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Résumé

Afin de valoriser les plantes du désert, nous avons entrepris cette étude visant a
étudier la phytochimie des extraits aqueux, méthanoliques et nano-extraits de
Calligonum comosum L'her, une plante répandue dans la région d’Oued Souf au nord-

est du désert Algérien.

Les résultats ont montré des différences dans les rendements entre les extraits,
avec des valeurs variant entre 13.54 % pour l'extrait méthanolique et 2 % pour I'extrait

nano.

L'estimation quantitative des polyphénols et des flavonoides a révélé que
l'extrait méthanolique contenait la plus grande quantité de polyphénols (68.40 + 3.619
mg équivalent d'acide gallique / g dextrait) tandis que [I'extrait aqueux contenait une
quantité plus élevée de flavonoides (2.611 mg équivalent de quercétine / g d'extrait).

Les résultats des tests d'activité antioxydante, tels que le test piégeage de
radicaux libre DPPH, ont montré que lextrait nano présentait la plus grande capacité
inhibitrice avec une valeur 1Cso de 3.245 pg/ml. L'extrait methanoligue a montré Ila
meilleure efficacit¢é dans la réduction de fer (ECso=117 pg/ml). En ce qui concerne
l'activité antioxydant totale, Il'extrait nano s'est distingué avec une valeur de (0.001 =+
0.079 mg equivalent dacide galligue / g d'extrait), tandis que l'extrait aqueux a montré

les performances les plus faibles dans tous les tests d'activité antioxydant.

En ce qui concerne le test du P-carotene, l'extrait méthanolique a montré la plus
grande capacité avec un pourcentage de 75.42%. Les tests d'inhibition de [I'hémolyse
des globules rouges et dactivité anti-inflammatoire ont montré la supériorité de [I'extrait
nano dans les deux autre extraits, avec des valeurs d'inhibition 1Cso de 0.129 + 0.002
mg/ml (53.798 + 2.239 mg équivalent de diclofénac / g d'extrait), respectivement.
L'extrait méthanolique a montré le meilleur facteur de protection contre les rayons
ultraviolets, évalué a (SPF = 140.45).

En ce qui concerne lanalyse qualitative par HPLC, les résultats ont montré une
variation dans le nombre total de composés phénoliques pour les extraits aqueux et
méthanoliques. L'extrait aqueux a enregistré un plus grand nombre de composés, dont
cing composés de référence parmi les 68 composés identifiés, notamment lacide
gallique, la wvanilline, lacide p-coumarique, lacide caféiqgue et la rutine. Quant a

l'analyse spectroscopique infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) de Il'extrait nano,




elle a confirmé la présence des groupes fonctionnels hydroxyle (OH) ainsi que des
liaisons caractéristiques des cycles aromatiques (C-C).

Mots-clés :  Calligonum  comosum  L'her, étude  phytochimique, activité

antioxydant, activité anti-inflammatoire, HPLC.




Abstract

In order to valorize desert plants, we conducted this study aiming to investigate
the phytochemistry of aqueous, methanolic, and nano-extracts of Calligonum comosum
L'her., a plant widespread in the Oued Souf region north east of the Algerian desert.
The results showed differences in yields between the extracts, ranging from 13.54% for
the methanolic extract to 2% for the nano-extract.

Quantitative the estimation of polyphenols and flavonoids revealed that the
methanolic extract contained the highest amount of polyphenols (68.40 + 3.619 mg
equivalent of gallic acid / g of extract), while the aqueous extract contained a higher

amount of flavonoids (2.611 mg equivalent of quercetin / g of extract).

The results of antioxidant activity tests, such as the DPPH radical scavenging
assay, showed that the nano-extract exhibited the highest inhibitory capacity with an
ICso a value of 3.245 pg/ml. The methanolic extract showed the best efficiency in
reducing of iron radical (ECs0=117 pg/ml). As for total antioxidant activity, the nano-
extract stood out with a value of (0.079 + 0.001 mg equivalent of gallic acid / g of
extract), while the aqueous extract showed the lowest performance in all antioxidant

activity tests.

Regarding the p-carotene test, the methanolic extract showed the highest
capacity with a percentage of 75.424%. The tests for inhibition of red blood cell
hemolysis and anti-inflammatory activity demonstrated the superiority of the nano-
extract in both cases, with ICso inhibition values of 0.129 £+ 0.002 mg/mL (53.798 %
2.239 mg equivalent of diclofenac / g of extract), respectively. The methanolic extract
exhibited the highest protective factor against ultraviolet rays, evaluated at (SPF =
140.45).

Regarding the qualitative analysis using HPLC, the results showed variation in
the total number of phenolic compounds for both the aqueous and methanolic extracts.
The aqueous extract recorded a greater number of compounds, including five reference
compounds out of the 68 identified compounds, namely gallic acid, vanillin, p-
coumaric acid, caffeic acid, and rutin. As for the Fourier-transform infrared
spectroscopic  (FTIR) analysis of the nano-extract, it confirmed the presence of
hydroxyl functional groups (OH) as well as characteristic bonds of aromatic rings (C-
C).




Keywords:  Calligonum  comosum
activity, anti-inflammatory activity, HPLC.
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Introduction général

Les plantes médicinales ont toujours été considérées comme une source
essentielle de santé pour I'homme, et de nombreuses cultures traditionnelles continuent
a valoriser les recettes médicinales & base de plantes pour leur importance préventive,
curative et leurs autres avantages. La science de la phytothérapie a connu une avancée
considérable dans différentes régions du monde, et lintérét pour I'étude des plantes
meédicinales dans le domaine de la recherche pharmaceutique ne cesse de croitre en
raison de leurs propriétés thérapeutiques, de leur colt abordable, de leur facilité
d'acces, de leur lien patrimonial et de la croyance populaire prédominante selon
laquelle les médicaments a base de plantes sont plus sirs et plus efficaces que les
médicaments synthétiques (2012 4w (x).

L'Algérie, en raison de la diversité de ses climats, posséde une énorme richesse
en plantes médicinales et aromatiques, qui se répartissent dans de vastes zones et dans
des environnements climatiques différents sur les cotes, les vallées, les plateaux, les
montagnes, les deserts, les champs agricoles et autres. Certaines sont saisonnieres,
apparaissant apres les pluies et disparaissant pendant les périodes de secheresse, tandis
que dautres sont perennes et des arbustes. La région d'Oued Souf se caractérise par une
vegétation ouverte et peu dense, avec un nombre limité de plantes sauvages ne
dépassant pas 120 espéces végetales sauvages. Ces plantes occupent une place
importante dans la vie quotidienne des habitants de la région, étant utilisées pour
l'alimentation, le paturage, ainsi que dans la pharmacie et la meédecine traditionnelle en
tant que plantes médicinales (2007 ,o«-s). Le Calligonum comosum L’her, également
connu sous le nom d'Arta, est lI'une des especes les plus importantes appartenant a cette
région. C'est une plante adaptée a la rehabilitation des terres dégradées, des sols arides
et des systemes agroforestiers en raison de sa grande résistance aux conditions
environnementales difficiles (Dhief et al., 2004), Il a été démontré a travers l'étude de
l'extrait de la partie aérienne de la plante qu'elle posséde une activité antioxydant
élevée (Abdel sattar et al., 2014 ; Chouikh et al., 2016)

La nanotechnologie est un domaine de recherche émergent qui consiste a
produire des matériaux et produits de tailles et de structures contrélées a [I'échelle
nanométrique, conférant ainsi de nouvelles propriétés physico-chimiques avantageuses
et uniques. Cette technologie trouve des applications dans divers domaines tels que la
catalyse, les médicaments, la santé, les cosmétiques, la technologie alimentaire et la
biologie (Noluthando, 2017), et a entrainé des changements radicaux dans la

technologie et la science (Ramsden, 2016).



Introduction général

Par conséquent, nous avons jugé nécessaire, dans cette étude scientifique, de
mettre en lumiere la nanotechnologie en soulevant plusieurs problématiques : quelles
sont les différences que les nanomatériaux induisent sur les produits métaboliques ?

Est-ce que cette technologie affecte l'activité antioxydante?

Notre travail vise a mener une étude phytochimique du Calligonum comosum
L’her. poussant dans la région de 1’0Oued Souf avec des extraits nano, aqueux et
méthanol, puis a évaluer les activités antioxydants et anti-inflammatoires. Pour Ila

réalisation de cette étude, nous allons la partager en deux parties essentielles :

-La premiére partie est consacrée a I'étude bibliographique comporte recherche
sur la description de la plante étudiée, puis Les La nanotechnologie et les stress

oxydative .

-La deuxiéme partie est expérimentale, subdivisée en deux chapitres 1une
présente les matériels et méthodes et I'autre consacré a la présentation et la discussion

des résultats obtenus ; Enfin nous avons terminé par une conclusion.



Premiene Partie

Cothise lillioanashi
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Dans ce chapitre, nous abordons différentes thématiques de notre travail,
notamment la présentation de la famille des Polygonaceae, avec une attention
particuliere portée sur le genre Calligonum et l'espéce Calligonum comosum L’her, qui
a été étudiée. Nous examinons également les radicaux libres, les polyphénols (leurs
propriétés, leur capacité biologique et les solvants d'extraction utilisés), ainsi que les
techniques spectrophotométriques utilisées pour quantifier, séparer et identifier les

polyphénols et le nanotechnologie.

1. La famille des Polygonaceae

1.1. Présentation de la famille

La famille des Polygonaceae est décrite comme étant une famille de plantes a
fleurs (Jussieu, 1789) Les Polygonacées comprend environ 1.200 especes réparties en
50 genres (Tamanna et al.,, 2017), notamment Eriogonum avec 240 especes, Rumex
avec 200 espece , Coccoloba avec 120 espéces, Polygonum avec 170 espéces et
calligonum avec 80 espéces (Maire et Quezel, 1961; Botineau, 2010), qui sont les
plus grands genres. Bien que largement distribuée dans la zone tempérée nord, cette
famille peut également étre trouvée dans dautres regions du monde (Tamanna et al.,
2017); On le trouve couramment en Inde, au Pakistan et dans la peéninsule arabique.
Elles sont présentes dans les prairies, les terres pauvres et les déserts, et certaines

especes de la flore arabe sont des plantes herbacées ou des arbustes (2012 , Jlgs O )

1.2. Description botanique

Les Polygonaceae sont composees dherbes annuelles ou plus fréquemment
vivaces grace a une structure souterraine tubéreuse. Certaines de ces herbes, telles que

Polygonum aviculare L, peuvent ramper (Botineau, 2010) .

Les feuilles présentent habituellement une disposition alternée, bien que cela
soit parfois différent chez certaines espéces comme Pterostegia (disposition opposée)
ou Eriogonum (disposition en verticilles). 1l peut également arriver que les feuilles
soient réduites chez des especes telles que Coccoloba. Leur forme est simple, avec des
bords lisses, et elles sont pourvues d'une nervure principale qui se ramifie. Les stipules
membraneuses sont fusionnées pour former une ochréa a la base des feuilles, mais cette
structure est absente chez Eriogorum (Maire et Quezel, 1961 ;1987,¢s—wsall ;
Gurcharan Singh, 2010 ; Botineau, 2010).
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elles présentent Tiges a nceuds souvent renflés (Maire et Quezel, 1961 ;
Botineau, 2010).

Les fleurs de cette plante présentent une symétrie radiale réguliere et ordonnée
ainsi qu'une hermaphrodisme fréquent, bien qu'elle puisse également &tre unisexuée
(Rumex) dans le cas des plantes dioiques. Elles sont hypogynes, c'est-a-dire que les
pieces florales sont insérées sous le pistil. Toutefois, il est possible de construire la
fleur selon deux types différents (Maire et Quezel, 1961 ; 1987,s5sal) ; Botineau,
2010 ; Gurcharan Singh, 2010).

Le fruit est composé d'une noix qui peut avoir une forme trigone ou bifaciale. et
elle est accompagnée d'une grande quantité d'endosperme farineux. La pollinisation de
la plante est principalement réalisée par des abeilles et des mouches. Les fruits sont

habituellement dispersés par le vent ou I'eau (Gurcharan Singh, 2010) .

La famille tire son nom de lakene trigone qui la caractérise et qui, lorsqu'il est
entouré par des tépales accrescents, forme une samare. La graine abonde en albumen
amylacé et l'embryon, généralement situé a la périphérie, peut adopter une forme droite

ou courbe (Botineau, 2010).

2. Caractéristiques générales du genre Calligonum

On estime que le genre Calligonum comprend entre 60 et 80 espéces (Okasaka
et al.,, 2004). Ces plantes sont des arbustes ramifiés avec des branches alternes ou
groupées, souvent ressemblant a des Ephédra. Les feuilles sont étroites, linéaires ou
subulées, alternes et souvent tres petites. Elles tombent chaque année et la courte
membrane persistante qui les entoure est appelée ocréa. Les fleurs blanches et
hermaphrodites sont petites et solitaires ou regroupées en fascicules a laisselle des
feuilles. Elles sont portées par un pédoncule articulé et accompagnées a la base par une
bractée ocréiforme, sans bractéole. Le périanthe est constitué de 5 sépales pétaloides,
subégaux et qui flétrissent généralement aprés la floraison. Les étamines sont au
nombre de 12 a 18, avec des filets subulés, soudés a la base en un disque hypogyne et
des anthéres oveées. L'ovaire est tétragone. Les fruits sont des akénes tétragones, de 1 a
2 cm, recouverts de longs poils. Il existe trois espéces trés similaires, qui ne peuvent
étre distinguées que par des caractéristiques anatomiques et la forme du fruit (Maire et
Quezel, 1961; Quezel et Santa, 1962; Ozenda, 2004).
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3. Calligonum comosum L’her

3.1. Présentation et Description botanique de I’espéce

Les couches sont des arbustes persistants qui peuvent atteindre jusqu'a 2 metres
de longueur, mais souvent moins. Leurs branches grisatres ou blanchies portent des
touffes ou des groupes de minces tiges feuillues de couleur verte, ainsi que de petites
écailles entourant des fleurs blanches marquées d'une tache rouge clair. Les fruits
blancs des couches sont enveloppés de longues soies brunes qui s'ouvrent a maturité
(2007 ,ols),

Les tiges actuelles se segmentent en salamias, tandis que des feuilles écailleuses
poussent autour du collet. Les fleurs, d'un diametre ne dépassant pas 2 mm, sont
blanches avec une tache rouge clair. Les fruits se présentent sous la forme d'une touffe
de longues soies brunatres (2007 ,o«=1a). Au début du printemps (mars, avril),
Calligonum comosum génere une profusion de fleurs (Maire et Quezel, 1961) .

Figure 01: Photo de la plante Calligonum comosum L'her
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3.2. Classification
Le tableau (01) présente la classification scientifique de la plante calligonum comosum

L’her

Tableau 1: classification scientifique de calligonum comosum L’her (Maire et Quezel, 1961 ;
Quezel et Santa, 1962; Quezel et Santa, 1963; Fournier, 2000)

Régne Plante

Embranchement Phanérogames ou
Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones ou Eudicots

Sous-classe Choripétales ou
Archichlamydees

Ordre Polygonales

Famille Polygonaceae

Sous-famille Polygonoideas

Genre Calligonum

Espece Calligonum comosum L’her

Nom Vernaculaires Arta, Larta, Lartaya

3.3. Répartition géographique

Le Calligonum comosum L'Her est un arbuste abondamment présent dans les
régions désertigues du monde entier, en particulier dans la partie nord. Il est répandu
dans tous les déserts arabes (Ozenda, 1997) il a été observé dans les régions seches de
la Tunisie (Hemmami et al., 2011) et en Egypte (Badria et al., 2007). Le Calligonum
comosum L'Her est observé en Algérie, notamment dans les zones arides du nord-est

du désert algérien comme la région d'Oued Souf (2007 ,u«is).

3.4. Usages médicinaux traditionnels

Dans la médecine traditionnelle populaire, le Calligonum comosum L'her est
une plante d'une grande importance médicinale. Elle est utilisée pour traiter diverses
affections telles que les douleurs abdominales, les ulcéres infectieux, les inflammations
et les problemes dentaire( Lui et al., 2001; Abdalah et al., 2014). Et utilisé pour
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traiter la toux ainsi que la maladie de la tremblante (2008 <-=3). Et pour traiter le
diabete et l'ostéoporose (El-hawry et Kholief, 1990; Abdalah et al.,, 2014). Les
flavonoides et les tanins présents dans la plante Calligonum comosum L'her lui
conferent des propriétés analgésiques et favorisent la guérison et la désinfection des
plaies, tout en éliminant certaines bactéries (Pincemail et al.,, 1986 ; Abdalah et al.,
2014). Les Bedouins utilisent cette plante pour traiter la gale qui peut affecter certains

animaux tels que les chameaux (Benhouhou, 2005)

3.5. Métabolismes secondaires

Les métabolites secondaires, qui sont des composés organiques complexes, sont
synthétisés par les plantes autotrophes selon Boudjouref (2011). Contrairement a la
photosynthése, ces molécules ne sont pas produites directement mais sont le résultat de
réactions chimiques ultérieures (Harchaoui, 2019). Ills sont souvent présents en faible
concentration dans les tissus végétaux, comme le mentionne Newman et Cragg
(2012).

Selon Verpoorte et Alfermann (2000) et Greathead (2003) Bien qu'ils
n'exercent pas de fonction directe dans les activités fondamentales des plantes, les
métabolites secondaires jouent un r6le crucial dans l'adaptation des plantes a leur
environnement, comme la protection contre les pathogenes, les herbivores et les

différents stress abiotiques.

D'un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires sont la fraction
la plus active des composes chimiques présents dans les plantes. Selon Newman et
Cragg (2012), environ un tiers des médicaments actuellement disponibles sur le
marché contiennent au moins une de ces substances Vvégétales. Les métabolites
secondaires présentent également de multiples intéréts pour [lindustrie alimentaire et

pharmaceutique, comme le souligne Orhan (2012).

Plus de 200.000 métabolites secondaires ont été identifiés et ils sont classes en
trois grandes catégories: les alcaloides, les terpénoides et les composés aromatiques ou
polyphénols, selon Gaudry (2016) et Vermerris et Nicholson (2007). Chacune de ces
catégories contient une grande diversité de composés qui possedent une large gamme

d'activités en biologie humaine, comme I'explique (Krief, 2003).
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La nanotechnologie progresse & différents niveaux : les matériaux, les
dispositifs et les systémes. Le niveau des nanomatériaux est actuellement le plus
développé, tant sur le plan des connaissances scientifiques que des applications
commerciales. Les nanoparticules, qui mesurent généralement moins de quelques
centaines de nanométres, sont souvent composées de métaux, de minéraux, de
polyméres ou d'une combinaison de matériaux, et présentent des propriétés physiques
considérablement différentes de celles des matériaux en vrac. La réduction de taille
induit des effets quantiques, tels que le super paramagnétisme, le blocage de Coulomb
et la résonance plasmonique de surface. Par ailleurs, laugmentation du rapport
surface/volume résultant de cette réduction de taille entraine Il'apparition deffets de
surface liés au grand nombre d'atomes de surface et a la grande zone spécifique, ce qui
est important d'un point de vue pratique (Guerricha et Selmane, 2018).

1. Le nano monde

Le domaine des nanosciences et des nanotechnologies, surnommé le "nano-
monde"”, comprend des objets de taille nanométrique avec des phénomeénes et des effets
imprévus. Ces propriétés leur conféerent une grande variété dapplications, et bien que
certaines soient déja présentes dans notre environnement, leur potentiel de
développement est énorme. L'unité de mesure clé pour les nanosciences et les
nanotechnologies est le nanométre, équivalent & un milliardiéme de métre (Inm = 10°
m) (Guerricha et Selmane, 2018).

NANOMONDE
Globule rouge (7 pm)
Vuus Nanoparticule AgNl(d[;amgltre
Chevey Cellule (203 (13100 nm) ée cae 02un r:)

(50 pm) ammale Bactene 400 nm)

(10 ym) Atome

'hydrogéne
(0,4 nm)

Puce

a ' —

icm  1mm 100 um lﬂtlm ium 100nm 10nm 1nm 0,1nm
102m 10°m 10*m 10°m 10°m 107m 10°m 10°m 10%®m

==

Carte Micro- Phu;d- Transistor Nano- Agrégat d'atomes
puce  processeur transistor transistor

Une nanoparticule est a une balle de tennis ce gu'une balle de tennis est a la Terre.

Figure 02: Echéle nanométrique (Guerricha et Selmane, 2018).
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2. Nanotechnologie

Le terme "nanotechnologie" englobe une grande variété dapplications dans
de nombreux domaines scientifiques, mais il se référe généralement a la recherche
sur les principes et les propriétés existants a I'échelle nanométrique. L'objectif des
nanotechnologies est de produire des objets ou des matériaux qui mesurent moins
de 100 nanometres. Cela inclut la conception, la caractérisation, la production et
l'application de structures, de dispositifs et de systémes en contrélant leur forme et
leur taille & [léchelle nanométrique. Les nanotechnologies relévent principalement
de la recherche appliquée, et les applications envisagées ont un potentiel
économique important dans de nombreux domaines tels que la médecine, la chimie,

I'énergie, la gestion des ressources et I'environnement (Stéphanie et Nicolas, 2014)

3. Nanomatériaux

Le 18 octobre 2011, la Commission europeenne a publié ses
recommandations relatives a la définition des nanomatériaux (recommandation
2011/696/UE) : « on entend par "nanomatériau” un matériau naturel, formé
accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme
d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la
répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se
situant entre 1 nm et 100 nm ». (Ricaud et Witschger; 2012) Il existe deux
grandes familles de nanomatériaux (Journal Officiel de 1’Union Européenne,
2011) :

& Les nano-objets.

& Les matériaux nano structurés.
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Nanomatériaux
Mano-objets = Matériaux nanostructurés = matériaux
matériaux avec 1, 2 or 3 dimensions avec une structure interne ou de surface a
externes < 100 nm I'échelle nanométrique
1 dimension 2 dimensions 3 dimensions %
Agrégats, agglomérats
F & de nano-objets
E y g l!l .'l
= - g d_’/,l
Nanofeuillet Nanofibre : Nanoparticule Matériaux nanoporeux
Nanotube
- Nanotige
- Nanofil
N Nanocomposites :
gk nano-objets

incorporés dans une

matrice ou sur une
m surface

Figure 03: Nanomatériaux manufacturés, selon la norme 1ISO TS 80004 1&2 (Babaali, 2022)

Nanomatériaux
/ \_’ Les matériaux
Les nano-objets

nanostructures

les Les agrégats et
nanoparticules agglomérats
Las

~| les Manofibres
nanocomposites

Les matériaux
nanoporeux

les Nanofeuillets

MNanefil Nanotubes Nanotiges

L

Figure 04: Schéma récapitulatif des différents types de nanomatériaux (Guerricha et
Selmane, 2018).
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4. Définition des nanoparticules
les nanoparticules (NPs) sont des agrégats de petites molécules de taille
nanométrique (entre 1 et 100 nm). En raison de leur petite taille, les NPs ont une
grande surface spécifigue par unité de masse, ce qui leur confére une plus grande
réactivitt que les matériaux a [I'échelle macroscopique. Cette propriété est due a un
effet appelé "effet de taille”, qui est principalement di a l'augmentation de la surface de

contact entre les matériaux.

L'effet de taille est particulierement pertinent pour les réactions chimiques, ou
une augmentation de la surface de contact entre les réactifs peut accélérer la réaction.
Les NPs peuvent donc étre utilisées en tant que catalyseurs pour accélérer les réactions
chimiques, ou en tant que supports pour les catalyseurs, afin d'améliorer leur efficacite.
Les NPs sont également utilisées dans de nombreuses autres applications, telles que la

nanomédecine, I'électronique, la cosmeétique, etc. (Delay et Frimmel, 2012).

Tout a fait, largent (Ag) est un métal de transition mou, blanc et brillant
(Silver, 2003), qui possede de nombreuses proprietes intéressantes, telles que la
conductivité eélectrique et thermique eélevée. En raison de ces propriétés, largent est
utilisé dans une grande variété d'applications, notamment dans [lindustrie électronique,

la bijouterie, la photographie, la production de miroirs, etc.

L'argent est également trés utilisé sous forme de nanoparticules dargent, qui
peuvent rassembler environ 20 a 15 000 atomes dargent. Les nanoparticules d'argent
ont des propriétés physico-chimiques et des activités biologiques similaires a celles de
largent, mais présentent également des propriétés uniques en raison de leur petite
taille. Les nanoparticules dargent sont utilisées dans de nombreuses applications,
notamment en medecine, en raison de leurs propriétés antimicrobiennes (Wijnhoven et
al., 2009).

Cependant, il est important de noter que [lutilisation de nanoparticules dargent
souleve des préoccupations en matiere de santé et d'environnement. Certaines études
ont montré que les nanoparticules dargent peuvent étre toxiques pour les cellules et les
organismes, et peuvent avoir des effets néfastes sur I'environnement. Par conséquent, il
est important de prendre des précautions lors de lutilisation de nanoparticules d'argent,
et de bien comprendre leur impact sur la santé et [Ienvironnement (Firdhouse et
Lalitha, 2015).
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Figure 05: Photo représente les nanoparticules a la microscopie (Consulter 30 avril 2021)

5. Propriétés des nanoparticules d’argent
a. Propriétés biocides de I’argent
Effectivement, les nanoparticules d'argent sont couramment utilisées pour leurs
propriétés bactéricides, en raison de leur capacité a libérer des ions argent (Ag+) qui
ont des propriétés antimicrobiennes. La toxicité des nanoparticules d'argent dépend de
plusieurs facteurs, notamment de leur taille, de leur forme, de leur surface, et de leur
état d'oxydation.

Il a été démontré que seules les nanoparticules dargent contenant la forme
oxydée (Ag+) sont toxiques, contrairement aux nanoparticules métalliques de degré
d'oxydation nul. En effet, les ions Ag+ libérés par les nanoparticules d'argent oxydées
sont capables de perturber les membranes cellulaires et de causer des dommages

oxydatifs aux cellules bactériennes. (Lok et al., 2007).

b. Propriétés physiques et chimiques de I’argent
Le tableau 02 présente les propriétés physiques de largent, ainsi que ses divers
états d'oxydation, a savoir Ag0, Ag+, Ag2+, et Ag3+. Cet élément est présent en faible
guantité dans la nature et se caractérise par sa brillance, sa couleur blanche et sa
malléabilité (Wijnhoven et al., 2009).
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L'ion argent, Ag+, a la capacité de se lier avec dautres €léments organiques ou
inorganiques pour former des sels ou des complexes (tels que AgNO3 et AgCl), qui

peuvent étre solubles ou insolubles. (Luoma 2008 ; Wijnhoven et al., 2009).

Tableau 02: Propriétés physiques de 1’argent (Djeghboub, 2010).

Numéro atomique-poids 47-107,87
Densité (g/cm3) 10,5
Rayon atomique (nm) 0,153
Résistivite électrique (nLQcm) 1,59 (20°C)
Température de fusion (K) 1235,43
Température de d’ebullition (K) 2485
Conductivité thermique(W m* K1) 429
Conductivité thermique (S m?) 63 106
Electronégativite 1,93

c. Proprieté désodorisante
Le nano-argent est connu pour ses  propriétés  désodorisantes et

antibactériennes, ce qui en fait un choix populaire pour lutter contre les mauvaises
odeurs dans les réfrigérateurs et dautres applications similaires. Les nanoparticules
dargent ont la capacité de décomposer les molécules responsables des odeurs
désagréables en molécules plus simples et moins odorantes, ce qui permet de réduire

efficacement les odeurs indésirables. (Birla et al,. 2009).

6. Méthodes de synthése des nanoparticules d’argent
a. Meéthodes physiques
En effet, les méthodes mécaniques telles que I'homogénéisation et le broyage
peuvent causer des probléemes de formation d'agrégats de nanoparticules d'argent, qui
peuvent réduire [l'efficacité bactéricide et inhibitrice des nanoparticules. C'est pourquoi
des méthodes de synthése plus récentes, telles que I'évaporation-condensation, sont

utilisées pour produire des nanoparticules d'argent plus uniformes et efficaces.

La méthode de synthése par évaporation-condensation consiste a vaporiser un
matériau d'argent dans une chambre sous vide, ou les vapeurs se condensent en

nanoparticules d'argent. Cette méthode permet de contrdler la taille et la distribution
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des nanoparticules d'argent en ajustant les conditions de production, telles que la

pression et la température de la chambre de condensation.

Les nanoparticules dargent synthétisées par évaporation-condensation ont été
largement étudiées pour leur potentiel antibactérien et antiviral, et ont été utilisées dans
des applications telles que les revétements antimicrobiens, les matériaux pour les

implants médicaux et les filtres a eau. (Simchi et al., 2007).

b. Méthodes chimiques
Les méthodes chimiques de préparation de nanoparticules d’argent incluent la

réduction chimique en solution aqueuse (Wang et al., 2012)

La réduction chimique en solution aqueuse est en effet une méthode
couramment  utilisee pour former des solutions colloidales de nanoparticules
métalliques en raison de sa simplicité et de son potentiel de contréle de la taille et de la
forme des nanoparticules produites. Cette methode permet également une bonne
reproductibilité et une grande flexibilité¢ en termes de choix des agents réducteurs et des

conditions de réaction.

c. Meéthodes biologiques

La réduction biologique implique [l'utilisation de microorganismes (Nair et al.,
2009), denzymes (Willner et al., 2006) ou de plantes pour réduire les sels dargent en
nanoparticules dargent (Shankar et al.,, 2004). Cette méthode présente des avantages
tels que [lutilisation de sources renouvelables et durables, des conditions de réaction
douces, une bonne dispersion des nanoparticules et l'absence d'additifs chimiques ou de

sous-produits toxiques (Taskiran et al., 2017).

Hamid, Zargar and others 2011 ont éeté menées sur [lutilisation d'extraits de
plantes pour la synthese de nanoparticules d'argent, montrant que cette méthode peut
étre efficace pour produire des nanoparticules de tailles et de formes contrdlées (Jang
et al.,, 2016). De plus, des études ont également montré que les nanoparticules d'argent
synthétisées a partir dextraits de plantes Calligonum comosun  peuvent avoir des
activités biologiques, telles que [lactivité anticancéreuse et lactivité larvicide contre les

vecteurs de maladies. (Kumar et al., 2018)
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7. Les points forts des méthodes biologiques pour la préparation de
nanoparticules d'argent (Ag NPs)
Les méethodes biologiques pour la préparation de nanoparticules d'argent présentent

plusieurs avantages (Babaali, 2022):

« Elles sont sires et n'utilisent pas de substances toxiques ou nocives pour

I'environnement.
& Elles sont peu colteuses car la plupart des matériaux utilisés sont facilement disponibles.

& Elles ne nécessitent pas l'utilisation de températures ou de pressions élevées.

« Elles sont faciles a mettre en ceuvre et ne nécessitent pas de techniques complexes.

19



Etude expenimentale



THatencel et Fethodes



Chapitre | Matériel et Méthodes

1. Matériel d’étude

1.1.Présentation de la zone d’étude

La région dOued Souf, située dans le Sud-Est algérien, fait partie du
département d'ElI Oued. Elle se trouve dans le Sahara septentrional et le Grand Erg
oriental, qui est couvert par une chaine de dunes sableuses. Cette région est caractérisée
par un climat hyper-aride, une température moyenne annuelle d'environ 22 °C et des
précipitations annuelles moyennes de 78 mm. Elle dispose d'une réserve hydrique
souterraine importante constituée (Rebai et al., 2017)

1.2.Matériel végétal

Au cours de cette étude, la partie aérienne de la plante Calligonum comosum
L’her a été collectée, et les parties utilisées de la plante ont été cueillies en octobre
2022 a partir de Taghzout de la région d'Oued Souf (sud-est du Sahara algérien),
confinée entre (6°89'06" E / 33°51'35" N).

« La plante a été réconltée en Octobre 2022

découpée en petites sections. Ces sections ont été disposées sur des feuilles de
journal pour sécher a température ambiante et a l'abri de la lumiére directe du

« Les flacons en verre scellés sont utilisés pour stocker la substance a l'abri de la
lumiere jusqu'a ce qu'elle soit préte a étre utilisée.

1.3.Réactifs
¢+ réactif de Folin-Ciocalteau (10%).

% Na,COs (7.5 %).
s trichlorure d'aluminium (AICIs).
% 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH).
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% solution phosphate tamponnée ( pH: 6.6; 0.2 M).
% solution de Ks[Fe(CN)s].

% TCA (10%).

% FeCl; (0.1%).

% Acide phosphorique ( 6M)

% NaH:PO,4 (28Mm)

¢ ammonium molybdate (4Mm).

% H202 (30 ml mol).

% FeCls (80 ml mol).

% Albumine humaine (5%).

%+ Chloroforme.

% p-caroténe.

% Acide linoléique.

s Tween.

2. Méthodes

2.1.Préparation des extrait de Calligonum comosum

2.1.1. Préparation de I’extrait brut

Les extraits de plantes ont été préparés selon la méthode de Chouikh et al.
(2018) avec quelques modifications, ou dix grammes (10 g) de chaque échantillon ont
été macérés avec 100 ml de solvants (Méthanol et 1’cau) a tempeérature ambiante, dans
des conditions sombres pendant 24 heures (répété 3 fois). Le solvant a été filtré avec du

papier Watman, Et le sécher dans I'étuve a 50°C.
2.2.Détermination le rendement d’extraction

Daprés Truong et al. (2019), la formule suivante a été utilisee pour calculer le

rendement d'extrait.

[ R % = (PEB/PMV) x 100 }

Ou:
R: est le rendement en %o.

PEB: Poids de I'Extrait Brut (Q).
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PMV: Poids de matiére végétale (g)
2.3.Analyses quantitatives des extraits bruts
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Il a été effectué une estimation quantitative des polyphénols en suivant la
méthode de Singleton & Rossi (1965), qui repose sur la surveillance de la variation de
couleur résultant de Ila réaction du reactif de Folin-Ciocalteau (FCR) avec ces
composés.  Selon Chouikh & Rebiai (2020), cette réaction est effectuée en
mélangeant 0.2 ml de différentes concentrations d'extraits bruts avec 1 ml de solution
de Folin-Ciocalteau (10%); 0.8 ml de Na.COs (7.5 %) est ajouté, et apres agitation, les
solutions préparées sont incubées pendant 30 min a [lobscurité a temperature ambiante,
puis leur absorbance est mesurée a une longueur donde de 760 nm a [laide d'un

spectrophotomeétre.

La courbe standard de [lacide gallique est déterminée a partir d'une série de
concentrations différentes en fonction de [labsorption optique (Figure 06). La valeur
quantitative des polyphénols est exprimée en milligrammes équivalents d'acide

gallique par gramme d'extrait végétal.

Le standard de courbe de I'acide gallique

Abs 0.8

0.7 y=5.5262x+0.025 o
R2=0.9988 .-

0.6 .

0.5
0.4
0.3
0.2
01 e

0
0 0.05 0.1 0.15

[C]: mg/ml

. ® Seriesl

. --------- Linear (Series1)

Figure 06 : La courbe d'absorption optique de I'acide gallique en fonction des concentrations
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2.3.2. Dosage des flavonoides totaux

Selon Chouikh et al. (2018), [lestimation quantitative des flavonoides a été
réalisée en utilisant de AICls. Pour ce faire, 750 pL concentrations différentes d'extraits
bruts ont été mélangées avec 750 pL solutions AICIs, et aprés une bonne agitation du
mélange, il est laissé a température ambiante dans l'obscurité pendant une durée de 1
heure au laboratoire. Ensuite, l'absorbance est mesurée a une longueur donde de 420
nm a l'aide d'un spectrophotometre.

La dosage totale de flavonoides est exprimée en milligrammes équivalents de
Quercitaine par gramme d'extrait végétal, ou la courbe standard de la Quercitaine est
déterminée a partir d'une série de concentrations différentes en fonction de I'absorption
optique (Figure 07)

La courbe standard de la Quercitaine

Abs 15
y =25.937x- 0.0011 o
1 R2=0.9989 .~
0.8 e
0.6
,.-. ® Abs
04 OO Linear (Abs)
0.2
0o’
0 001 002 003 004 005
-0.2

[C]: mg/ml

Figure 07 : La courbe d'absorption optique de Quercitaine en fonction des concentrations

2.4.Activité antioxydants
2.4.1. Teste du piégeage du radical libre (DPPH?)

Selon Chouikh et al. (2018), 0.5 ml de différentes concentrations d'extraits
végétaux dissous dans le méthanol sont mélangés avec 1 ml de solution DPPHe
(0.1Mm). Aprés agitation soigneuse, les solutions sont incubées pendant 15 min dans
l'obscurité a température ambiante au laboratoire, puis lintensité de l'absorbance est
mesurée a A= 517 nm. Les différentes concentrations d'acide ascorbique ont été

préparées pour étre utilisées comme standard de référence (contrble positif des
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extraits). Le pourcentage d'élimination du radical DPPHe a ét¢ mesuré en utilisant

I'équation suivante selon Chaouche et al. (2013) :

L 1 9% = [(Ac - As)/Ac]x 100 J

Ou:

1% : pourcentage d'inhibition.

As : l'absorbance du mélange d'extraits ou de standard et de solution de DPPHe.
Ac : l'absorbance de la solution de DPPHe (réaction témoin).

Le coefficient( ICso) représente la concentration nécessaire pour inhiber de 50%
le radical libre, qui est calculé a partir d'une équation linéaire des courbes de variation
du pourcentage d'inhibition (1%) en fonction de la concentration (figure 08) (Chouikh
et al., 2015).

| %
[0)
1% 59
y = 3.6245x - 2.253
25 R2=0.9842 _.--'®
20 o
0.
15
) e 1%
10 ...',. ......... Linear (l %)
5 Fe
0
0 2 4 6 8
[C]: pg/ml

Figure 08 : La courbes standard de variation du pourcentage d'inhibition (%) en fonction de la
concentration

2.4.2. Teste de capacité de récupération du fer (FRAP)
Ce test repose sur la capacité des composés phénoliqgues a donner des électrons

qui agissent pour réduire le fer trivalent en fer divalent, comme le montre la réaction

suivante :
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K3[Fe(CN)g] + FeClg|  Phenolic compandons Ku[Fe(CN)g] + FeCl,

Selon Huda-Faujan et al. (2009), la capacité de réduction du fer est déterminée
en mélangeant 250 pL concentrations différentes d'extraits avec 625 pL de solution
phosphate tamponnée ( pH: 6.6; 0.2 M) et 625 pL de solution de Ks[Fe(CN):], apres
agitation soigneuse du mélange, il est incubé dans un bain marie & 50 °C pendant 20
min, puis 625 pL de TCA (10%) est ajouté .Le mélange est ensuite centrifugé a 3000
tour/min pendant 10 min, puis 625 pL du surnageant sont mélangés avec 625 uL d'eau
distillée et 125 pL de FeCl; ( 0.1%). La mesure de l'absorbance du mélange a A = 700
nm a l'aide d'un spectrophotomeétre .

L'acide ascorbique est utilise comme contréle positif (figure 09), ou une
augmentation de [l'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation de la

capacité de réduction.

La capacité de reduction des extraits et de lacide ascorbique est déterminée en
calculant le coefficient ECso, qui représente la concentration correspondant a une
absorbance de 0,5 (Zengin et al., 2011).

Le standard de courbe de I'acide ascorbique

Abs 3

y = 4.5216x + 0.4511 .
2.5 R2=0.9821 .-~

2
°

15
®  Seriesl

T — Linear (Seriesl)

o5 ®

0 0.2 0.4 0.6
[C]: mg/ml

Figure 09: La courbe standard de I'acide ascorbique est utilisée pour déterminer la capacité de

récupération du fer
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2.4.3. La capacité antioxydant totale (CAT)

La capacit¢  antioxydant totale a été  estimée en  utilisant  les
Phosphomolybdenum selon Zengin et al. (2011). 0.2 ml de chaque extrait a été
meélangé avec 2 ml de la solution révélatrice, qui est un mélange[ d'acide phosphorique
( 6M) + NaH.PO; (28Mm)+ ammonium molybdate (4Mm)]. Ensuite, le mélange est
chauffé dans un bain-marie & 95°C pendant 90 min. Aprés avoir retiré les échantillons
du bain-marie, ils ont été laissés a température ambiante pour refroidir, puis la densité

optique a été mesurée a une longueur d'onde de 695 nm.

Pour exprimer la capacité antioxydant totale, lacide gallique a été adopté en
tant que composé standard (figure 10); ou il est exprimé en milligrammes équivalents

d'acide gallique par gramme d'extrait

aps Lestandard de courbe de I'acide gallique

3

2.5 y =3.5175x - 0.0103
R?=0.9947 .-
2 %
*
. ® Acide
- e Gallique
o Abs
1 .
o
0.5
¢
0
0 0.2 04 0.6 0.8
> mg/ml]C[

Figure 10 : La courbe standard de I'acide gallique est utilisée pour déterminer la capacité

antioxydant totale
2.4.4. Test de décoloration du f-caroténe

Le test de blanchissement du [-carotene est utilisé pour évaluer [lactivité
antioxydant en mesurant l'inhibition de la formation de composés organiques volatils et

d'hydroperoxydes conjugués dienes générés lors de l'oxydation de l'acide linoléique.

Le test de blanchissement du p-caroténe a été effectué en suivant la méthode

décrite par Merouane et al. (2014). Pour ce faire, 2 mg de B-carotene ont été dissous

e
28




Chapitre | Matériel et Méthodes

dans 1 ml de chloroforme, puis cette solution a été introduite dans un ballon contenant
2 mg dacide linoléique et 200 mg de Tween 80. Aprés évaporation du chloroforme
sous vide (a 40°C), 100 ml d'eau distillée saturée en oxygéne ont été ajoutés avec
agitation vigoureuse a un débit de 30 ml/min pendant 30 minutes. Ensuite, 2.5 ml de
cette nouvelle solution ont été transférés dans un tube contenant 350 pL d'extrait a une
concentration de 0.5 mg/ml. Ce systeme démulsion a été incubé pendant 48 heures a
l'obscurité, et le méme processus a été répété pour l'antioxydant synthétigue BHT a une
concentration de 0.5 mg/ml et le tube blanc. L'absorbance a été mesurée a 490 nm et
l'activité antioxydant relative (AAR) a été calculée selon la formule suivante:

AAR (%) = (A échantillon / A BHT) x 100

Ou
A : désigne l'absorbance.
AAR : Activité antioxydant relative (%o)
2.4.5. Teste d’hémolyse

L'hémolyse a été évaluee en mesurant la concentration dhémoglobine sérique
libérée (Lippi et al.,, 2006). Un échantillon de sang a été prélevé chez un humain en
bonne sant¢é (O) en suivant la méthode de préparation de Malagobi (2007) avec
quelques modifications. Le protocole expérimental est base sur la méthode utilisée par
Abirami et al. (2014), avec quelques modifications. En bref, 40 ul dérythrocytes de
sang ont été mélangés a 2 ml de chague échantillon a différentes concentrations
d'extrait, et cette solution a été conservée pendant 5 minutes a une température de 37
°C. Ensuite, 40 pl de H202 (30 ml mol) et de FeCls (80 ml mol) ont été ajoutés aux
mélanges. Aprés 1h d'incubation a 37°C, les mélanges ont été centrifugés a 700
Tour/min pendant 10 minutes, et l'absorbance du surnageant a été mesurée a A= 540
nm par spectrophotometre UV-Vis (Abirami et al., 2014). L'acide gallique a été utilisé
comme témoin positif. Le pourcentage dhémolyse a été déterminé en utilisant

I'équation suivante :
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Ou
Ac : est l'absorbance en l'absence d'extrait,
As : est I'absorbance en présence d'extrait ou standard.

Cette méthode permet d'évaluer les effets protecteurs des extraits contre les

dommages causés aux érythrocytes par le stress oxydatif.
2.5.Activité anti-inflammatoire (teste de la dénaturation de I’albumine)

Un volume de 1 ml de l'extrait a différentes concentrations a été mélangé avec 1
ml d'albumine humaine (5%). Aprés 15 minutes d'incubation (& 27°C), les tubes ont été
incubés dans un bain deau a une température de 70°C pendant 10 minutes. Apres

refroidissement (a température ambiante), leur absorbance a été mesuree a 660 nm.

Le dicloféenac sodique est utilise comme étalon. Les resultats sont exprimés en

mg d'équivalent diclofénac sodique par mg d'extrait (Chouikh et al., 2020)

La courbe standard du diclofénac sodique

Abs
0.14 y =0.0353x + 0.0706

2:
012 RP=0993 PS
01 e

0.08 e
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0.02
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Figure 11 : La courbe d'absorption optique du diclofénac sodique en fonction des concentrations
2.6.Teste du facteur de protection solaire (SPF)

La photoprotection consiste en la capacité de l'extrait ou de tout produit
chimiqgue a protéger la peau contre les rayons ultraviolets. Cette activité peut é&tre
évaluée en calculant le SPF, qui indique le degré de protection de I'extrait contre les

dommages causés par UVB sur les cellules de la peau (Beani, 2012). Selon Dutra et
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al. (2004), ce facteur est déterminé en laboratoire a partir du calcul de la différence
entre les lectures spectroscopiques du solvant alcoolique des échantillons végétaux
étudiés a une concentration de 0.5 ml dans la plage spectrale de 290 a 320 nm, et le
montant du transfert spectral est déterminé par 5. Selon la loi, le coefficient SPF est

calculé comme suit :

SPF =CF x ¥ EE (1) x I (1) x Abs (1) 320 J

Ou:

EE : Spectre d'effet érythémal

| : Spectre d'intensité solaire

Abs : Absorbance du produit de protection solaire
CF : Facteur de correction (10)

A : Longueur d'onde (nm)

Il convient de noter que la valeur du EE x | est constante a la méme longueur
d'onde (1) (Voire annexe 04).

2.7. Analyse de Chromatographique par la Haute performance Chromatographie
Liquide (HPLC)

L'objectif de [lanalyse chromatographique des extraits bruts est de déterminer la
quantité et la qualité de certains composés phénoliques. Cela a été réalisé en utilisant
un systeme HPLCL (Shimadzu LC 20 AL) équipé d'une seringue de haute qualité de
25 upL Hamilton et d'un détecteur UV-VIS SPD 20A (Shimadzu). Le systeme est
installé dans le laboratoire de recherche scientifique (VTRS) de la Faculté des sciences

et technologies de I'Université Echahid Hamma Lakhdar

Le mélange de solvants de l'eau Bidistillée et de I'Acétonitrile a été préparé et
filtré a laide dun filtre & membrane de haute précision (0.45 upl) avant d'étre injecté
dans la colonne a un débit de 1 ml/min. Le volume injecté dans le flux du solvant était

de 25 pl. Les composés phénoliques ont été équilibrés avec des composés standards et
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le temps de passage du solvant dans la colonne, qui variait de 40 a 50 min, a été reglé a
une longueur d'onde de 268 nm et a une température de laboratoire.

2.8.Spectroscopie infrarouge

Le spectre infrarouge des extraits étudiés a été mesuré dans le but de déterminer
les groupes fonctionnels actifs présents dans ces extraits. Les mesures spectrales ont été
enregistrées a laide d'un appareil de type FT-IR (Happ-Genzel) dans la plage de
longueur donde de 4000 a 400 cm?. Ces analyses ont été effectuées a 1’Université

Echahid Hamma Lakhdar /Faculté des sciences exactes, Département de chimie.
3. Biosynthese des nanoparticules d'argent

Pour la biosynthese des nanoparticules dargent selon Bouras et Mesbahi,
(2021) avec quelque modification, le mélange réactionnel approprié a été préparé en
ajoutant 1 ml dextrait aqueux de B. mauritanicum et 9 ml de solution AgNOs; 1 mM
dans un flacon Erlenmeyer propre de 25 ml. Au contraire, le méme montage
expérimental de 1 ml d'extraits avec 9 ml d'eau distillée a été conservé comme témoin.
Les deux flacons ont été incubés pendant 2 a 4 h dans [lagitateur rotatif dans des
conditions sombres a 25°C. Plus tard, les nanoparticules d'argent synthétisées (AgNPS)
ont été séparées et purifiees par centrifugation continue (9000 rpm; 20 min; 10°C) avec
de l'eau distillee. Les AgNPs sechés ont été conservés a 4°C pour une caractérisation

plus poussee et une étude le bioactivité
4. L’'étude statistique

Dans notre travail nous sommes utilisé deux testes statistique: Test anova one way entre

les extraits et teste corrélation entre les parametres étudies.
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Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction
Le tableau (03) présente le rendement de l'extraction, exprimé comme le rapport
entre le poids d'extrait et le poids de la plante.

Tableau 03: Rendements des extraits

Meéthanol Poudre Vert olive 1354

foncé
Eau Poudre Marron 8.38
distillé
Eau Poudre Marron 2.00
distillé foncé

Les résultats indiquent que lextrait méthanolique présente un rendement
denviron 13.54 %, ce qui est supérieur a celui des autres extraits. Ensuite, I'extrait
aqueux affiche un rendement de 8.38 %, Le dernier classé est lextrait NPs avec un
rendement estimé a 2%, Il est important de noter que le pourcentage de rendement des
extraits a une grande influence sur [lactivité biologique des substances actives. Les
pourcentages de rendement précédemment mentionnés étaient beaucoup plus élevés
par rapport aux résultats obtenus par (Chouikh et al., 2016), qui ont mené une étude
sur la méme plante dans la région de Taghzout Oued Souf et ont obtenu des
rendements de 10.78% par extraction par immersion et 10.99% par extraction par
ultrasons. Dans une étude réalisée par (Liu et al.,, 2001) sur la partie aérienne de la
méme plante, la valeur de rendement de [I'extrait éthanolique était de 32%, ce qui est

plus élevé que les résultats de cette étude.

Nous expliquons la variation des rendements entre les extraits dans notre étude
en tenant compte des méthodes et des conditions d'extraction, ainsi que de la nature du
solvant utilisé (Lee et al., 2003 ; Najjaa et al., 2007). Ces différences sont attribuables
a plusieurs facteurs, tels que l'origine géographique de la plante (microclimat et sol), la
saison de la récolte, les conditions de séchage, le contenu spécifique en métabolites de

chaque espéce (issu de son métabolisme), l'organe végétal, ainsi que la méthode
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d'extraction et la nature du solvant utilisé (Liu et al., 2015 ; Terblanche et al., 2017 ;
Mohammedi, 2013).

Selon une étude réalisee par Kim et al., en 2004, il a été constaté que le
rendement est influencé par les caractéristiques génétiques des plantes, leur provenance
géographique, les conditions et la durée de stockage et de récolte, ainsi que la méthode
d'extraction utilisée, telle que le trempage, limmersion et ['ébullition (Sava et Sirou,
2010).

2. Analyses quantitatives des extraits bruts
2.1.Dosage des polyphénols totaux
Le Teneur en polyphénols a été estimé en suivant la variation de couleur
résultant de la réaction du réactif Folin-Ciocalteu avec ces composés, et les résultats
obtenus sont décrits dans la figure (12).
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Figure 12: Teneur en polyphénols dans les extraits bruts de plante étudiee.

A partir des résultats présentés dans la figure (12), nous constatons une
supériorité quantitative du contenu des polyphénols dans l'extrait méthanolique par
rapport a l'extrait aqueux, avec des valeurs respectives de (68.40 + 3.619 mg EAG/g
Ex) et (28.365 + 0.192 mg EAG/g EX).
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Une étude antérieure réalisée dans la région d'El Oued, portant sur la partie
aerienne de la méme plante (Chouikh et al., 2016), a étudié I'extrait méthanolique de
cette plante récoltée en octobre 2014. Les résultats ont montré une concentration
nettement inférieure de divers phénols par rapport a notre étude, estimée a 3,28 = 0.25
mg EAG/g Ex

Une autre étude réalisée par Abdel Sattar et al., (2014) sur la plante de
C.comosum collecté en mai 2009 en Egypte a également obtenu des valeurs plus
élevées que nos résultats, estimées a 319 mg EAG/g Ex. Cela soutient l'idée que ces
composés sont produits et s'accumulent davantage pendant la phase de floraison et la
formation des fruits et des graines

Les résultats obtenus ont révélé une variation de la quantité de nombreux
phénols dans lextrait methanolique étudié, ce qui est cohérent avec dautres études
antérieures. Cette disparité peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment les
variations de solubilité de ces composés dans l'eau et le méthanol. En effet, la solubilité
des composés phénoliques est influencée par la polarité du solvant utilisé ainsi que par
leur composition chimique au sein de la plante, qui varie des composés simples aux
structures fortement polymérisées (Garcia-Salas et al., 2010; Mahmoudi et al.,
2013). De plus, les conditions délevage, le choix du solvant, la température et le degré
de maturité jouent également un role dans cette variation (Schlesier et al.,, 2002;
Ferreira et al., 2007). Il est également important de noter qu'une diminution des
éléments minéraux dans le sol peut entrainer une réduction de la nutrition et de la

concentration des phénols (Alavi et al., 2008).

Selon Falleh et al., (2008), la concentration des métabolites secondaires peut
varier tout au long du développement de la plante. Cette variation peut étre attribuée a
des conditions climatiques difficiles telles que des températures élevées, une exposition
au soleil, la sécheresse et la salinité, qui stimulent la production de métabolites

secondaires tels que les polyphénols.

En regle générale, la quantit¢ de polyphénols varie dune plante a lautre, ce

phénomeéne peut étre attribué a divers facteurs, tels que :

& Les facteurs climatiques et environnementaux tels que la zone géographique, la

sécheresse, le type de sol, les agressions et les maladies (Ebrahimi et al., 2008)
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& La maniere dont les phénols totaux sont extraits et quantifiés peut aussi avoir
une influence sur l'estimation de leur concentration (Lee et al., 2003).

& Selon Falleh et al., (2008), le méthanol est le solvant approprié pour obtenir une
récupération maximale des polyphénols.

2.2.Dosage des flavonoides totaux
Le contenu total de flavonoides a été quantifié en utilisant la méthode AICIs,

comme décrit dans les résultats présentés dans la Figure 13.
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Figure 13: Teneur en flavonoides dans les extraits bruts de plante étudiée.

La Figure 13. illustre les résultats de la quantité totale de flavonoides dans
les extraits bruts. Les résultats obtenus montrent que [I'extrait aqueux (2.611 mg
EQ/g EX) est plus riche en flavonoides que [lextrait méthanoliqgue (0.648 mg EQ/g
EX).

Les flavonoides sont des substances qui conférent une couleur particuliere
aux fleurs, ce qui les rend attrayantes pour les insectes (Williams et Harborne,
2000). Ils ont également un rdle de défense en tant qu'antioxydants, surtout en cas
de stress hydrique, qui entraine la formation de radicaux libres (Pincemail et al.,
1986). Ils aident a protéger la plante contre les infections bactériennes et fongiques
(Marfak, 2003). De plus, ils réduisent la transpiration, ce qui explique leur
présence dans cette plante qui pousse dans les régions arides (Dietz et
Wollenweber, 1980).
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Abdel-Sattar et al., (2011) ont obtenu d'autres résultats qui indiquent que
l'extrait aqueux et méthanoliqgue des parties aériennes de la méme espéce présente
une concentration de (52 mg EQ/g Ex) et ( 9 mg EQ/g EXx) respectivement. Ces
résultats dépassent les valeurs obtenues dans notre étude.

L'étude menée par Chouikh et al., (2016) sur la méme espéce de plante a
montré des niveaux de flavonoides totaux similaires, environ (0,51 + 0,14 mg QE/g
DM) pour les extraits de méthanol obtenus par la méthode des ultrasons. Ces
résultats sont proches de nos propres résultats.

La différence dans le contenu en flavonoides est probablement due a la
nature du solvant utilisé, ce qui permet une meilleure séparation des flavonoides
(Stankovi¢, 2011). Dautres recherches ont montré que la quantité de flavonoides
varie d'une partie de la plante a une autre (Saffidine, 2015). Les feuilles contiennent
une proportion élevée de flavonoides, etant le siege de leur synthése par rapport aux
autres parties de la plante, qui sont considérées comme des sites de stockage et
d'accumulation (Ben Ammar et al., 2008). La méthode d'extraction est également
tres importante (Mahmoudi et al.,, 2013). Les flavonoides sont des composés
chimiques fragiles, il est donc possible dutiliser la méthode de macération pour
extraire le plus grand nombre de composés phénoliques et flavonoidiques, ce qui est
en accord avec les résultats de Mahmoudi et al., (2013). Cependant, Harrar
(2012) préconise la méthode de chauffage pour les polyphénols en raison de leur
poids moléculaire élevé, la chaleur augmentant leur solubilité et leur dégradation
dans le solvant. Toutes ces variables influencent les résultats d'une étude a lautre.
De plus, leur augmentation d'une phase de croissance a une autre s'explique par leur
nécessité et leur rdéle dans les conditions physiologiques critiques de la plante (lgor
passi, 2007; Ferreira et al., 2003).

3. Activité antioxydantes
3.1.Teste du piégeage du radical libre (DPPHe)
L'activité antioxydante de chaque extrait est évaluée en utilisant I'lCso, qui est
déterminée graphiqguement en tracant les pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations croissantes de [I'extrait (voir annexe 01). L'efficacité est estimée en se

basant sur l'activité de l'acide ascorbique en tant que référence standard.
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Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de
concentration inhibitrice de 50% des radicaux (ICso), sont présentés dans la figure 14.
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Figure 14 : Les valeurs de I'lCso, qui représente la concentration inhibitrice de 50% des radicaux

DPPH, ont été determinées pour les extraits végétaux étudiés ainsi que pour l'acide ascorbique.

D'apres les résultats des mesures de I'ICso (en pg/ml) présentées dans la Figure

14, les observations suivantes ont été notées :

L'acide ascorbique a démontré une certaine efficacité contre le radical libre
DPPH, avec une valeur de (6.90 pg/ml). Parmi les extraits étudiés, l'extrait NPs a
enregistré le taux d'inhibition le plus élevé, avec une valeur d'ICsp de (3.245 pg/ml).
Ensuite, l'extrait méthanolique a suivi avec (5.12 pg/ml), tandis que l'extrait aqueux a
montré la plus faible efficacité contre le radical libre DPPH, avec une valeur d'ICso de
(7.777 ug/ml).

Statistiquement, la différence entre les extrait est trés hautement significative
(p =7.58954E-09< 0.001) pour le test DPPH

Dans une étude antérieure menée par Abdel Sattar et al. en 2014, la valeur
moyenne de I'ICso pour l'inhibition du radical libre DPPH était de 27.3 pg/ml ce qui est
plus élevé que nos résultats. De plus, dans une étude réalisée par Chouikh et al. (2016)
sur la plante Arta, la valeur de I'Cso était de 100 pg/ml. Il est donc clair que les extraits

étudiés ont montré une activité significativement élevée contre le radical libre DPPH

e
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par rapport & l'étude précédente mentionnée, ce qui peut étre attribué a la teneur

phénolique spécifique de chaque extrait.

Le faible ou élevé niveau dactivité antioxydant des échantillons vegétaux
étudiés peut étre expliqué par leur teneur respective en polyphénols et flavonoides. En
effet, [lactivité antioxydant des extraits végétaux est généralement associee a la
présence de polyphénols et de flavonoides, comme I'a souligné une étude menée par
Javanmardi et al. (2003). Ces composés sont capables de fournir des atomes
d'hydrogéne grace a leurs groupes hydroxyle, comme cela a été mentionné dans les
recherches de (Yeo et al., 2016; Nabti et al., 2014).

La variation de [lactivit¢ de piégeage des radicaux libres DPPH observée entre
nos extraits pourrait é&tre due a la composition structurelle, au type de composes
phénoliques et a leur concentration dans les echantillons testés (Debouba et al., 2012;
Khan et al.,, 2012). Des etudes antérieures ont souligné une forte corrélation entre
l'activité antioxydante et la nature chimique des polyphénols et des flavonoides
(Marius et al., 2016). En effet, lefficacité antioxydante est étroitement liée au nombre
et a la position des groupes hydroxyle autour du noyau des composes phénoliques et
flavonoides (2015 ,Ji~). Cela explique en partie pourquoi lactivité de piégeage des
radicaux libres dépend du nombre, de la position et de la nature des substituants
présents sur les cycles B et C (groupements hydroxyle, méthoxy et glycosyle), ainsi
que du degré de polymérisation (Popovici et al.,, 2009). De plus, la capacité
antioxydante significative de lextrait de flavonoide peut étre attribuée a la présence de
flavonoides glycosylés dans la fraction dacétate déthyle. Selon [I'étude menée par
Mishra et al. (2003), les flavonoides glycosylés sont plus efficaces pour piéger les

radicaux DPPH que les flavonoides aglycones.

3.2.Teste de capacité de récupération du fer (FRAP)
Les résultats de Iévaluation de [lactivité réductrice des extraits de C.comosum
sont présentés dans (voir annexe 02), et nous avons observé une corrélation entre la

capacité réductrice et l'augmentation de la concentration.
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Figure 15 : Pouvoir réducteur des différents extraits vegétaux etudiés

Nos résultats du test de pouvoir réducteur dans la (Figure 15) indiquent que
l'extrait de méthanol présente le meilleur pouvoir réducteur (117 pg/ml) parmi tous les
autres extraits, suivi de prés par l'extrait NPs (238 ug/ml). En revanche, l'extrait aqueux
se classe en derniere position (271 upg/ml). Toutefois, l'acide ascorbique a enregistré les

meilleures valeurs lors de ce test (48.5481 pg/ml).

La différence entre les extraits est statistiquement trés hautement significative
(p= 6.00392E-07< 0.001) lors du test FRAP.

Dans une étude précédente menée par Chouikh et al. (2020), la valeur
moyenne de ECos ans=700 pour les extraits méthanoliques était de 111,29 pg/ml, une
valeur proche de celle que nous avons obtenue pour notre propre extrait (117 pg/ml).
En revanche, lextrait aqueux a enregistré une valeur 196.73 ug/ml, ce qui est bien

inférieur a notre résultat.

La présence de groupements hydroxyle dans les composés phénoliques de
lespéce C.comosum est probablement responsable de son pouvoir réducteur
(Bougandora et Bendimerad, 2013). En conséquence, les antioxydants sont
considérés comme des substances réductrices et désactivatrices des oxydants
(Siddhurajue et Becker, 2007).
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Des études antérieures ont également souligné que le pouvoir réducteur dun
composé peut étre un indicateur significatif de son potentiel dactivité antioxydante

(Jeong et al., 2004; Kumaran et Karunakaran, 2007).

3.3.La capacité antioxydant totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des extraits étudie est exprimée en nombre
d’équivalents d’acide gallique a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 3.5175 x -
0,0103 ; R? = 0,9947) (figure 10). Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par g de I’extrait sec (mg E AG/g EX)
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Figure 16 : Les valeurs totales de capacité antioxydante des extraits étudiés.

A partir des résultats présentés dans la Figure (16), on observe que l'extrait NPs
distingue par sa meilleure capacité antioxydante par rapport aux autres extraits, sa
valeur étant estimée a (0.079 + 0.001 mg E AG/g EX). En revanche, l'extrait aqueux a
enregistré la valeur la plus basse, soit (0.009 * 0.0003 mg E AG/g EX), tandis que
l'extrait méthanolique se situe entre les deux avec une valeur de (0.028 + 0.006 mg E
AG/g EX).

La différence entre les extraits est statistiquement trés hautement significative
(p= 4.43E-10 < 0.001) dans le test de CAT.

Les travaux de Khelef (2020) portant sur l'étude des propriétés thérapeutiques
biologiques et chimiques de la plante Arta Calligonum comosum L'Her, récoltée a

partir de quatre stations différentes de la région d'Oued Souf, révelent une activité
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antioxydante significative, avec des résultats compris entre 3 mg AG E/g Ex et 9 mg
AG E/g Ex. Dans une autre étude menée en 2016 sur la méme station et la méme plante
(Chouikh et al., 2016), une valeur totale dactivité antioxydante de (2.75 + 0.2377 mg
AG E/g Ext) a été obtenue, Ces valeurs sont tres élevé que nos résultats.

La variation de [lactivité antioxydante peut étre expliquée par la quantité de
composés phénoliques présents, probablement en raison de leurs propriétés rédox, ce
qui leur permet dagir en tant qu'agents réducteurs. Le pouvoir réducteur au
phosphomolybdate met en évidence la capacité d'une molécule a réduire un oxydant
grace a la présence de groupes hydroxyle dans les composés phénoliques, qui peuvent
servir de donneurs d'électrons (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

L'augmentation de la capacité totale antioxydant au fur et a mesure des stades
de croissance, en particulier lors de la phase de floraison, est considérée comme
importante dans la vie de la plante car elle l'aide a se protéger contre les ravageurs, les
maladies et les conditions environnementales difficiles, telles que la chaleur intense et
les parasites, en particulier pour la plante Arta Calligonum comosum L'Her qui est
sujette a la parasitisme par dautres organismes tels que la pourriture des plantes

halophytes et d'autres parasites ( 1985 ,Ak caa; 2019 ,s3 58 5 831 ),

3.4.Test de décoloration du f-caroténe
Les résultats, exprimés en pourcentage, facilitent la comparaison de lactivité

des différents extraits par rapport au control positif (BHT).
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Figure 17 : Les résultats du blanchiment au -caroténe des extraits

D'apres le Figure 17, il est possible de détecter la présence ou labsence
d'activité antioxydant d'un extrait a laide d'un test simple et rapide. Le potentiel
antioxydant est évalué en fonction de la taille et de lintensité de la couleur orange,
ce qui permet d'obtenir des informations sur l'activité antioxydante de l'extrait.

Les extraits ont présenté une activité relative élevée, mais elle était
inférieure a celle du BHT. Le BHT a obtenu la meilleure valeur avec 95.888 %.
L'extrait méthanolique s'est classé en premiére position parmi les autres extraits,
avec un pourcentage de 75.424 %, suivi de pres par l'extrait nanométrique qui a
enregistré un pourcentage satisfaisant de 72.705 %. Enfin, l'extrait aqueux s'est situé

en derniére position avec un pourcentage de 67.961 %.

la différence est non significative entre tous les extraits bruts (p= 0.232

>0.05) et donc leur activité antioxydant in vitro par cette méthode est similaire.

Lors du test de blanchiment du f-carotene, lacide linoléique subit une
oxydation qui entraine la formation de radicaux libres en extrayant un atome
d'hydrogene a partir des groupes méthylene présents dans lacide linoléique. Ces
radicaux libres réagissent ensuite avec le [-caroténe hautement insaturé, provoquant
son oxydation. Cependant, la présence dantioxydants dans [Iextrait permet de
réduire l'oxydation du [-carotene en neutralisant les hydro-peroxydes (Popovici et
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al., 2009). Les composés phéenoliques présents dans cette espece sont les principaux
responsables de ses propriétés antioxydants. Cette activité ne repose pas seulement
sur la concentration en composés phénoliques, mais aussi sur la structure et
linteraction entre les différents composés antioxydants (Bettaieb Rebey et al.,
2017).

Selon 1la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux antérieurs sur
décoloration du P-caroténe des extraits aqueux, méthanolique et extrait NPs de la

plante Calligonum comosum L’Her

3.5.Teste Anti-hémolyse
Les pourcentages d'inhibition sont directement proportionnels a l'augmentation

des concentrations des extraits et de l'acide ascorbique (voir annexe 03)
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Figure 18 : Les valeurs de I'lCso, qui représente la concentration inhibitrice de 50% des

hémolyse, ont été déterminees pour les extraits végétaux étudiés ainsi que pour l'acide gallique

L'acide galligue a montré la plus grande efficacité, avec un ICso de (0.025 =+
0.001 mg/ml). En ce qui concerne les extraits étudiés, l'extrait NPs a enregistré le taux
d'inhibition le plus éleve, avec un ICso de (0.129 + 0.002 mg/ml), suivi de pres par
l'extrait méthanolique avec un ICsp de (0.834 £ 0.147mg/ml). Enfin, l'extrait aqueux a

montré le taux d'inhibition le plus faible, avec un ICso de (0.929 + 0.127 mg/ml).
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Statistiquement, la différence entre les extrait est trés hautement significative
(p=0.000235687 < 0.001) pour le test anti-hémolyse

Les résultats obtenus lors de ce test confirment et concordent avec les résultats
de Chouikh et al. (2020), ou lextrait méthanolique a montré des résultats supérieurs a
l'extrait aqueux, avec des pourcentages de capacité de (15.01%) et (15.95%)
respectivement. Ces différences sont similaires a celles que nous avons observées dans

notre étude.

Les résultats élevés d'activité antioxydante obtenus dans cette étude peuvent
étre attribués a la quantité, a la qualité et a lefficacité fonctionnelle des composés
phénoliques présents dans les échantillons étudiés. Selon (2011 ,4) 2 5= 3ana), leS
polyphénols et les flavonoides augmentent la capacité de protection des membranes
biologiques en prévenant leur oxydation par les radicaux libres. De plus, Judith (2005)
a indiqué que les composés phénoliques réduisent la perméabilité des membranes

biologiques aux radicaux libres.

Selon les recherches de Chaudhuri et al. (2007), la capacité des extraits
vegétaux a prévenir I'hémolyse est attribuée a leur teneur en flavonoides, qui ont la
capacité de s'intéegrer dans les membranes des globules rouges et de les protéger contre
l'oxydation. Cette constatation a été corroborée par une étude menée par Dai et al.
(2006), qui a montré que les flavonols et leurs dérivés sucrés sont capables de protéger
les globules rouges de I'hémolyse en raison de leur structure «ortho-dihydroxyl », qui

peut interagir avec la vitamine E et améliorer son activité antioxydante.
4. Activité anti-inflammatoire (teste de la dénaturation de I’albumine)

La Figure 19 présente les résultats de [lactivité anti-inflammatoire in vitro de
l'extrait aqueux, méthanolique et des nanoparticules (NPs). Les résultats sont exprimés

en milligrammes d'équivalent de diclofénac par milligramme d'extrait.
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Figure 19 : Effet des extraits de C. comosum sur la denaturation des protéines (albumine

humaine).

Selon les resultats obtenus, [I'extrait NPs a enregistré [lactivit¢ anti-
inflammatoire la plus élevée avec une valeur de (53.798 + 2.239 mg E DC/mg EX),
tandis que l'extrait aqueux a enregistré la plus faible activit¢ de (8.767 + 0.534 mg E
DC/mg Ex). L'extrait méthanolique a enregistré une valeur de (10.283 = 0.438 mg E

DC/mg EX), le placant ainsi a la deuxiéme position.

La différence entre les extraits est statistiquement trés hautement significative
(p=2.1732E-08 < 0.001) lors du test de dénaturation de l'albumine.

Une autre étude menée dans la région d'Oued Souf sur la partie aérienne de la
méme plante (Chouikh et al., 2020) a examiné les extraits méthanolique et aqueux.
Dans cette étude, une activité anti-inflammatoire beaucoup plus faible a été observée
par rapport a notre étude, avec des valeurs de (3.14 mg E DC/mg EXx) et (0.24 mg E

DC/mg EXx) respectivement.

La dénaturation des protéines est un processus au cours duquel les protéines
perdent leur structure tertiaire et leur structure secondaire en raison de contraintes
externes telles que l'exposition a des acides forts, des bases fortes, des sels
inorganiques concentrés, des solvants organiques ou de la chaleur (Anoop et Bindu,

2015). La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont
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dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien documentée
d'inflammation et est associée a diverses maladies inflammatoires (Leelprakash et
Mohan Dass, 2011 ; Osman et al., 2016).

Le mécanisme possible de dénaturation implique laltération des liaisons
électrostatiques, hydrogene, hydrophobes et disulfures qui maintiennent la structure
tridimensionnelle des protéines (Chirisa et al., 2016). L'activité anti-dénaturante de
nos extraits peut étre due a [linteraction de certains composants avec des sites
spécifiques riches en tyrosine, thréonine et lysine présents dans certaines protéines
telles que lalbumine (Williams et al., 2008 ; Kurlbaum et al., 2011) ont rapporté que
certains composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides phénoliques ont la
capacité de se lier aux protéines plasmatiques. De méme, Dufour et al. (2005) ont
rapporté que lalbumine présente une forte affinité pour la quercétine, ce qui pourrait
expliquer [l'activité protectrice des polyphénols, en particulier les flavonoides, contre la

dénaturation thermique de l'albumine.
5. Teste du facteur de protection solaire (FPS)

Le facteur de protection solaire (FPS) ou SPF (Sun Protection Factor)est une
mesure quantitative qui principalement reflete la protection contre les rayons UVB
(Ho, 2001; Mbanga et al., 2014). Il indique le niveau de protection des produits contre
les dommages causés par les UVB, en particulier les coups de soleil (Afssaps, 2011).
De plus, le FPS permet de classer les produits de protection solaire en quatre catégories
(tableau 4). Ainsi, plus le FPS est élevé, plus la protection contre les coups de soleil est

importante (Mbanga et al., 2014).

Tableau 04 : Les différentes catégories de protection solaire (Schalka et Reis, 2011)

‘ Catégorie Facteur de Protection
~Solaire FPS
Faible protection 2-15
Moyenne protection 15-30
Haute protection 30-50
Trés haute protection >50

Les résultats obtenus (Figure 20) ont été comparés en utilisant la classification

internationale des équipements de protection telle qu'illustrée dans le tableau (04).
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Figure 20 : Valeurs du facteur de protection solaire (FPS) pour les extraits végétaux.

Les résultats révelent que tous les extraits ont présenté une protection maximale
(FPS>50), avec lextrait méthanolique affichant la valeur la plus élevée de
(FPS=140.45), suivi de lextrait nano avec une valeur de (FPS=88.59), et de [Iextrait

aqueux avec une valeur de (FPS= 66.15).

Certains auteurs ont démontré une corrélation positive entre les niveaux de
flavonoides et le facteur de protection solaire (FPS) (Raimundo et al.,, 2013; Souza et
al., 2015 ). Selon nos résultats, tous les extraits présentent une capacité de protection
extrémement élevée. Cependant, lextrait méthanolique a montré wune capacité
supérieure a celle de lextrait agueux, malgré sa teneur élevée en flavonoides. Cette
activité est probablement due non seulement a la teneur en flavonoides, mais aussi a la
structure de certains flavonoides et/ou a d'autres composés phénoliques. De plus, une
étude réalisée par Napagoda et al. (2016) a démontré que la présence de métabolites
secondaires ayant des propriétés antioxydantes pourrait étre responsable de [l'absorption

élevée des rayons UV.

Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux antérieurs sur FPS
des extraits aqueux, méthanoliqgue et extrait NPs de la plante Calligonum comosum
L’Her
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6. Analyse de Chromatographique par la Haute performance
Chromatographie Liquide (HPLC)

Les extraits ont été soumis a une analyse qualitative a laide de la HPLC. Les
courbes chromatographiques illustrées dans la figure (21) ont permis de déterminer le
nombre total ainsi que le type et la quantité de composés phénoliques présents dans
chaque extrait. En utilisant le temps de rétention (Tr) pour chaque composé répertorié
sous le numéro dannexe (04), les concentrations de certains dentre eux ont pu é&tre

identifiées.
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Figure 21 : Les courbes chromatographiques représentent les composés phénoliques dans les

extraits bruts de plante étudiée.

1: acide gallique; 2: acide chlorogénique; 3: acide caféique; 4: vanilline; 5: acide p-coumarique; 6: rutine.
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A partir des données présentées dans la figure (21), nous observons une
variation du nombre de composés phénoliques entre les extraits. Les extraits se
distinguent par leur contenu en plus grand nombre de ces composés, atteignant 68

composés dans I'extrait aqueux et 55 composés dans I'extrait méthanolique.

Comme indiqué dans le tableau (05), une différence a également été observée
dans le nombre de composés de référence présents entre les extraits. L'extrait aqueux
contenait cinqg composés de référence, a savoir : acide gallique, acide caféique,

vanilline, acide p-coumarique et rutine.

Quant a l'extrait méthanolique, seuls deux composés ont été trouvés, a savoir :

acide gallique et acide chlorogénique.

Tableau 05 : Nombre total de composés phénoliques et concentrations des composés connus

dans les extraits étudiés.

Extraits
Nombre de 68 55
peaks
Composée Quantité (ug / g extrait)
Acide Galligue 1869.45 1552.63
Acide / 11474.04

Chlorogenique
Acide Vanilligue /

/
Acide Caféique 750.03 /
Vanilline 512.23 /
Acide P- 433.12 /
Coumarique
Rutine 660.90 /

On a remarqué une concentration plus élevée du composé commun, lacide
gallique, par rapport aux autres composés. De plus, une concentration élevée d'acide
chlorogénique a été observée dans lextrait méthanolique, tandis qu'il était absent de
l'extrait aqueux. En ce qui concerne les autres composés, a savoir lacide p-coumarigue,
lacide caféique, vanilline et la Rutine, des concentrations moyennes ont été

enregistrées dans l'extrait aqueux, tandis qu'ils étaient absents de I'extrait méthanolique.

En se réferant aux résultats des expériences menées par Chouikh et al., 2020
sur la méme plante dissoute dans le méthanol, des concentrations beaucoup plus élevés

d'acide gallique et d'acide chlorogénique ont été enregistrées par rapport a notre étude,

B ———————————————
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avec des concentrations mesurées a (2591 pug / g E) et (16881 pg / g E) respectivement.
De plus, des concentrations tres faibles d'acide vanillique et d'acide caféique ont été
enregistrées, tandis qu'ils étaient totalement absents de notre étude chez [Iextrait

méthanolique.

L'environnement dans lequel vivent les plantes du desert  détermine
indirectement la qualité et la quantitt des composeés phénoliques produits. Nous
pouvons expliquer certains de nos résultats d'analyse HPLC : lacide gallique aide les
plantes a s'adapter aux conditions climatiques, l'acide chlorogénique est considéré
comme lun des composés allélopathiques que les plantes utilisent pour concurrencer
d'autres plantes dans la méme zone. Il joue également un réle défensif contre les
pathogénes fongiques, bactériens et viraux. L'acide caféique est un bon stimulateur de
l'activité antioxydante (Chouikh et al., 2020)

7. Spectroscopie infrarouge

Le spectre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est principalement utilisé
pour identifier les groupes fonctionnels des composés chimiques dans 1’extrait NPs
étudie. Ces groupes fonctionnels sont déterminés a partir des pics du spectre représenté
dans la figure (22), obtenu en utilisant le logiciel danalyse et de tracage de courbes
(Origin 8).

a0
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Figure 21 : Le spectre infrarouge d’extrait NPs

T
4000
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La figure (18) représente les résultats du spectre infrarouge de [l'extrait
méthanoliqgue de la plante Arta. Les résultats ont montré une large bande dans la plage
de (3500-3000 cm?) dans lextrait étudié, ce qui indique la présence du groupe OH ou
NH. De plus, une bande nette et large a été observée dans la plage d'intensité entre
1700 et 1500, correspondant a la fonction C=C. Une autre bande large et nette a été
enregistrée dans la plage de 1445 cm?® -1300 cm?, attribuée aux groupes C-C et C-O.
Une bande d'intensité élevée, située entre 1000 cm?® et 1200 cm?, est attribuée a la
fréquence de flexion C=N. Quant a la plage de 1000 cm? a 600 cm?, elle constitue une
zone complexe, connue sous le nom de "zone dempreinte”, ou il est difficile de

déterminer les groupes fonctionnels spécifiques.
8. Test de corrélation

Le test de corrélation a été employe pour calculer les coefficients de
corrélation (R?) et examiner la relation entre les variables étudiées. Les résultats de

ce test sont synthetisés dans le tableau 05

Tableau 05: Le coefficient de corrélation linéaire (R) entre les différentes variables étudiées

DPPH FRAP CAT Anti-inf  Anti-hémolyse  B-caroténe

DPPH 1 / / / / /
FRAP 0.299552 1 / / / /
CAT BOIGBB8E 0.053094 1 / / /
Anti-inf -0.82913 0.285017 0.972303 1 / /
Anti-hémolyse 0.870788 -0.20824 [OIO8HE [FOIGO68E 1 /
B-caroténe | -0.70206 -0.88972 0.408624 0.183986  -0.26123 1

Daprés les résultats obtenus, Nous constatons une corrélation négative forte
entre Anti-hémolyse et antioxydante mesurée par la méthode du test CAT (R= -9.8776)
et Anti-inf (R =-0.99686)
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En examinant le méme tableau, nous constatons également une corrélation

-0,93683) entre le test de radical libore DPPH et la capacité antioxydant
a été observée entre le test anti-

negative (R =
totale CAT. De plus, une relation expulsion

inflammatoire et CAT (R =0,972303).

56






Conclusion

Actuellement, [utilisation des plantes médicinales en phytothérapie suscite un
vif intérét dans la recherche biomédicale et acquiert une importance comparable a celle
de la chimiothérapie. Ce regain d'intérét provient d'une part de la richesse des plantes
meédicinales en substances et composés naturels bioactifs, qui représentent une source
inépuisable, et dautre part de la nécessité de trouver des traitements plus doux, sans

effets secondaires indésirables, pour une meilleure médication.

L'objectif de ce travail base sur I’étude phytochimique du Calligonum comosum
L’her. poussant dans la région de I’Oued Souf avec des extraits nano, aqueux et

méthanol, puis a évaluer les activités antioxydants et anti-inflammatoires.

Nous avons pu évaluer le rendement de chaque extrait en préparant différents
types dextraits (brut methanolique et aqueux, extrait NPs) par maceration. L'extrait

meéthanolique a enregistré le rendement le plus élevé.

Daprés lestimation de la teneur en polyphénols totaux il a été constaté que
l'extrait méthanolique présente une richesse considérable en polyphénols totaux, avec
une teneur élevee de (68.40 + 3.619 mg EAG/g Ex). En comparaison, l'extrait agqueux

affiche une teneur moins élevée, avec (28.365 + 0.192 mg EAG/g EX).

Pour ce qui est des flavonoides totaux les résultats montrent que l'extrait aqueux
a représenté¢ la teneur la plus ¢élevée de l'ordre de (2.611 mg EQ/g Ex), vient en

deuxieme position I'extrait méthanolique avec une teneur de (0.648 mg EQ/g EX).

L’¢tude de [lactivité antioxydante des différents échantillons par plusieurs
méthodes; piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer (FRAP), capacité
antioxydante totale (CAT), le test de blanchiment du p-carotene et test anti-hémolyse.
Lors du premier test, les résultats ont révélé que lextrait NPs présente une activité
antioxydante élevée avec une valeur d'ICso de (3.245 ng/ml), De méme, lextrait de
méthanol présente le meilleur pouvoir réducteur (117 pg/ml); le test CAT donne des
bonnes valeurs est comprise entre (0.079 + 0.001 mg E AG/g EX) pour extrait NPs et
(0.009 + 0.0003 mg E AG/g Ex) pour extrait aqueux. le test de blanchiment du -
caroténe. L'extrait méthanolique s'est classé en premiére position parmi les autres
extraits, avec un pourcentage de 75.424 %, Les résultats du dernier teste anti-hémolyse
montre que , I'extrait NPs a enregistré le taux d'inhibition le plus élevé, avec un ICso de

(0.129 + 0.002 mg/ml) par rapport a d'autre extrait de Calligonum comosum L’her



Conclusion

En outre, lactivité anti-inflammatoire in vitro des extraits de C. comosum a été
évaluée en utilisant la méthode d'inhibition de Ila dénaturation des protéines. Les
résultats démontrent que l'extrait NPs présente un effet inhibiteur supérieur par rapport

aux autres extraits. L'effet a été mesuré & 53.798 + 2.239 mg E DC/mg Ex.

Les résultats des tests du facteur de protection solaire ont révélé que toutes les
extraits étudiées peuvent étre classées dans la catégorie de protection solaire trés élevée
(FPS>50)

En ce qui concerne lanalyse qualitative de certains composés phénoliques par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), les résultats ont montré que
l'extrait aqueux contenait le plus grand nombre de composés (68 composes). Par le
biais de comparaisons et d'analyses, six composés distincts ont été identifiés, variant en

concentration et présence selon I'extrait etudié.

Dans le cadre de [Iétude analytiqgue, la nature des groupes fonctionnels de
chaque extrait nano a été déterminée en utilisant la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FT-IR). Les résultats ont confirmé la présence des groupes
hydroxyle (OH), ainsi que des groupes carbonyle (C=C), en plus des liaisons

caractéristiques des cycles aromatiques (C-C).

Par ailleurs, il est possible dapprofondir les recherches en évaluant d'autres
activites  biologiques  prometteuses  telles que  lactivit¢  anticancéreuse,  anti-
inflammatoire, antidiabétique et antipyretiqgue. Il serait souhaitable de tester ces
molécules actives pour d'autres propriétés biologiques in vivo et d'explorer davantage

leurs potentiels bénéfiques.
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Annexe n° 01 : Les courbes de le pourcentage d’inhibition du DPPHe des différentes extraits de

Calligonum comosum
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Figure 01 : Courbe représentant le pourcentage d’inhibition du DPPHe en fonction
concentration de 1’extrait éthanolique.
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Figure 02 : Courbe représentant le pourcentage d’inhibition du DPPHe* en fonction concentration

de I’extrait aqueux.
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Figure 03 : Courbe représentant le pourcentage d’inhibition du DPPHe* en fonction concentration

de P’extrait NPs.

Annexe n° 2 : Les courbes de capacité de récupération du fer (FRAP) des differentes extraits de

Calligonum comosum
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Figure 01 : La courbe d'absorption optique du FRAP en fonction des concentrations de I’extrait
MeOH
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Figure 02 : La courbe d'absorption optique du FRAP en fonction des concentrations de I’extrait
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Figure 03 : La courbe d'absorption optique du FRAP en fonction des concentrations de I’extrait
NPs

Annexe n° 3 : Les Courbes représentant le pourcentage d’anti-hémolyse des différentes extraits

de Calligonum comosum
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Figure 01 : Courbe représentant le pourcentage d’anti-hémolyse en fonction concentration de

I’extrait éthanolique.
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Figure 02 : Courbe représentant le pourcentage d’anti-hémolyse en fonction concentration de
I’extrait aqueux
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Figure 03 : Courbe représentant le pourcentage d’anti-hémolyse en fonction concentration de

I’extrait NPs
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Annexe n° 4 : Fonction de produit normalisée utilisée dans le calcul du SPF (Facteur de
Protection Solaire).

EE x I (normalisé) Longueur d'onde (£ nm)

0.0150 290
0.0817 295
0.2874 300
0.3278 305
0.1864 310
0.0839 315
0.0180 320

1 Total

(DUTRA et al., 2004)



