’absorbance sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau 9:resultats des IC50 et de valeur maximale d’absorbance

EXP | R Polyphénol (mg Flavonoides DPPH FRAP
(%) | AG/gMS) (mg Quercétine IC50 (ug Abs
/gMS) /ml) Maximum

1 7,1 53,37 62,93 18,75 0,7
2 10,2 | 54,27 32,91 16,73 1,314
3 3,6 41,57 24,72 33,25 1,867
4 7,7 52,70 93,19 63,65 1,288
5 4,8 50,89 72,62 18,76 1,828

4.3.3.1 Activité antianxydante par la méthode DPPH

L’histogramme suivant illustre les résultats de la IC50 des extraits déterminée par la méthode
DPPH.

valeur de IC 50 pg/ml
70

60 63,65
50

40

30 33.25
20
10 18,75 16.73 18,76

Figure 18: histogramme de ’activité antioxydante par DPPH

Les résultats montrent que ’activité antioxydante varie significativement d’un échantillon a
un autre dont, I’'IC50 se situe entre 16,73 et 63,65 pg/ml. L’échantillon le plus riche en

polyphénol est bien celui qui a Dlactivité antioxydante la plus importante, il s’agit de
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I’échantillon 2 obtenu aprés 30 min et avec un rapport liquide solide de 10 mL/g. Les extraits
1 et 5 présentent la méme activité antioxydante (IC50 de 18,75ug/mL) et qui reste tres

proches a celle de 1’échantillon 2.

Lorsqu’on a augmenté le temps a 50 min et baissé la valeur du rapport liquide solide de 10 a
12, Pactivité antioxydante a nettement diminuée dont la IC50 prend une valeur de 63,65

pg/mL.

Des résultats similaires ont été observés dans les travaux de Soumya et al effectuée sur la
plante Ephedra alata et Ephédra fragilis tunisienne dont les IC50 sont de 83,07 et 72,37
pg/mL respectivement. Dans ces travaux, les extraits ont été obtenus par une extraction

assistée par ultrason en utilisant 1’éthanol comme solvant.

4.3.3.2 Activité antianxydante par la méthode FRAP
Les résultats de I’activité antioxydante par la technique de réduction du fer des différents

échantillons sont illustrés par les courbes suivantes et qui représente 1’absorbance en fonction

des concentrations de chaque extrait

2
1,8 /x
1,6 /
1,4
I —==—ABS EX 1
1,2
— —8—ABS EX2
1
//<, ABS EX3
08 - —>é=ABS EX4
0,6 +— —
0,4
0,2 -
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Figure 19: courbe de I’absorbance en fonction de concentration (mg/ml)

A une concentration de 2 mg/mL, les extraits 3 et 5 présentent I’activité antioxydante la
plus importante avec une légére différence, suivit par les échantillons 2 et 4. L’échantillon 1
présente ’activité la plus faible.

Donc les conditions optimales sont un temps d’extraction de 12 min et un rapport liquide
solidedel2mL/g.
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Conclusion générale

Notre travail est une contribution a 1’étude de 1’extraction de polyphénols de la plante
Ephédra, qui sont a I’origine de nombreuses activités thérapeutiques.

Dans un premier temps, nous avons mené une étude comparative de trois méthodes
d’extraction en utilisant principalement 1’Ethanol, 1’Acétate d’éthyle et I’hexane comme
solvants.

Nous avons constaté que le meilleur rendement a été obtenu avec 1’Ethanol pour les trois
méthodes, (15,11%, 7,1% et 1,7%) pour le soxhlet, I’ultrason et la macération respectivement.
En termes de tests phytochimique, 1’extrait éthanolique du soxhlet a révélé une présence
¢levée des tannins et des alcaloides et une présence moyenne des flavonoides. L’extrait
éthanolique du ultrason révélé une présence élevée des tannins et une présence moyenne des
alcaloides et une présence faible des flavonoides. L’extrait éthanolique de la macération

donne la méme observation que 1’ultrason sauf pour les flavonoides ou le test était négatif.

A T’issue de ces résultats, nous pouvons conclure que, la méthode de 1’ultrason permet
d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact avec I’extrait (30
min) par apport & la méthode de macération qui a duré plusieurs heures. De plus, le
déroulement de cette extraction a température ambiante permet de prévenir la dénaturation ou
modification probable des principes actifs dus aux températures élevées utilisées dans

I’extraction par soxhlet.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous avons essayé d’optimisation les conditions
d’extraction assistée par ultrason de polyphénols. Pour cela, nous avons varié le temps (12,
30, et 50 min) et le rapport liquide solide (8, 10 et 12 mL/g) en utilisant 1’éthanol comme
solvant. Les teneurs en polyphénols et en flavonoides ainsi que I’activité antioxydante pour

chaque extrait ont été évaluées.

Les résultats ont montré que les rendements varient de 4,8% a 10,2% dont le meilleur est

obtenu aprés 30 min et avec un rapport liquide solide de 10mL/g.

e
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Pour le dosage de polyphénol, les résultats ont montré une teneur qui varie entre 41,57mg et
54,27 mg AG/gE, dont la teneur la plus €élevée correspond la aussi a 1’extrait obtenu apres 30
min et avec un rapport liquide solide de 10 mL/g.

Les teneurs en flavonoides varient significativement d’un extrait a un autre, elles se situent
entre 24,72 et 93,19 mg Quercétine/g ES, dont la valeur la plus élevée correspond dans ce cas
a I’extrait obtenu aprés 50 min et avec un rapport liquide solide de 12 mL/g.

L’activité antioxydante évaluée par la méthode de DPPH la plus importante correspond a
I’extrait le plus riche en polyphénol avec une IC50 de 16.73 pg/mL.

Cependant, c’est 1’extrait obtenu dans les conditions de 12 min et un rapport liquide solide de

12mL/g qui a donné I’activité antioxydante la plus importante selon la méthode FRAP.

A partir de ces résultats, nous pouvons avancer que I’extraction assistée par ultrason des
substances naturelle est une méthode simple et efficace et peu colteuse. Elle augmente le
rendement d’extraction tout en améliorant la qualité de 1’extrait.

Cependant, les parametres d’extraction tel que le temps et le rapport liquide solide jouent un
réle important et influent significativement sur le rendement et la qualité de I’extrait, d’ou

I’importance de les optimiser avant tous développement a I’échelle industriel.

De point de vu énergétique, cette technologique consomme beaucoup moins d’énergie par
rapport aux procédés usuels, il ne fait donc aucun doute que les ultrasons constituent une

alternative verte aux techniques d’extractions conventionnelles.

En guise de perspectives, il nous semble intéressant de mener beaucoup plus d’essai en
variant d’autres parametres tel que le solvant, la taille des particules, la puissance de
I’ultrason, la température dans le but de produire beaucoup plus et mieux en consommant

moins d’énergie tout en respectant I’environnement .

*
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ANNEXES

1. Les tableaux

Tableau 10:tableau comparative des rendements assistee par ultrason de trois solvants

Extrait Methode Solvant Apparence Rendement
d’extraction
Tiges Ultrason Acétate Solide pateux |3.1%
d’éthyle
Tiges Ultrason Ethanol Solide pateux | 7.1%
Tiges Ultrason Hexane Solide pateux | 0.4 %

Tableau 11:absorbance de I’étalonnage d’acide gallique:

[a gallique
] mg/ml 0,006 0,01 0,012 0,02 0,05 0,06
Abs 0,404 0,468 0,503 0,555 0,879 1,01

Tableau 12:absorbance des extrais des polyphénols assistée par extraction par ultrason:

EXP 1 2 3 4 5

Abs 1,013 1,05 0,888 1,03 1,006

Tableau 13:absorbance des extraits de flavonoides par ultrason

EXP 1 2 3 4 5

Abs 1,204 0,823 0,719 1,588 1,327

Tableau 14:absorbance de I’étalonnage de quercetine

[quercetine
Img /ml 0,0025 0,05 0,075 0,08 0,125 0,15

Abs 0,437 0,924 1,25 1,669 2,08 2,195
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e activité antioxydante DPPH :

Tableau 15 : pourcentage d’inhibition des échantillons (5 expériences):

Expeérience 1 :

C pg/ml 0,041 0,16 0,5 1
| % 47 55 78,75 88,3
Expérience 2 :

C pg/ml 0,04 0,16 0,5 1
I % 42,68 64,33 71,45 88,4
Expérience 3 :

C pg/ml 0,04 0,16 0,5 1
| % 46,62 58,93 68,88 87,54
Expérience 4 :

C pg/ml 0,02 0,04 0,08 0,16
I % 34,58 41,52 61,11 76,38
Expérience 5 :

C pg/ml 0,02 0,04 0,08 0,16
| % 45,41 60,13 74,3 94,44
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Tableau 16:absorbance de I’étalonnage d’acide ascorbique (avec DPPH)

(Pacide ascorbique comme Référence)

C pg/ml 6.25 3.125 1.563 0.781
A% 69.402 36.225 21.454 12.075
1C50 de ’acide ascorbique : 4.39 pg/ml
e activité antioxydante FRAP :
Tableau 17:absorbance des échantillons (5 expériences):
Expérience 1 :
[C Img/ml 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
A% 0,162 0,182 0,29 0,25 0,355 0,7
Expérience 2 :
[C Jmg/ml 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
A% 0,205 0,226 0,346 0,522 1,089 1,314
Expérience 3 :
[C Jmg/ml 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
A% 0,514 0,612 0,641 0,888 1,414 1,867
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Expérience 4 :

[C Img/ml 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
A% 0,13 0,223 0,377 0,537 0,946 1,288
Expérience 5 :
[C Img/ml 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
A% 0,433 0,463 0,757 0,915 1,233 1,828
Tableau 18: absorbance de I’étalonnage d’acide ascorbique (avec frap ):
[C] mg/ml 0,00625 0,0125 0,025 0,05 0,1
ABS 0,195 0,273 0,503 0,889 1,213
2. Les courbes :
Abs y =12,751x + 0,3579
2,5 R?=0,9851
) e and
8
< 1 == Abs
—— Linéaire (Abs)
0,5 g
O T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Cc [acide gallique Jmg/ml

Figure 20:courbe d’étalonnage d’acide gallique
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Abs
2,5
y = 12,692x + 0,405
2
1,5
1
0,5
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Figure 21: courbe d’étalonnage de quercetine
AA y =10,385x + 4,3623
R?=0,9993
80
60 //
40 =—AA
—— Linéaire (AA)
20
0 T T T
0 2 4 6 8

Figure 22: courbe d’étalonnage d’acide ascorbique avec DPPH
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1,4

ABS

1,213
y=10,99x + 0,1888

1,2

/

== ABS

08
0,6 %/

—— Linéaire (ABS)

0,4 +—0,273
0,19
0,2 -
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Figure 23:courbe d’étalonnage d’acide ascorbique avec frap
0
A A’ y =330,16x + 43,808
120 R?=0,9571
=
100
2
£ 8
o 60
8 =A%
= 40
a ——Linéaire (A %)
= 20
3
[}
n- 0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
[C] mg/ml

Figure 24: courbe de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration d’extrait

d’expérience 1
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A %

y = 40,94x + 49,315

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 25: courbe de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration
d’extrait d’expérience 2
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Figure 26 : courbe de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration de
DUextrait d’expérience 3
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A % y =299,37x + 30,945
90
80
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60 *
50
40
30
20
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Figure 27: courbe de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration
d’extrait d’expérience 4
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y =330,16x + 43,808
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Figure 28 : courbe de pourcentage d’inhibition en fonction concentration
d’extrait d’expérience 5
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Summary:

This work is a contribution to the study of the extraction of polyphenols from the Ephedra plant from the Taghit region of the
wilaya of Bechar.

An optimization of the conditions of ultrasonically assisted extraction of polyphenols was carried out. For this, the time was
varied from (12, 30, and 50 min) and the solid liquid ratio (8, 10 and 12 mL / g) using ethanol as the solvent. The results
showed that the optimal conditions for a better yield of extract and polyphenols are a time of 30 min and a solid liquid ratio
of 10 mL / g, the values of which are respectively (10.2% and 54.27 mg AG / gE). The antioxidant activity evaluated by the
most important DPPH method corresponds to the extract richest in polyphenol with an IC50 of 16.73 pg / mL, while the
extract obtained under the conditions of 12 min and a ratio solid liquid of 12 mL / g gave the highest antioxidant activity
according to the FRAP method.

These results show that ultrasound assisted extraction is a simple, efficient and inexpensive method. It increases the
extraction yield while improving the quality of the extract.

Keywords: Ephedra alata, ultrasonic extraction, polyphenol content, antioxidant activity.

Résumé :

Ce travail est une contribution a I’étude de I’extraction de polyphénols de la plante Ephédra de la région de Taghit de la
wilaya de Bechar.

Une optimisation des conditions d’extraction assistée par ultrason de polyphénols a été menée. Pour cela, le temps a varié de
(12, 30, et 50 min) et le rapport liquide solide (8, 10 et 12 mL/g) en utilisant I’éthanol comme solvant. Les résultats ont
montré que les conditions optimales pour un meilleur rendement en extrait et en polyphénols sont un temps de 30 min et un
rapport liquide solide de 10 mL/g, dont les valeurs sont respectivement (10,2% et 54,27 mg AG/gE). L’activité antioxydante
évaluée par la méthode de DPPH la plus importante correspond a I’extrait le plus riche en polyphénol avec une IC50 de 16,73
ug/mL, tandis ce que 1’extrait obtenu dans les conditions de 12 min et un rapport liquide solide de 12 mL/g a donné I’activité
antioxydante la plus importante selon la méthode FRAP. Ces résultats montrent que I’extraction assistée par ultrason est une
méthode simple et efficace et peu coliteuse. Elle augmente le rendement d’extraction tout en améliorant la qualité de 1’extrait.

Mots Clet : Ephédra alata, extraction par ultrason, teneur en polyphénol, activité antioxydante.
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