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Introduction

Au cours des siecles, les connaissances et l'utilisation des plantes médicinales ont été
développées par les traditions dans le but de soulager la souffrance et d'améliorer la santé
humaine (Ismaili et al., 2017). De nos jours, il y a un intérét croissant pour les approches
naturelles et holistiques en matiere de soins et de santé, ce qui a conduit a un regain d'intérét
pour l'utilisation des plantes médicinales comme thérapies alternatives (Chaachouay et al.,
2019). Grace aux avanceées scientifiques, les substances bioactives de ces plantes ont été
identifiées et analysées, ce qui a permis leurs intégrations dans la création de médicaments

modernes (Fitzgerald et al., 2020).

Cet intérét croissant pour les plantes médicinales et aromatiques est aussi di a leurs
efficacités prouvées dans le domaine agro-alimentaire et cosmétique (Benabdallah et al.,
2016).

En effet, les plantes médicinales sont dotées de nombreuses activités biologiques
(Deepika et al., 2019). C’est pour cela, que les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux
propriétés curatives des plantes, car en plus des systemes de soins de santé qui deviennent de
plus en plus coliteux, I’utilisation des molécules synthétiques décroit en raison de leurs effets

nocifs sur la santé publique (Chahmi et al, 2015).

L’Algérie, de par sa situation géographique et ses milliers d’hectares de forét et de
paturage, constitue un cadre naturel original offrant une biodiversité importante (Boukhatem
et al., 2017). Dans notre pays, en dépit de 1’évolution de la médecine moderne, la population
reste en partie attachée a une médecine traditionnelle qui est un héritage culturel local et
régional, transmis de pére en fils (Bouzabata et Yavuz, 2019).

Aloysia triphylla est 1’'une des plantes aromatiques et médicinales qui constitue la flore
de I’Algérie (Cheurfa et al., 2022), elle est couramment utilisée sous forme d’infusion et
d’huile essentielle, pour ses diverses activités thérapeutiques. Cette plante est aussi utilisée en
cosmétique pour 1’odeur citronnée qu’elle dégage et dans le secteur agro-alimentaire pour ses

diverses activiteés biologiques, (Bahramsoltani et al., 2018 ; Dalbouha et al., 2021).

Les activités biologiques d’Aloysia triphylla sont attribuées aux composés phénoliques
qu’elle renferme (Tammar et al., 2021), tel que les terpénoides, les iridoides, les flavonoides,

les phénylpropanoides, et les acides phénoliques (Bahramsoltani et al., 2018).
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Dans le but d’assurer une meilleure extraction aussi bien qualitative que quantitative des
composés phénoliques, plusieurs meéthodes d'extraction conventionnelles et non

conventionnelles, appelées aussi méthodes vertes sont utilisées (Shams et al., 2015).

L’extraction assistée par micro-ondes est I’'une des méthodes d’éco-extraction les plus
efficaces des composés phénoliques. En effet, cette méthode est efficace, rapide, écologique et

économique (Touati et al., 2021).

Problématique

Les extraits des plantes médicinales et aromatiques gagnent de plus en plus ’intérét des
scientifiques, pour leurs divers effets thérapeutiques, en effet la phytothérapie permet le
traitement des maladies chroniques telles que les maladies inflammatoires, hépatiques, le cancer
et le diabete, qui sont principalement dues a la présence de radicaux libres dans I'organisme.
Outre le domaine médical, les composés phytochimiques sont utilisés dans les domaines
cosmétique et agro-alimentaire pour leurs diverses activités biologiques. Ces composés sont
peu toxiques et induisent moins d’effets secondaires. En effet, de nombreux effets secondaires
graves chez I'Homme, tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires, ont

été rapportés comme étant causés par l'utilisation de molécules synthétiques.

Une extraction efficace et rapide des composés phytochimique reste un défi en raison
des nombreux inconvénients des méthodes d'extraction conventionnelles, cela a motivé les

scientifiques a explorer des techniques d'éco-extraction dont 1’extraction assiste par microonde.

Notons que cette étude est réalisée pour la premiére fois sur les extraits de fleurs

d’Aloysia triphylla. Elle vise a :

- Evaluer et comparer l'influence de deux méthodes d'extractions : La macération et
I’extraction assistée par microondes, sur le rendement d’extraction et les teneurs en
composés phénoliques (Polyphénols totaux, flavonoides et tannins).

- Evaluer et comparer les activités antioxydantes des extraits obtenus avec les deux

méthodes d’extraction.
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L. Plantes aromatiques et médicinales et étude ethnobotanique d’Aloysia
triphylla
I.1. Plantes aromatiques et médicinales
Les plantes médicinales et aromatiques peuvent étre définies comme celles qui
possedent des propriétés thérapeutiques ou qui exercent un effet pharmacologique bénéfique

sur le corps humain et animale (Namdeo, 2018), elles représentent une source importante de

médicaments (Dar et al., 2017).

L'utilisation de plantes médicinales remonte a I'Antiquite, elles sont considérées comme
I'origine de la médecine moderne (Salmerdén-Manzano et al., 2020), elles contiennent de
nombreux composés bioactifs, principalement des composés phénoliques aux divers propriétés
biologiques (Giannenas et al., 2020). Aloysia triphylla est ’'une des plantes aromatiques et
médicinales présentant un important intérét thérapeutique et nutritif (Bahramsoltani et al.,
2018).

1.2. Généralités sur Aloysia triphylla

Aloysia triphylla appartient a la famille des Verbenacées qui renferme plus de 200
espéces (Terblanché et Kornelius, 1996). Son intérét économique est principalement lié a
I'extraction de I'huile essentielle (Duarte et al., 2007) et a sa consommation sous forme
d’infusions (Cheurfa et Allem, 2016). Cette plante a une valeur marchande élevée en raison
de son utilisation par diverses industries (Duarte et al., 2007). C'est lI'une des plantes
médicinales les plus connues pour ses activités biologiques (Bahramsoltani et al., 2018).
1.3. Noms communs

La premiére publication valide sur Aloysia triphylla appartenait a Palau (1784 ; 767-
771). Cette plante possede plusieurs dénominations selon les langues utilisées dans chaque
pays, (Ghedira et Goetz, 2017) :
- Francais : verveine vraie, verveine citronnée ou verveine du Pérou.
- Anglais : lemon verbena, lemon beebrush.
- Allemand : Zitronenstrauch, Zitronenduftstrauch.
- Italien : Verbena odorosa
- Espagnol : Cedrén, hierba luisa, verbena de Indias.
- Portugais : Ldcia-lima, bela-lucia, erva-cidreuira, cidrd, cidréo
- Guarani : Cedron

- Japonais : (Remonbabena)
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- Arabe : (Louisa ; laymunia)
I.4. Historique de la plante

Aloysia triphylla a été introduite d'’Amérique du sud en Europe a la fin du XV11°™ siécle,
elle a été importée par des explorateurs espagnols. Elle est décrite en 1784 par le médecin et
botaniste espagnol Antonio Palau (1734-1793). Le genre Aloysia (Luisa) a ét¢ nommé en
I'nonneur a Maria Luisa de Parme (1751-1819), épouse du roi Carlos IV d'Espagne (Hurrell,
2011), on I’appelle aussi "Yerba de la Princesa" (Armada et Barra, 1992). Elle est appelee
Aloysia citrodora pour la fragrance de cédrat qu’elle dégage, le nom commun "Verveine
odorante" trouve son origine dans le latin "verbena™, qui signifiait "branche feuillue” (Armada
et Barra, 1992).
1.5. Description botanique et répartition geographique

Aloysia triphylla est un arbrisseau mesurant environ 1 a 3 metres de hauteur, et peut
atteindre jusqu’a 7 métres (Hurell, 2018). 11 se caractérise par un parfum trés agréable rappelant
celui du citron, émis par ses feuilles et ses fleurs (O’Leary et al., 2016).

Les feuilles (Figure 1), de forme lancéolée, sont disposées en rosette de trois le long
des tiges, elles mesurent environ 2 a 8 cm de long et 1 a 2,5 cm de large, elles sont caractérisées
par des extrémités pointues et leurs bords sont munis de petites dents. Le dessus de la feuille

est rugueux, tandis que le dessous est lisse avec de petits poils (O’Leary et al., 2016).

Figure 1 : Feuilles d’Aloysia triphylla (Belkamel et al., 2018)

Les fleurs de cette plante poussent en épis (Figure 2) au bout des branches ou dans les
espaces entre les feuilles, elles apparaissent de juillet a septembre (Bruneton et Popoun, 2016).
Chaque fleur a un petit calice possédant quatre pétales soudés a la base en un tube et étalés en
quatre lobes bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face interne (O’Leary
etal., 2016).
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Figure 2 : Sommités fleuries d’Aloysia citriodora Palau (Bruneton et Popoun, 2016)

Aloysia triphylla est cultivée dans des climats tempérés tel que 1’Amérique du Sud,
I’Europe du Sud et I’ Afrique du Nord (Aldeen et al., 2015).

1.6. Classification

La classification botanique d'Aloysia triphylla est résumée dans le tableau I.

Tableau I : Classification botanique d’Aloysia triphylla (Ghédira et Goetz, 2017).

Regne Plantae

Super-division Embryophyta

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae

Ordre Lamiales

Famille Verbénacées

Genre Aloysia Juss

Espéce Aloysia triphylla Palau
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L.7. Intéréts d’Aloysia triphylla

Cette plante trouve son application dans divers domaines. Dans le domaine médical, elle
est utilisée pour ses différentes activités biologiques, a savoir ’activité anti-inflammatoire,
hypocholestérolémiante (Cheurfa et al., 2022), antimicrobienne, neuroprotective, cytotoxique,
antioxydante (Rashid et al., 2022) et insecticide (Abdoul-latif et al., 2020), elle posséde un
effet anticancéreux (Mirzaie et al., 2016). L’infusion de la plante est utilisée en médicine
populaire pour le traitement de 1’insomnie (Afrasiabian et al., 2019), de la diarrhée, des
coliques, de I’indigestion (Lenoir et al., 2012) et de la branchite (Rashid et al., 2022).

Dans le domaine alimentaire, I’huile essentiel d’Aloysia triphylla est utilisée comme
enrobage actif de divers denrées alimentaires (Shirzad et al., 2021). Aloysia triphylla est aussi
consommeée sous forme d’infusions (Dalbouha et al., 2021), pour la préparation des confitures,
des sorbets, d’édulcorants (Combrinck et al., 2007), d’ardmes alimentaires (De Almeida et
al., 2018) et d’épice (Sarrazin et al., 2015). Mehrparvar et al. (2016), ont prouvé 1’efficacité
de la poudre d’Aloysia triphylla dans I’amélioration de la croissance et de la qualité de la viande
des poulets de chair. Dans le domaine cosmétique, Aloysia triphylla est utilisée comme
ingrédient dans une variété de produits cosmétiques et de parfums pour son agréable senteur
citronnée (Dalbouha et al., 2021).
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I1. Phytochimie d’Aloysia triphylla

Différentes composés phytochimiques ont été identifiés chez Aloysia triphylla.

(Bahramsoltani et al., 2018). Il est a noter que les composés phénoliques sont les métabolites

secondaires les plus présents dans cette plante (Carnat et al., 1999).

11.1. Les flavonoides

Les flavonoides, sont les polyphénols les plus présents dans notre régime alimentaire.

Ces molécules jouent un réle clé dans la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (Narbona

et al., 2021). Le tableau Il illustre les structures chimiques et les activités biologiques des

flavonoides les plus prédominants dans cette plante.

Tableau Il : Structures et activités biologiques des flavonoides prédominants chez

Aloysia triphylla.

Sous-classe | Composé Références Structure chimique Activités biologiques
Luteolin-7- Quirantes-Piné Antioxydante, anti-
diglucuronide | et al., 2009 inflammatoire,

(C27H2601s) antimicrobienne et
g il 55 anticancéreuse  (Lopez-

LT ' Lazaro, 2009).

Apigenin-7- | Quirantes-Piné Antioxydante et anti-

diglucuronide | et al., 2009 inflammatoire (Bian et al.,

(C25H27017) 2017).

Chrysoeriol- | Quirantes-Piné Antioxydante (Mishra et

7- etal., 2009 o al., 2003).

diglucuronide J:L/L ",

(Ca8H2801s) R Y

Flavones iﬁ 9@

Quercetin  3- | Touati et al, Activité antioxydante et
O-glucoside | 2023 Antimicrobienne (Razavi
(C21H20012) . et al., 2009).

- ‘ I i / o
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Baicalin Rashid et al.,, Anxiolytique (Rashid et
(C21H18011) 2022 A al., 2022).
Acacetin-7- | Quirantes- | Anti-inflammatoire et
diglucoronide | Pine” et al., o _/‘\\/_u”fj"" antioxydante (Quirantes-
(C2sH2g017) | 2009 Hogl,..liwgl ’ Pine” et al., 2009).
o e
ot
LI I AP
o LT
Acacetin Touati, 2023 Neuroprotectrice,
(C16H1205) | g cardioprotectrice,
NN anticancéreuse, anti-
ﬂ /j ﬂ\ inflammatoire,
& o o] antidiabétique et
e ah 3 antimicrobienne (Semwal
etal., 2019)
Apigenin Tammar et al., Prévient  I'athérogeneése,
(C15H100s5) 2021 | I'nypertension et I'asthme
] N (Zhou et al., 2017)
: L
Flavonols Luteolin Céadiz-Gurrea = i Antioxydante, anti-
(C15H1006) etal., 2018 I L inflammatoire,
1 antimicrobienne et
o 0 anticancéreuse (Manzoor
e etal., 2019).
Neptin Zhang et al, Antiproliférative (Zhang
(C16H1207) 2015a et al., 2015b).
Astragalin Touati, 2023 - Anti-inflammatoire,
(C21H20011) il antioxydante,
1 neuroprotectrice,
0 ‘l 2 i cargliopro_tectrice, eff(_et
e [1 | antll -obésité, anti-
LI ostéoporose,
L r anticancéreux, anti-ulcére

et antidiabétique (Riaz et
al., 2018).
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11.2. Les iridoides
Les iridoides présents chez Aloysia triphylla, sont illustrés dans le Tableau 111

Tableau 111 : Structures chimiques et activités biologiques des iridoides présents chez

Aloysia triphylla.
Iridoides Références Structure Activités biologiques
Shanzhiside | Quirantes-Pine” , Antioxydante (Ataet al.,
(C16 H24 O11) | et al., 2009 - \1/0 2009).
>
o~ 1/ ”‘”g
Gardoside Quirantes-Pine” - ; Activité antioxydante
(C16H22 O10) | et al., 2009 y (Sanchez-Marzo et al.,,
~ e 2019).
I \\
Acide Quirantes-Pine’ Activité antioxydante
loganique et al., 2009 Sl (Abirami et al., 2022).
(C16H24010) (\L f} ,,,,, :
Theveside Quirantes-Pine” : Activité antioxydante
et al., 2009 " (Hennebelle et al., 2008)

(C16H22011)
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11.3. Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont présents en quantités significatives chez Aloysia triphylla.
Parmi les différents phénylpropanoides présents dans cette plante, le verbascoside (Figure 3)
est le plus abondant. Il constitue jusqu'a 97% des phénylpropanoides totaux (Martino et al.,
2016). En plus du verbascoside, d'autres derivés ont été détectés chez cette plante, a savoir

I'isoverbascoside, -OH-verbascoside et -OH-isoverbascoside (Billia et al., 2008).

R;O—
: 0O R
RS A/O\/%\
-0 —— OH
Rham-O oH ©:
OH

Ph; Verbascoside (MW=624): R= caffeicacid R;=H R,=H
Ph, Isoverbascoside (MW=624): R=H R,=caffeicacid R,=H
Ph, B-OH-verbascoside (MW=640): R=caffeic acid R;=H R,=0OH
Ph, B-OH-isoverbascoside (MW=640). R=H R,=caffeic acd R,=OH

Figure 3 : Structure chimiques du verbascoside et ces dérivés (Billia et al., 2008)

Les phénylpropanoides présents chez Aloysia triphylla sont réunis dans le tableau V.

Tableau IV : Les phénylpropanoides présents chez Aloysia triphylla.

Phénylpropanoides | Références Structure chimique Activité biologique
Cistanoside F | Sdnchez-Marzo i Antioxydante (Ado et al., 2016)
(C21H28013) etal., 2019 o | - ]
[
R i)
oJ ~ _'“ 2 o
i ek
g
Eukovoside Quirantes-Pine” R Antioxydante (Ado et al., 2016).
(C31H3g01s) et al., 2009 N
S
o, b
oy Ao o
Whoe -

10
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Cistanoside C
(C30H38015)

Touati., 2023

Antioxydante (Yan et al., 2021)

11.4. Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont les composes bioactifs les plus omniprésentes dans

les plantes (Macoy et al., 2015) Ils sont sécrétés pour la protection contre les UV, la lutte

concurrentielle contre les autres plantes, les insectes, virus et les bacteries, et sont également

responsable de 1’odeur, de la couleur et de la saveur des plantes (Heleno et al., 2015). Dans le

domaine de la cosmétique, ce compose est utilisé pour ses divers activités biologiques, dont

I’activité antioxydante (Taofiq et al., 2017). Comme le montre le tableau V, Aloysia triphylla

posséde différents dérivés d’acides hydroxycinnamiques.

Tableau V : Principaux dérivés des acides hydroxycinnamiques présents chez Aloysia

triphylla.
Dérivé Références structure Activités biologiques
Acide Polumackanycz et Antioxidante (Onofrejova et al.,
Cinnamique al., 2022 2010)
Acide Polumackanycz et Antioxydante et antibactérienne

P-Coumarique

al., 2022

(Halpani et Mishra, 2024)

Acide Férulique

Polumackanycz et
al., 2022

Antioxydante et anti-cancéreuse
(Damasceno et al., 2017)

Acide caféique

Cheurfa et al,
2022

O
@/M\OH
|
(9]
/@/VLOH
HO
(0]
HsCO
HO
(o]
HOWOH
HO

Antioxydante et anti-cancéreuse
(Damasceno et al., 2017)
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I1.5. Les tannins

Les tanins sont divisés en tanins hydrolysables et condensés (Figure 4). Ces composes
peuvent inhiber la production de radicaux libres et prévenir le stress oxydatif (Peng et al.,
2022). En effet, les tanins ont la capacité de chélater les ions Fe?* et Fe**, et prévenir les

dommages causés par les radicaux hydroxyles sur 1I’organisme (Yapo-Kicho et al., 2007).

Figure 4 : Structure chimique des tanins (a) hydrolysables (b) condensés (Raja et al., 2014)

11.6. Les Huiles essentielle

Les huiles essentielles composants Aloysia triphylla sont les monoterpenes, tel que le
géranium, le néral, le limonene (Hudaib et al., 2013), le 1,8-cinéole et I'a- curcumene, les
sesquiterpénes qui sont présents en moindre quantités que les monoterpénes (Meshkatalsadat
etal., 2011), les plus présents sont, le 3-caryophyllene, le germacréne D, le turpinionoside D et
le dihydrovomifoliol-O-p-D-glucopyranoside (Zhang et al., 2015a).

12
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I11. Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

I11.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont produits au cours du métabolisme, ils peuvent également étre
génerés par des facteurs environnementaux tels que la pollution et les radiations. Ils jouent un
double role, & la fois toxique et bénéfique pour I'organisme. A des faibles concentrations, ils
ont des effets benéfiques et participent a différents processus physiologiques tels que la
régulation redox, les réponses mitogéniques, les voies de signalisation cellulaire et une fonction
immunitaire. A des concentrations élevées, ils causent un stress oxydatif. Les radicaux libres,
sont des atomes, des groupes d'atomes ou des molécules dont les orbites atomiques contiennent
des électrons de valence non appariés instables et réactifs. Ces molécules attirent les électrons
d’autres atomes et molécules pour assurer leurs stabilité (Halliwell et Gutteridge, 2015 ;
Phaniendra et al., 2015). Les radicaux les plus courants dans les systéemes biologiques
proviennent principalement de I'oxygene (espéces réactives de lI'oxygéne, ERO) et de l'azote
(especes réactives de l'azote, ERN) (Tableau VI). Les ERO et ERN se forment lors des
réactions de transfert d'électrons (Halliwell et Gutteridge, 2015).

Tableau VI : Liste des ERO et ERN produits au cours du métabolisme (Phaniendra et
al., 2015 ; Kiran et al., 2023).

Radicalaires Réaction Non radicalaires Réaction
Superoxyde Oz : O2+e” — O Peroxyde d’hydrogéne | 20" — H202 + O
Le ERO le plus répandu, H20:2 :
formé par processus Se forme dans une
enzymatique ou non réaction de dismutation
enzymatique de transfert catalysée par I’enzyme
d’¢lectrons ; dans laquelle un superoxyde dismutase
électron est transféré (SOD)
ERO | a ’oxygéne moléculaire.
Hydroxyle (OHs) : Fe?* + H0, — Fe** + | Oxygeéne singulet | HOCL + H,0, —
Forme par une réaction de | OH + OHe (Eq 1) (102 : 10+ H0 + CL
Fenton (Eq 1) I s’agit d’un état
Et une réaction de Haber- | O* + H,O, — OHe + | électroniquement excite
Weiss (Eq 2) OH + 02 (Eq 2) de l’oxygene réactive
hautement toxique,
produite par I’activation
des neurophiles et des
éosinophiles et par
certaines réactions

13
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ERN

Monoxyde d’azote (NO-e)
(Oxyde nitrique) :
Il s’agit d’une petite molécule

L-arginine + O +
NADPH — L-citrulline
+ NO* + NAPH"

Peroxynitrite (OONO-
) -

Il est hautement toxique

générée dans les tissus par et peut réagir
différentes synthases d’oxyde directement avec le
nitrique qui convertissent la L- CO2 pour  former

arginine et L-citrulline

d’autres nitroso peroxo

NO* + 02 —
OONO" (NOs)

carboxylate
(ONOOCIO?) ou acide
peroxynitreux (NOOH)
hautement réactif

111.2. Cibles moléculaires des ERO/RNS

Les radicaux libres causent des dommages importants a trois types cruciaux de

molécules biologiques, les proteines, les lipides et les acides nucléiques (Figure 6).

111.2.1. Les protéines

Lors d’une attaque radicalaire, les acides aminés s'oxydent, ce qui entraine 'apparition
de groupements carbonylés, la rupture des chaines peptidiques et la formation de ponts bi-
tyrosine. La plupart de ces dommages sont irréversibles et peuvent entrainer des altérations

fonctionnelles significatives (Haleng et al., 2007).

111.2.2. Les lipides membranaires

La peroxydation lipidique, se produit lorsque les acides gras polyinsaturés réagissent
avec l'oxygene. L'initiation commence lorsque les radicaux hydroxyles réactifs arrachent un
hydrogeéne d’un acide gras polyinsaturé pour former des radicaux lipidiques qui sont capables
de réagir facilement avec 1’oxygene pour donner des radicaux peroxyles. Ces derniers vont
arracher a leurs tours des hydrogénes d'une autre molécule adjacente conduisant a la formation
d’un hydroperoxyde lipidique, déclenchant ainsi une réaction en chaine (propagation), qui

entraine une perte de fonctionnalité de la membrane plasmique (Ito et al., 2019).

111.2.3. Les acides nucléiques

Les radicaux libres tels que le radical hydroxyle et I'oxygene singulet, perturbent les
fonctions cellulaires en modifiant de maniere néfaste les protéines et d'autres molécules. lls
provoquent des modifications des bases de I'ADN, des ruptures de brins simples et doubles, des

réticulations ADN-protéines et des dommages au systeme de réparation (Pisoschi et al., 2021).
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(a) Nucleic acids (b) Lipids (c) Proteins

)
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0
N
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0,
.
Oy
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Unsaturated lipid Lipid radical Upid peroxyl radical / HN NH=S
7 N*'/\r

o R R /
i | ‘\‘NH R 5 ¥ peonradsl
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Ho—P-0 N~ // H HO=P-O NH 0 % g2 & NH L NH
6' ‘o I ol ,o\l 620 H ok & NH/\fOf /\ﬂ/ {
I j

~
OH OH Lipld peroxylradical  Unsaturated lipid  Lipid peroxide HoN. 0 (o]
8-Hydroxy-2-deoxyguanosine 8-0x0-2-deoxyguanosine 4 NH/\.‘(NH{ Hstl\( m
. R (o] NH
b NH/\[J +
. i
DNA mutation Lipid membrane destabilization Protein aggregation Protein cleavage

Figure 5 : Les effets néfastes des radicaux libres dans I'organisme et les principales
réactions entre ces radicaux et les biomolécules. (a) altération de I'ADN, (b) peroxydation des
lipides, (c) modification des protéines (Perez-Araluce et al., 2024).

111.3. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre de sources endogenes et exogenes.

111.3.1 Radicaux libres endogenes

Les substrats de I'O2 et du NO, qui comptent parmi les deux principales espéces pro-
réactives dans les systemes biologiques, sont respectivement I'0 et l'arginine. Ces radicaux,
qui sont les précurseurs de nombreuses réactions, sont formés dans la membrane plasmique, les
mitochondries, le réticulum endoplasmique et lI'appareil de Golgi. La production de radicaux
libres est aussi induite par le stress, la fatigue et par le systeme immunitaire en réponse a des

agents pathogénes (Hotamisligil, 2010).

111.3.2. Radicaux libres exogenes

Ces radicaux libres se forment lors d'une exposition a un environnement toxique comme
les stupéfiants et les gaz anesthésiques, la pollution de I’air, les métaux lourds, les rayonnements
gamma, les rayonnements non ionisants, les gaz d'échappement, la fumée de cigarette et les

polluants industriels (Phaniendra et al., 2015).

15



Synthese bibliographique

I11.4. Stress oxydatif

Un stress nitrosatif et oxydatif est un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants
(Figure 5) (Phaniendra et al., 2015). Le stress oxydatif affecte particulierement de maniere
néfaste les systémes circulatoire, respiratoire et nerveux et induit plusieurs maladies

dégénératives (Jakubczyk et al., 2020), il est donc essentiel de maintenir un équilibre adéquat

9

(homéostasie) entre les oxydants et les antioxydants.

Figure 6 : Le concept d'homéostasie (A) et de déséquilibre (B) entre les especes
réactives de lI'oxygene (ROS) et les antioxydants (Berwal et Ram, 2018).

I11.5. Les antioxydants

111.5.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétiques qui inhibent I'oxydation
d'autres molécules (Mitra, 2020). L'oxydation est une réaction chimique au cours de laquelle
un électron ou un atome d'hydrogéne est transféré d'une substance a un oxydant. Les
antioxydants sont des agents réducteurs capables d'empécher ou de retarder de maniere
significative I'oxydation d'une substance facilement oxydable. Les antioxydants naturels sont
des composants bioactifs essentiels qui ont attiré I'attention de plusieurs chercheurs dans le

domaine médical, agro-alimentaire et cosmétique (Girish et al., 2023).

En raison de leur potentiel thérapeutique et de leur origine naturelle, les plantes
médicinales sont considérées comme la principale source de phytocomposes antioxydants.

Certains phytocomposés non enzymatiques tels que les flavonoides, les polyphénols et le
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glutathion, ainsi que certaines vitamines, ont été reconnus comme possédant de fortes activités
antioxydantes (Chaudhary et al., 2023).

111.5.2. Intéréts des antioxydants

Les antioxydants jouent un rdle crucial dans l'industrie alimentaire pour empécher la
détérioration des graisses et des huiles, conserver la couleur, la saveur et la valeur nutritionnelle
des produits alimentaires, pour augmenter la durée de conservation des aliments transformés.
Ces antioxydants sont également utilisés dans 1’industrie pharmaceutique pour empécher la
dégradation des principes actifs et la prolongation de la durée de conservation des produits
pharmaceutiques. Ils sont aussi utilisés dans diverses industries de polymeres, ils améliorent la
durée de vie des matériaux tels que les plastiques, le caoutchouc et les revétements en prévenant
la dégradation causée par I'exposition a la chaleur, a la lumiére et a I'oxygene. Les antioxydants
jouent aussi un role dans la prévention ou le traitement de diverses maladies dégénératives
(Figure 7) (Girish et al., 2023).

Renal
damage
Renal graft

Sunburn
Psoriasis

Cataract

Aging L

Cancer ik ' an. Parkinson
Diabetes ”""'Im“ - Oxidative stress » Brain Dementia
Inflammatory | Alzheimer
immune ‘ Stroke
injury )

Hepatitis
Endotoxin
Liver injury

Asthma
Cystic fibrosis

Heart attack ‘

Figure 7 : Maladies induites par le stress oxydatif (Ayoka et al., 2022)
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IV. Méthodes d’extraction

IV.1. Définition de ’extraction
L'extraction est une étape tres importante qui consiste a la récupération des composeés
bioactifs de la plante a l'aide de solvants sélectifs selon des procédures bien définies (Bohui et

al., 2018), les extraits obtenus sont composés de plusieurs métabolites.

L’extraction est influencée par divers facteurs notamment la méthode utilisée (Bohui et
al., 2018). En effet, la qualité alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est liée a
I’efficacité et a la sélectivité du procédé d’extraction (NKhili et al., 2009). Différentes méthodes

d'extraction sont utilisées afin d’extraire les métabolites secondaires des plantes :

IV.1.1. Les méthodes d’extraction conventionnelles

Tel que par soxhlet, par macération, par infusion et par décoction. Ces méthodes
nécessitent des volumes importants en solvants, un temps d’extraction lent. De plus, elles sont
polluantes (Calderon-Oliver et al., 2021).

IV.1.2. Les méthodes d’extraction non-conventionnelles

Tel que I’extraction par fluide supercritique, 1’extraction assistée par ultrasons et
I’extraction assistée par microonde. Ces méthodes présentent plusieurs avantages, leurs
manipulations est facile, elles sont rapides, sélectives et sont respectueuses de I’environnement.
L'extraction assistée par micro-ondes est la technique la plus efficace pour I'extraction de
composés phénoliques a partir de matieres végétales et d'aliments (Calderon-Oliver et al.,
2021).

Chaque méthode d’extraction est caractérisée par des avantages et des inconvénients

(tableau I, Annexe 1).

IVV.2. Extraction assistée par microondes (EAM)
Cette méthode utilise la technologie des microondes pour chauffer un mélange solide-
liquide. C’est une technologie écologique, économique, rapide et efficace, qui nécessite peu

d’équipements (Calderdn-Oliver et al., 2021).

IV.2.1. Principe
Les fréquences des ondes microondes sont comprises entre 300 MHz et 300 GHz et les
longueurs d’ondes comprises entre 1 mm et 1 métre (Camel, 2001). Cette méthode utilise

I'énergie des microondes pour provoquer les mouvements moléculaires et la rotation des
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liquides ayant un dipdle permanent, par action d’un champ électromagnétique (Figure 8). Cela
provoque un chauffage rapide de I’ensemble solvant-matrice, améliorant ainsi 1’efficacité de
I’extraction (Feng et al., 2012). Le champ électrique agit sur le chauffage grace a la rotation
dipolaire, aux propriétés diélectriques et a la conduction ionique (Curet et al., 2008 ; Feng et
al., 2012).

Electric field

A = Wavelength

Magnetic
field Direction of
propagation

I S o

Figure 8 : Eléments d’un champ électromagnétique (Tang, 2015)

La rotation dipolaire dépond de la présence des molécules d’eau dans la matrice. Lors
de I’application d’un champ électromagnétique, ces molécules se réalignent dans la direction
du champ électrique. La haute fréquence de ce champ, induit des réalignements semi-circulaires
de ’ordre de plusieurs millions de fois par secondes, ce qui génere des frottements entre les

molécules et induit un chauffage rapide du mélange (Chandrasekaran et Bahkali, 2013).

Sous I’action d’un champ électromagnétique, les matériaux diélectriques (mauvais
conducteurs d’¢électricité) chauffent les dipdles €lectriques de ces molécules s'orientent dans la
direction du champ, l'orientation des dipdles change a chaque alternance de la direction du

champ électrique (Curet et al., 2008).

Le chauffage du milieu est généré aussi par le mouvement oscillatoire des ions sous
I’action d’un champ électrique de haute fréquence, ce qui provoque des collisions entre ces ions
avec d‘autres molécules. Il en résulte la conversion de 1’énergie cinétique en énergie thermique

(Salazar- Gonzalez et al., 2012).

IV.2.2. Principe de ’EAM dans la matrice végétale

Le chauffage de la matrice végétale provoque 1'évaporation de I’eau présente dans les
cellules, ce qui crée une pression interne qui fragilise et éclate les parois cellulaires (figure 9).
Ce processus entraine la pénétration du solvant dans la cellule et la libération des constituants,

ce qui améliore le rendement d’extraction des métabolites cibles (Ekezie et al., 2017).
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Figure 9 : L’impact de l'extraction par microonde sur les cellules végétales (Bagade et Patil,
2021).

20



Partie
expéerimentale




Matériel et
méthodes




Partie expérimentale Matériels et méthodes

I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Les fleurs d'Aloysia triphylla ont été collectées en septembre dans la région de Bejaia
(Algeérie), plus précisément dans la commune de Toudja (36° 45" 31" Nord et 4° 53" 36" Est).
Elles ont été séchées a 1’air libre jusqu'a stabilisation de leur poids, puis réduites en poudre a
I'aide d'un broyeur. La poudre a été tamisée en utilisant un tamis (< 125 um) (Figure 10), puis

stockée a I'abri de la lumiere dans des bocaux hermétiques a 4 °C jusqu'a utilisation.

séchage ~ broyage Tamisage

Figure 10 : Les étapes de préparation de la poudre de fleurs d’Aloysia triphylla

1.2. Réactif et appareils
Les réactifs et appareils utilisés pour réaliser cette étude sont mentionnés dans tableau

I (annexe 2).

1. Méthodes

I1.1. Préparation des extraits
L’extraction des composés phénoliques a été effectuée suivant deux méthodes. Notons
que, pour uniformiser les conditions d’extraction, les mémes quantités de poudre, le méme

solvant d'extraction et les mémes ratios ont été utilisés.

11.1.1. Extraction assistee par microondes (EAM)

L'extraction est réalisée a I'aide d'un four & microondes domestique de dimensions 28,1
cm x 48,3 cm x 38,7 cm et d'une fréquence de 2450 MHz. Un gramme de poudre de fleurs
d'Aloysia triphylla est placé dans un ballon de 100 ml contenant 40 ml d’éthanol a 40% (v/v).
Le contenu est soumis a une irradiation d’une puissance de 600 W pendant 188 secondes.

L'extrait obtenu est filtré a travers du papier Whatman N°1 (Touati et al., 2021). Le filtrat est
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séché a I’étuve a 40 °C jusqu’a stabilisation du poids. L’extrait sec est conservé a 4 °C dans un

récipient hermétique.

11.1.2. Extraction par macération (EM)

L’extraction par macération est réalisée selon le protocole modifié de Cheurfa et Allem
(2016). Un gramme de poudre est mélangé avec 40 ml d’éthanol (40% : v/v), le mélange est
agité et laissé macérer pendant 3 jours a tempeérature ambiante. Le macérat obtenu est filtré avec
du papier Whatman N° 1, puis séché a I’étuve a 40 °C. L’extrait sec, est conserve a 4 °C dans

un récipient hermétique.

I1.2. Rendement d’extraction

Le rendement d'extraction de la poudre de fleurs d’Aloysia triphylla est calculé comme

suit :

Rend £ %) Masse de l'extrait 100
ndemen =
endeme 0 Masse de la poudre

Masse de la poudre = 1g.

Ce parameétre renseigne sur 1’effet de I’extraction sur le rendement (Dhanani et al.,

2017).

11.3. Dosages des composes phenoliques

11.3.1. Dosage des composés phénoliques totaux (TPC)

La teneur des extraits en composés phénoliques est réalisée avec le test Folin ciocalteu.
Ce test est basé sur la quantification de la concentration totale des groupes hydroxyle présents
dans un extrait. Ce reactif est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit
lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et d’oxyde de
molybdéne (Vermerris et Nicholson, 2006). La réaction est réalisée dans un milieu alcalin
gréce a la présence du carbonate de sodium.

La détermination de la teneur en TPC est réalisée selon la méthode de Singleton et al.
(1999). 1,25 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1/10) sont ajoutés a 200 pl d’extraits. Apres
2 minutes d’incubation a température ambiante, 0,8 ml de solution de carbonate de sodium (7,5
%) sont rajouté. Le mélange est incubée pendant 15 minutes a 50 °C, puis refroidi dans un bain
de glace. L'absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur des extraits en TPC est déterminée a

partir d’une courbe standard réalisée avec l'acide gallique (Figure 1, annexe 3). Les TPC sont
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exprimé en mg équivalents d'acide gallique (EAG) par gramme d’extrait sec (ES) (mg EAG/g
ES).

11.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Djeridane et al. (2006). 1 ml d’extrait de chaque échantillon est mélangé avec un 1 ml d’une
solution de chlorure d’aluminium (AICl3) a 2%. Aprés une agitation et une incubation a
température ambiante pendant 15 minutes, 1’absorbance du mélange est mesurée a 430 nm. La
quantification des flavonoides est faite a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec la
quercétine (Figure 2, annexe 3). Les résultats sont exprimés en mg équivalents de quercétine

par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES).

11.3.3. Dosages des tanins condenseés

La teneur des extraits en tanins condensés est évaluée selon le protocole de Sun et al.
(1998), qui repose sur la réaction colorimétrique des tanins condensés avec la vanilline en
milieu acide. Les tanins réagissent avec la vanilline pour former un complexe coloré dont
I'absorbance est mesurée & 500 nm. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration en tanins condensés présents dans I'échantillon.

0.2 ml de chaque extrait est mélangé avec 0,5 ml de vanilline (4%) et 0,5 ml de HCI.
Apres agitation et incubation pendant 20 minutes a température ambiante, 1’absorbance du
mélange est mesurée a 500 nm. La teneur en tanins condensés est déterminée en se référant a
une courbe d’étalonnage réalisée avec la catéchine (Figure 3, annexe 3). Les résultats sont

exprimés en mg €quivalent de catéchine par gramme d’extrait sec (mg ECat/g ES).

11.3.4. Dosage des tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables ont différents effets nutritionnels et médicinaux, le dosage de
ces métabolites secondaires est basé sur la réaction entre les tanins hydrolysables et le KIO3 qui

produit un composé de couleur rouge (Chehrit-Hacid et al., 2021).

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée par la méthode de Bossu et al. (2006).
Un volume de 500 pl d’extraits est ajouté a 2,5 ml d’une solution aqueuse de KIO3 (2,5%). Ce
mélange est incubé pendant 2 min a 25 °C, et I’absorbance est mesurée a 550 nm. La teneur en
tanins hydrolysables est calculée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide
tannique (Figure 4, annexe 2). La concentration des tannins hydrolysables est exprimee en

milligramme équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait sec (mg EAT/g ES).
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11.4. Détermination des activités antioxydantes

11.4.1. Activité de piégeage du radical DPPH

Le teste DPPH est simple, peu colteux, reproductible, a faible consommation en réactifs
et en échantillons (Munteanu et Apetrei, 2021). Le DPPH, 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle est
un radical stable, de couleur violette ayant un maximum d’absorption a 517 nm (Krishnaiah et
al., 2011). Ce test est basé sur le don d'électrons par les antioxydants afin de neutraliser ce
radical. En effet, les antioxydants réduisent le 1-diphényl-picrylhydrazyle (violet) en 1-
diphényl-picrylhydrazine (jaune), dont I'intensité de couleur est inversement proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel (Mishra et al., 2012).

L'évaluation de I'activité des extraits dans la réduction du radical DPPH a été réalisée
suivant la méthode décrite par Brand-Williams et al. (1995). 50 pl de différentes
concentrations d’extraits hydro-alcooliques ou d’acide gallique sont ajoutées a 2 ml de solution
méthanolique de DPPH d’une concentration de 0,004 %. Apreés agitation, le mélange est incubé
a température ambiante et a I'abri de la lumiére, pendant 30 minutes. L'absorbance du mélange

est mesurée a 517 nm. L’activité antioxydante est calculée comme sulit :
Pourcentage d’inhibition du DPPH (%) = [(Ao - At) /Ao] x 100
Ou:
Ao est I’absorbance de la solution DPPH / At est I’absorbance du test (extrait ou Acide gallique).

Les résultats sont exprimés en ICso. Ou I'lCso de I'activité de piégeage du DPPH est la
concentration de I'échantillon ou de I'étalon qui inhibe 50 % des radicaux DPPH, plus la valeur
ICso est faible, plus l'activité antioxydante d’un composé est importante (Saklani et al., 2017)
; elle a été obtenue par analyse de régression linéaire de la courbe tracée entre le pourcentage

d'inhibition (%) et la concentration.

I1.4.2. Activité de piégeage du radical ABTSe+

Le test ABTS repose sur la neutralisation d'un radical cation produit par I'oxydation d'un
composé synthétique chromophore appelé acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS+*) (Re et al., 1999).

Le test ABTS est réalisé conformément a la méthode décrite par (Re et al., 1999).
Préalablement, une solution stock est préparee en dissolvant de 'ABTS dans de I'eau distillée a
une concentration de 7 mM, a laquelle du persulfate de potassium (K>S20s) est ajouté a une
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concentration de 2,45 mM. Ce meélange est agité pendant une nuit complete (12-16 heures) dans
I'obscurité et & température ambiante. Avant utilisation, cette solution stock est diluée dans de
I'éthanol de maniére a obtenir une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm.

20 pl de concentration croissante de chaque extrait et d’acide gallique sont mélangés a
2 ml de la solution diluée d'ABTS, I'absorbance est mesurée a 734 nm exactement 6 min apres
le mélange. La capacité de piégeage du radical cationique ABTS+e est quantifiée en

concentration inhibant 50 % de radicaux libres (ICso), calculée selon la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition ABTS (%) = [(Ao - At) /Ao] X 100

Ou:

Ao est I'absorbance du blanc (sans I'extrait) / Acest I'absorbance du test (extrait ou standard).

11.4.3. Activité de piégeage du monoxyde d'azote (NO)
Le radical NO est généré dans les tissus biologiques par I'oxyde nitrique synthase, qui

métabolise l'arginine en citrulline avec la formation de NO- via une réaction d'oxydation

(Hosseini et al., 2022).

Le nitroprussiate de sodium (Naz (Fe (CN)sNO)) se décompose en solution aqueuse a
pH physiologique (7,2) pour produire du NO. En conditions aérobies, le NO réagit avec
I'oxygene pour former des produits stables (nitrate et nitrite) qui peuvent étre dosés (Alam et
al., 2013).

L’activité de piégeage du monoxyde d'azote est réalisée selon le protocole de Marcocci
et al. (1994). 500 ul d’extraits ou d’acide gallique sont mélangés avec 500 ul de nitroprussiate
de sodium (5 mM). Le mélange est incubé 90 minutes a température ambiante, sous éclairage.
500 pl de sulfanilamide a 1% sont ajoutés au mélange, la mixture est de nouveau incubée
pendant 10 minutes, a I’obscurité. Enfin, 500 pl de réactif NEDD (0,1%) sont incorporés et le
mélange est incubé 20 minutes a I'obscurité. L'absorbance est mesurée a 543 nm. La capacité

de piégeage du radical NO est exprimé en pourcentage (%) selon la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition NO (%) = [(Ao - At) /Ao] x 100
Ou:

Ao est I’absorbance du blanc/ At est I’absorbance du test (extrait ou acide gallique).

25



Partie expérimentale Matériels et méthodes

11.4.4. Activité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne (H203)

Le test est basé sur la réaction entre I'ion ferreux (Fe?*) et la 1,10-phénantroline, qui
forme un complexe coloré rouge-orange détectable par spectrophotométrie. En présence de
peroxyde d'hydrogéne (H202), l'ion ferreux est oxydé en ion ferrique (Fe®*"), empéchant la
formation du complexe coloré. L’addition de I’antioxydant (piégeur), va neutraliser le H2Oo, et
les ions ferreux pourront se complexer avec la 1,10-phénantroline, pour former le complexe

coloré, détectable par mesure de I'absorbance.

La capacité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne (H20>) est évaluée par la méthode de
Mukhopadhyay et al. (2016). 1,5 ml d’extraits ou d’acide ascorbique sont mélangés avec 0,25
ml d’une solution de NHsFe (SO4)2 (1 mM). 62,5 ul de H.O2 (5 mM) fraichement préparée sont
ajoutés au mélange. Apres agitation et incubation pendant 5 minutes a I'obscurité, 1,5 ml d'une
solution de 1,10-phénantroline (1 mM) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 510 nm apres
une incubation pendant 10 minutes a température ambiante. La capacité de piégeage du radical

H20: est calculee selon la formule suivante :

Capacite de piégeage de H202 (%) = [At/ Ap] x 100
Ou:
Ap est I’absorbance du blanc /  Atest I’absorbance du test

11.4.5. Activité de piégeage des radicaux hydroxyles (OH)

Ce test est réalisé suivant la méthode décrite par Rajamanikandan et al., (2012), 500
ul d’extrait, d’acide gallique et d’acide ascorbique sont mélangé avec 500 pl de FeSO4 (1,5
mM), 350 ul de peroxyde d'hydrogéne (6 mM) et 150 pl de salicylate de sodium (20 mM).
Apres 1 heure d’incubation a 37°C, 1'absorbance est mesurée a 562 nm. La capacité de piégeage

des radicaux hydroxyles est quantifiée en pourcentage (%), selon la formule suivante :
Capacité de piégeage de OH* (%) = [Ac — At/Ac] x 100

Ou:

Ac est I’absorbance du controle /  Atest I’absorbance du test (extrait ou standard).

I1.5. Analyse statistique

Les expériences ont été réalisées trois fois et toutes les données sont exprimées sous

forme de moyennes + écart type. L'efficacité des deux méthodes d’extraction réalisées, ont été
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comparées sur la base du rendement d’extraction, de la teneur en composés phénoliques et de
I'activité antioxydante. Les résultats ont été soumis a une analyse de variance (ANOVA), suivie
du test post hoc de Tukey, a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La
Jolla, USA), P < 0,05 et P < 0,001 ont été considérés comme des niveaux significatifs et
hautement significatifs, respectivement. Les graphiques ont également été concus a l'aide du

logiciel GraphPad Prism 5.0.
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I. Rendement de P’extraction

Le choix d’une méthode d’extraction est li¢ aux différents avantages et inconvénients
qu’elle présente, tels que le rendement de I'extraction, la complexité, le colit de production, le
respect de I'environnement et la sécurité (Li et al., 2010). Les rendement obtenus (Figure 11)
a partir des extraits des fleurs d’Aloysia triphylla est de 27,80 + 0,83 % pour ’EAM réalisée a
600 w qui correspond a une température d’extraction entre 40 a 78 °C (Pan et al., 2010). Cette
valeur présente une différence hautement significative (P < 0,001) comparé au rendement de
I’EM (22,60 + 0,89 %). Ces résultats corroborent avec ceux de (Jovanovi'c et al., 2022 (1)), en
effet ’"EAM a permis une meilleure extraction (36,8 + 1,2 %) de la plante Mellisa officinalis L
(Lamiacées), comparé a I’EM (12,6 = 1.0 %). Selon les mémes auteurs ces résultats pourraient
étre dues au mécanisme de ’EAM. L'eau contenue dans les cellules végétales absorbe I'énergie
des micro-ondes, ce qui provoque une surchauffe intérieure et la dégradation des cellules,
améliorant ainsi la libération de différents composés (composés phénoliques, sucres, lipides et
protéines) dans le milieu d'extraction et le rendement de I'extraction (Jovanovi‘c et al., 2022

(2)).

Selon Touati, (2023), le rendement d’extraction des feuilles d’Aloysia triphylla obtenus
par EAM (27.3+£0.015 %) n’a pas présenté une différence significative avec le rendement
obtenu par EM (26.6 £ 0.007%). Cette différence dans les résultats pourrait étre due a la

différence entre la structure des feuilles et celles des fleurs.
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Figure 11 : Rendement d’extraction obtenue par EAM et EM
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I1. Dosages des composes phénoliques

11.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)

La teneur en TPC des extraits étudiés sont illustrés dans la Figure 12 (a), la teneur en
TPC de I’extrait d’Aloysia triphylla obtenue par EAM (455,40 + 26,902 mg EAG/g ES) est
significativement plus importante (P<0,05) que celle obtenue par EM (402,06 + 12,18 mg
EAG/g ES).
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Figure 12 : (a) Teneur en TPC ; (b) Teneurs en flavonoides ; (c) Teneurs en tanins
condenseés ; (d) Teneurs en tanins hydrolysables des extraits obtenus par EAM et EM

D’apres la littérature, aucun travail n’a été réalisé pour déterminer le contenu phénolique
des extraits de fleurs d’Aloysia triphylla. Les résultats obtenus corroborent avec ceux de
(Touati et al., 2021), qui ont trouvé que la teneur en TPC des extraits hydro-éthanoliques
obtenu par EAM et EM des feuilles d’Aloysia triphylla sont de 67.86 = 0,92 mg EAG/g ES et
34,55 + 0,90 mg EAG/g ES respectivement, avec une différence significative (P < 0,05). Cette
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différence de teneur en TPC entre les feuilles et les fleurs pourrait s’expliquer par la différence
de composition de ces parties de la plante. En effet, selon Feduraev et al., (2019), il y a une
répartition inégale des TPC entre les Feuilles et les fleurs.

Peixoto et al, (2023) ont obtenus un rendement en TPC pour I’infusion d’Aloysia
triphylla qui varie entre 59,72 + 4,97 et 269,44 + 8,89 ug EAG/ml, alors que Jalal (2019) ont
obtenu 0,86 mg EAG/mg de matiére seche et 312,9 mg d'équivalent rutine pour 100 g de matiére
séche a partir de 1’extrait éthanolique de la plante. Les travaux de Cheurfa et Allam, (2016)
ont montré que les extraits hydroéthanoliques d’Aloysia triphylla ont une teneur en TPC de
61,13+0,0 mg EAG/g de plante. Les différences observées dans ces résultats pourraient
s'expliquer par la différence des méthodes et des conditions d'extraction employées, l'origine
géographique de la plante, la nature du sol et du climat, le temps de la récolte, le traitement de

la matiere végétale ainsi que l'utilisation de matériel frais ou séché (Ghosh et al., 2019).

Les résultats obtenus démontrent 1’efficacité de I’EAM, qui se caractérise par un
meilleur rendement extraction des TPC. L'amélioration du rendement d’extraction observée
dans I'EAM peut étre attribuée a la capacité des microondes a pénétrer la matrice cellulaire et a
interagir avec les molécules polaires, ce qui entraine une augmentation de la température, suivie
d’une augmentation de la pression a lI'intérieur de la cellule végeétale. La pression élevee entraine
la rupture des parois cellulaires et facilite la libération des analytes phénoliques (Nayak et al.,
2015).

11.2. Dosage des flavonoides

La figure 12 (b), montre que la teneur en flavonoides totaux de 1’extrait obtenu par
EAM (447,19 + 21,392 mg EQ/g ES) est significativement plus importante (P < 0,05) que celle
de I’extrait obtenue par macération (370,51 + 13,62° mg EQ/g ES).

Les resultats obtenus corroborent aves ceux de Touati, (2023), ou la teneur en
flavonoides des feuilles d’Aloysia triphylla obtenus par EAM (37,27 = 1,62) est
significativement plus importante (P < 0.001) que celle obtenue par macération (23,25 + 1,47
mg ECat/ g ES), ce qui démontre la meilleure efficacité de ’EAM. Selon Tammar et al.,
(2021), la teneur en flavonoides des extraits méthanoliques des parties aériennes d’Aloysia
triphylla macérés est de 39,86 + 0,64 mg ECat/g ES. Par ailleurs, des teneurs en flavonoides
des infusions de la méme plante provenant de divers pays (Espagne et trois régions du Portugal)
varient entre 55,42 + 0,00 et 254,72 + 21,40 ug ECat/ ml (Peixoto et al., 2023). Maliki et al.,

30



Partie expérimentale Résultats et discussion

(2020) ont obtenus a partir de décoction d’Aloysia triphylla une teneur en flavonoides de 9,71
+ 1,25 mg EQ/ g ES.

11.3. Dosage des tanins condensés

Les résultats illustrés dans la figure 12 (c), montrent que la teneur en tanins condenses
obtenue par microonde (11.04 + 0,142 mg ECat/g ES) n’est pas significativement différente (P
> 0,05) de celle obtenue par macération (10,53 + 0,192 mg ECat/g ES).

Les travaux de Maliki et al. (2020) ont montré que la teneur en tanins condensés des
extraits aqueux de la partie aérienne d’Aloysia triphylla obtenu par décoction est de 0,27 + 0,02
mg ECat/ g ES. Selon Tammar et al. (2021), la teneur en tanins condensés de ’extrait des
parties aériennes de la méme plante, obtenu par extraction par agitation est de 0,04 + 0,01 mg
ECat/g ES. Les extrait hydro-acétoniques des feuilles de Svensonia hyderobadensis
(Verbenacées) ont montré une teneur en tanins condenses de 0,318 mg d'équivalent
leucocyanidine/g ES (Rao et Savithramma, 2012) et les feuilles de Vitex megapotamica
(Verbenacées) macérées dans 1’ethanol 70 %, ont montré une teneur en tanins condensés de

3,86+0,53 mg ECat /g ES.

Les travaux de Rhazi et al. (2019) sur 1’écorce d’Acacia mollissima (Fabacées) ont
montré des meilleurs rendements de 47,64 mg Cya/g d'écorce et 27,96 mg Cya/g d'écorce pour
les extraits obtenus par EAM (5 min & 150 W, en utilisant de I'eau) et par macération

(température ambiante pendant 2 h en utilisant 80% de méthanol) respectivement.

11.4. Dosage des tanins hydrolysables

D’aprés la figure 12 (d), la teneur en tanins hydrolysables obtenue par EAM est de
32,67 + 2,502 mg EAT/g ES. Cette valeur ne présente pas de différence significative (P > 0,05)
avec celle de I’extrait macéré (26,00 + 2,362 mg EAT/g ES).

Selon Rao et Savithramma, (2012), les racines de Svensonia hyderobadensis
(Verbenacées) possedent une teneur en tanins hydrolysables de 45,8 mg EAT/g. Masengo et
al. (2023) ont trouve que les extraits macérés hydro-methanoliques de Lippia multiflora

(Verbenacées) contiennent une teneur en tanins hydrolysables de 0,093+0,03 %.

Les travaux de Rhazi et al. (2019) sur 1’écorce d’Acacia mollissima (Fabacées) ont
montré que des meilleurs teneurs en tanins hydrolysables ont été obtenu par une EAM (0,221
mg TAE/g d'écorce), (5 min a 150 W, 80% d'éthanol) comparé a I’extrait macéré (0,202 mg
TAE/g d'écorce) (température ambiante pendant 2 h, 80% de méthanol).
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Concernant ’EAM (600 W ; 188 secondes d’extraction), la teneur en tanins condensés
est beaucoup plus faible que celle des tanins hydrolysables. Selon Rhazi et al. (2019), la teneur
en tanins condensés diminue a partir d’une puissance 300 W (temps d’extraction de 3 minutes).
La baisse de la teneur en tannins condenses est probablement due a la liquéfaction des tannins
condenses, autrement dit a la dégradation des structures des tannins condenses pour produire
des groupes galloyl a haute pression et a haute température. Cela explique I'augmentation du
rendement en tanins hydrolysables a ces puissances.

I11. Détermination des activités antioxydantes
D’apres la littérature, aucun travail n’est réalisé sur 'activité antioxydante des fleurs
d’Aloysia triphylla. Des activités tel que le DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, HOSC ont été

réalisées sur les huiles essentielles et les extraits de feuilles.

L'activité antioxydante des extraits d’Aloysia triphylla est liée a la teneur en composes
phénoligques totaux et en flavonoides totaux, plus la concentration en composés phénoliques et
en flavonoides est élevée, plus leurs capacité antioxydante est importante (Chrysargyris et al.,
2020).

I11.1. Activité de piegeage du radical DPPH

L’ICso est inversement lié a la capacité antioxydante d’un composé (Cheurfa et
Allem, 2016).

La figure 13 (a) montre que l'activité de piégeage des échantillons est concentration
dépendante et que l'activitt DPPH de l'acide galliqgue (50,27 + 0,112 pg/ml) est
significativement inférieure (P < 0,001) a celle des deux extraits d’Aloysia triphylla. Le test
DPPH a montré que ’EAM est meilleure en raison de 1’ICs significativement inférieure (P <
0,001), qui est de 271,18 + 17,50° pg/ml, comparée a celle de I'EM (362,08 + 34,74° ug/ml).
Ces résultats corroborent avec ceux de Touati. (2023) réalisés sur les extraits
hydroéthanoliques des feuilles d’Aloysia triphylla, ou les extraits obtenus par EAM et par EM
présentent des 1Cso de 139.65+1.02 ug/ml et de 229.50+9.77 pug/ml respectivement.

Ces résultats montrent que les extraits des fleurs d’Aloysia triphylla possedent un effet
piégeur important qui est en relation avec les composés phénoliques qu’ils renferment. En effet,
Les TPC, notamment les flavonoides sont connus pour étre des donneurs efficaces d’atomes
d’hydrogéne pour le radical DPPH. Et de ce fait, capables de piéger les radicaux libres
(Amessis-Ouchemoukh et al., 2014 ; Zhang et al., 2018). D’ailleurs, il existe une corrélation

directe entre le piégeage des radicaux DPPH et les TPC et le piégeage des radicaux DPPH et
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les flavonoides (Uribe et al., 2016). Les travaux de Cheurfa et Allem. (2016) ont montré que
I’ICso de 'extrait hydroéthanolique d’Aloysia triphylla est de 23,52 + 0,035 mg/ml, comparé a
celui du BHT qui est de 6,96 + 0,1 mg/ml. Rashid et al. (2022), ont montré que I'extrait
¢thanolique de feuilles fraiches d’Aloysia triphylla posséde une ICso de 22,85 mg/ml, et selon
Maliki et al. (2020), I'activité anti-radicalaire (ICso) de l'extrait de feuilles d’Aloysia triphylla
est de 9,4 pg/ml. Les travaux de Tammar et al. (2021) ont montré que 1’extrait méthanolique
obtenu par macération de la méme plante possede un ICso de 14.90 + 0.83 pg/ml. Ces différents
résultats pourraient étre due aux méthodes d’extraction et aux normes utilisées. De plus, la
teneur en composés phénoliques et en flavonoides varie au cours des différentes étapes de

croissance des plantes (Aldeen et al., 2015).
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Figure 13 : Activité de piégeage du radical DPPH des extraits obtenus par EAM, par
EM et de I’AG (a) ; Activité de piégeage du radical ABTS<+ des extraits obtenus par EAM,
par EM et de I’AG (b)
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I11.2. Activité de piégeage du radical ABTSe+

Les résultats de ’activité de piégeage du radical ABTSe+ sont illustrés dans la figure
13 (b). L’ICs0 de I’AG (37,16 £ 0,942 pg/ml) est significativement inférieur (P<0,05) comparé
aux extraits testés. L’ICso de D’extrait obtenu par EAM (216,21 + 18,08° pg/ml) est
significativement plus faible (P<0,05) comparé a celle de I’EM (284,87 £ 6,89¢ pug/ml). Ce qui

démontre une meilleure capacité de piégeages de I’extrait obtenu par EAM.

Ces résultats corroborent avec les travaux de Touati, (2023), ou 1‘ICso de I’extrait
d’Aloysia triphylla obtenu par EAM (168.35 et 293.17 + 1.1 pg/ ml) est significativement
inférieur (P<0,05), a celle obtenu par EM. Ces résultats indiquent que I’EAM pourraient étre
une méthode prometteuse pour extraire des antioxydants a partir de sources naturelles. Les
travaux de Tammar et al. (2021), ont montré que les extraits méthanoliques des feuilles
d’Aloysia triphylla de différentes régions de Tunisie possédent des valeurs d’ICsp comprises
entre 454 +1,13 et 8,10 + 1,12 pg/ml.

Selon Polumackanycz et al., (2022), les extraits hydrométhanoliques, les infusions et
les decoctions des feuilles d’Aloysia triphylia ont donné des valeurs d'1Cso (mg E Trolox/g MS)
de 48,88 £ 1,19 ; 342,99 + 8,52 et 374,77 £ 5,57, respectivement.

Tiwari et Tripathi, (2007), ont montré que I'extrait éthanolique de Vitex negundo Linn.
(Verbenacées) présente une ICso de 235 pg/ml. De méme, Chellappan et Pemiah (2014) ont
rapporté qu'a une concentration de 150 pg/mL, I'extrait éthanolique de Gmelina arborea

(Verbenacées) présente une inhibition de 88,33%.

L’extraction par microondes des feuilles de Vernonia amygdalina (Asteracée) a permis
d'obtenir une meilleure activité antioxydante contre le radical ABTS+ (95.93 + 0. 99%)

comparé a I’extrait obtenu avec une extraction par soxhlet (69.70 + 3.27%) (Alara et al., 2018).

Gallo et al. (2010), ont montré que I'EAM de quatre épices, cannelle, coriandre, cumin,
safran, a permis d'obtenir des extraits plus riches en composés phénoliques et avec une

meilleure activité antioxydante ABTS, comparé a des extraits obtenus par ultrasons.

Les différences entre ces résultats peuvent s'expliquer par la méthode et les conditions
d'extraction adoptés qui peuvent affecter I’activité antioxydant d’un extrait (Chrysargyris et
al., 2020). 11 est a noter que 1’ICso des activités de piégeage du radical DPPH des extraits testés

ont donné des résultats linéaires avec 1’ICso des activités de piégeage du radical ABTS.
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I11.3. Activité de piégeage du monoxyde d’azote (NO)

Le pourcentage d’inhibition de I’extrait a la concentration 500 pg/ml obtenu par EAM
est de 77,95 + 1,882 9%, ce résultat est significativement plus important (P < 0,05) que le
pourcentage d’inhibition de I’extrait obtenu par EM (70,83 + 1,34¢ %) (Figure 14 (a)) a la
méme concentration. Le pourcentage d’inhibition de 1’acide gallique (10 pg/ml) est de 81,63 +

0,442 % (P < 0,05).

Selon Pinto et al. (2021), I’extrait aqueux de Castanea sativa Shells (Fagacées) obtenu
par EAM, a montré un ICsp de 1,43+0,01 pg/ml comparé a I’AG (0,16+0,02 pg/ml).

Fraisse et al. (2018) ont rapporté que I'infusion d'Aloysia triphylla exerce de puissants
effets de piégeage du radical NO avec une valeur ICso de 231 + 17 pg/ml. Selon les mémes
auteurs, cette activité pourrait étre due a la présence du verbascoside, isoverbascoside ; luteolin-
7-O-diglucuronide, diosmetin-7-O-diglucuronide et apigenin-7-O-glucoside qui s’avérent
posséder une puissante activité NO. En effet, ces fractions ont montré des valeurs 1Cso de 56 +

4:;51+3;69=+5 ug/ml; 200 pug/ml et 200 pg/ml respectivement.

L’activit¢ NO est aussi due a la richesse des extraits en flavonoides, en effet les
flavonoides sont des molécules efficaces pour neutraliser les radicaux libres (Saeed et al.,
2012).

Les différences de I'activité antioxydante entre les deux extraits peuvent s'expliquer par
la composition qualitative et quantitative en composés polyphénoliques. La corrélation entre la
teneur en TPC et l'activité antioxydante a été largement étudiée et prouvée (Bakchiche et al.,
2018).
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Figure 14 : Activité NO des extraits obtenus par EAM, EM et de I’AG (a) ; Activité
H>0> des extraits obtenus par EAM, EM et de I’AA (b) ; Activité OH des extraits obtenus par
EAM, EM, de I’AA et de ’AG (c).
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111.4. Piégeage du peroxyde d'hydrogéne (H.0,)

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 14 (b). Le pourcentage d’inhibition de
’extrait 4 la concentration 500 pg/ml obtenu par EAM est de 63,20 + 1,43 %, ce résultat est
significativement plus important (P <0,001) que le pourcentage d’inhibition de I’extrait obtenu
par EM (43,51 + 1,33 %) a la méme concentration. Le pourcentage d’inhibition de l'acide
ascorbique a 50 pg/mL est hautement significatif comparé a celui des extraits (88,7 £ 1,272 %)
(P < 0,001).

Trés peu de travaux ont rapporté 1’activité H2O2 d’Aloysia triphylla. Les infusions et les
décoctions d’Aloysia triphylla, de concentration 250 pg/ml, ont montré des pourcentages
d’inhibition de 11.1 £0.2 % et 12.7 + 0.9 % respectivement (Vitar et al., 2014). Selon Kamsu
et al. (2019) le pourcentage d’inhibition de 1’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Tectona
grandis (verbénacée) a une concentration de 200 pg/ml est de79,39%. Les travaux de Bener et
al. (2016), ont montré que I’extrait de Curcuma longa L. (Zingiberacées) obtenu par EAM
possede une meilleur ICso (2,28 +£0.11 mg/ml), comparé a 1’extrait macéré dont I’ICsg est de
2.48 +0.05 mg/mL.

Ozyurek et al. (2014), ont montré que les extraits de Terfezia boudieri Chatin
(Terfeziaceae), Boletus edulis (Boletaceae) et Lactarius volemus (Russulaceae), possédent des
ICsode 11.4 £ 0.6 ;4.6 £0.2 et 7,5 £ 0,4 respectivement.

I11.5. Activité de piegeage des radicaux hydroxyles (OH)

Le pourcentage d’inhibition de 1’extrait a la concentration 500 pg/ml obtenu par EAM
(46,53 + 0,57¢ %), est significativement plus important (P < 0,001) que le pourcentage
d’inhibition de I’extrait obtenu par EM (34,48 + 1,479 %) a la méme concentration (Figure 14
(c)). Le pourcentage d’inhibition de 1'acide ascorbique a 1 pg/ml et de ’acide gallique a 30
pg/ml sont de 36,79 + 2,282 % et 36, 9 + 0,76° % respectivement.

Les travaux de Pan et al. (2008) confirment nos résultats. En effet I’extrait éthanolique
de Dimocarpus Longan Lour, obtenu par EAM, a montré un ICso de 1,74 pg/mL, tandis que
I’ICsp de I'extrait obtenu par Soxhlet est de 2,27 ug/mL. Ces résultats Suggerent que la méthode
d'extraction assistée par microondes est meilleure comparé a I'extraction par soxhlet

(conventionnelle).

De méme, ces resultats corroborent avec ceux de Bener et al. (2016). L'effet de

piégeage du radical OH de I'extrait méthanolique de Curcuma longa L. augmente avec
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l'augmentation de la concentration de I'échantillon. L‘ICso de I'extrait obtenu par EAM est de
1,16 + 0,03 mg/mL, alors que I’'ICsp de 1’extrait infusé est de 1,40 + 0,02 mg/mL, démontrant

I’efficacité de ’EAM, comparé aux méthodes conventionnelles.

Selon Abderrahim et al. (2011), I’infusion des feuilles d’Aloysia triphylla de
concentration 250 mg /ml ont révélé un pourcentage d’inhibition des radicaux OH de 92%.
Selon le méme auteur, le verbascoside qui est le principal polyphénol présent dans la plante,
peut piéger les radicaux OH et protéger 'ADN contre les dommages. Le radical hydroxyle a
une durée in vivo trés courte et une réactivite élevée, il est donc trés dangereux pour I'organisme.
Par conséquent, son élimination est importante dans les systémes cellulaires ou alimentaires
(Jomova et al., 2023).

Les travaux de Kavitha et al. (2022) réalisés sur I'extrait aqueux de Stachytarpheta
jamaicensis (Verbenacées) ont montré qu'a une concentration de 500 pg/ml, I'extrait présente
un pourcentage d’inhibition de 145.36 + 0.37 % et un ICso de 178.58 pg/ml.

Selon Ali et al. (2023), I’extrait hydro-éthanolique de Lippia alba (Verbenacées)
présente a une concentration 100 pg/ml un ICsg de 10,95 £ 0,560 pg/ml.
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Conclusion

Les composés phénoliques sont reconnus pour leurs propriétes antioxydantes bénéfiques
pour la santé humaine et leur potentiel d'application dans les domaines pharmaceutique,

alimentaire et cosmétique.

Les méthodes d’extraction conventionnelles des polyphénols, ont longtemps été
privilégiees du fait de leur relative simplicité. Cependant, ces techniques présentent des
inconveénients, a savoir une durée d'extraction prolongées et un faible rendement d’extraction.
A l'opposé, les procédés "innovants" ou "verts", comme I'EAM, offrent des avantages
significatifs. lls permettent une extraction plus rapide et plus efficace des composés
phénoliques, tout en réduisant la consommation des solvants organiques et du temps
d’extraction. L’EAM est une approche écologique, elle permet de minimiser l'impact
environnemental du procéde d'extraction. L'emploi de cette technologie pourrait représenter

une voie prometteuse pour une valorisation optimale et durable des ressources végétales.

La présente étude a pour objectif d’évaluer et de comparer 'efficacité¢ de deux méthodes
d'extraction des composés phénoliques a partir de la poudre des fleurs d'Aloysia triphylla : une
méthode conventionnelle qui est la macération et une méthode innovante qui est ’EAM. Cette
comparaison concerne le rendement d’extraction, la teneur en composées phénoliques totaux,

en flavonoides, en tannins et les activités antioxydantes.

Le rendement d’extraction obtenu avec EAM s'est avéré significativement plus élevé
(27.80 £ 0.83 %) comparée a celui obtenu par macération (22.60 + 0.89 %) avec une différence
hautement significative (P<0.001).

L’extraits obtenus par EAM a montré une teneur significativement plus (P<0,05) élevée
en TPC (455,40 £ 26,90 ng EAG/g ES), comparé a I’extrait par macération (402,06 = 12,18 pg
EAG/g ES).

De méme, I’extrait obtenu par EAM s’est révélés plus riches en flavonoides (P<0,05),
avec une teneur de 447,19 + 21,39 mg EQ/g ES, comparé a 370,97 £+ 13,62 mg EQ/g ES pour

I’extrait macéré.

Les extraits obtenus par EAM et par EM n’ont pas montré une différence significative
concernant leurs teneurs en tanins condensés (P>0,05). Elles sont de 11,04 + 0,14 mg EAT/g
ES et 10,53 + 0,19 mg EAT/g ES pour I’extrait obtenu par EAM et par EM respectivement.
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En ce qui concerne les tannins hydrolysables, I'extrait obtenu par micro-ondes n’a pas
affiché une teneur significativement différente (P>0,05) (32,67 £ 2,50 mg EAT/g ES), comparé
a I’extrait conventionnel (26,00 £+ 2,36 mg EAT/g ES).

L'évaluation des activités antioxydantes des extraits de fleurs d'Aloysia triphylla a
montré une meilleure activité pour 1’extrait obtenu par EAM comparé a 1’extrait macéré pour

I’ensemble des tests.

Le test de piégeage du radical DPPH a montré que I'extrait obtenu par EAM présente
une meilleure activité(P<0,05), avec une valeur d'ICso de 271,18 + 17,50 pg/ml, comparé a
I’extrait macéré (362,08 + 34,74 pg/ml). Le test ABTS a confirmé ce résultat, en effet, les
extraits obtenus par EAM et par macération ont montré des I1Cso de 216,21 + 18,08 pg/ml et de
284,87 + 6,89 pg/ml respectivement, avec une différence significative (P<0,05).

Les tests NO, H202, OH ont montré des pourcentages d'inhibition significativement plus
élevés (p<0,05 ; p<0,05 ; p<0,001 respectivement) pour les extraits obtenus par EAM comparé
aux extraits macérés. En effet, le test de piégeage des radicaux NO a montré un pourcentage
d’inhibition de 77,95 + 1,88 % et 70,83 + 1,34 %, le test H2O- de 63,20 + 1,43 % et de 43,51
+ 1,33 % et le test OH de 46,53 £ 0,57 % et 34,48 £ 1,47 % pour les extraits obtenus par

microonde et par macération respectivement.

Cette étude comparative a permis de démontrer 1’efficacité de ’EAM comparé a I'EM

pour I’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre de fleurs d’Aloysia triphylla.

D’apres ces résultats, les extraits étudiés ont montré une teneur intéressante en TPC et en
flavonoides, ainsi que des activités antioxydantes importantes. De ce fait, les extrait de fleurs
d’Aloysia triphylla pourraient étre exploités dans le domaine médicale, pour lutter contre le
stress oxydatif associé a plusieurs maladies, dans le domaine agro-alimentaire afin d’enrichir
diverses matrices alimentaires et aussi dans le domaine cosmétique pour formuler des produits

de soins pour le corps.
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Annexe 1

Tableau I: Avantages et inconvénients des différentes méthodes d’extraction

Méthode Temps Taille Solvant Investissement Avantages Inconvénients | Références
d’extraction d’extraction | d'échantillon
Soxhlet 3-48 h 1-30g 150-500 ml Elevé Capacite élevée, | Volume Chemat et
Pas d’étape de | important de | al., 2008 ;
filtration, solvants, Calderén-
Facile a | extraction lente, | Oliver et
manipuler variabilitt  des | al 2021
résultats selon la
température
Macération De quelques Quantité Volume Méthode simple, | Extraction lente, | Rasul,
heures a importante important récupération des | pas de | 2018
quelques substances avec | sélectivité,
jours solubilité faible | volume
important de
solvants
Ultrasons 10-60 min 1-30¢ 50-200 ml Faible Manipulation Nécessité d’une | Chemat et
facile étape de | al., 2008
filtration,
volume
important de
solvants,
Fluide 10-60 min 1-5¢g 2-5ml Elevé Rapide, simple & | Plusieurs Chemat et
supercritique réaliser, faible | paramétres a | al., 2008
consommation optimiser
de solvants,
sélectivité
élevée
Microonde 3-30 min 1-10¢g 10-40 ml Modéré Manipulation Absorption Chemat et
facile, nécessaire al., 2008 ;
consommation d’énergie Azmir et
en solvants | microonde par le | al., 2013 ;
modéré, solvant, Ekezie et
extraction nécessité d’une | al., 2017
rapide, étape de
extraction plus | filtration

sélective
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Annexe 2

Tableau | : Matériel et réactifs utilisés

Produits

Appareils

Chlorure d’hydrogeéne (HCI), éthanol, méthanol,
acide gallique, acide ascorbique, quercétine, catéchine,

vanilline, I’acide tannique.

Folin-Ciocalteu, DPPH (1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyle), ABTS (acide 2,2'-azinobis-3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), FeSO4,

NH4Fe(S04)2, Salicylate de Na, carbonate de Na, AICl3,
(Naz[Fe(CN)sNQY]),

eau oxygénée (H202), eau

nitroprussiate  de  sodium
Sulfanilamide, NEDD,

distillée, phénanthroline, iodate de potassium (K103),

- Bain marie (MEMMERT)

-Broyeur électrique (Modéle
AllBasic d'IKA, Allemagne)

-Micro-onde (2450 MHgz,
Maxipower Model MAXMO23S,
China)

- Etuve ventilée (BINDER,
MEMMERT, BD53)

-Spectrophotomeétre
(SHIMADZU UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER).

-Tamis automatique (RETSH
AS

200 central).

- Vortex (VELP Scientifica).

-Balance de précision (BP
310P)

- Réfrigérateur (ENIEM)
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnages
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques totaux (TPC)
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage des tanins condensés
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage des tanins Hydrolysés



Résumé

L'objectif de cette étude est d’évaluer l'influence de deux méthodes d'extractions, 1’extraction assistée par
microondes (EAM) et I’extraction par macération (EM) sur le rendement d’extraction, la teneur en composés
phénoliques totaux (TPC), en flavonoides et en tannins a partir des fleurs d'Aloysia triphylla, suivi par I’étude et
la comparaison des activités antioxydantes des extraits obtenus avec ces deux méthodes. L’EAM a permis
d’obtenir un rendement d’extraction (27,80 £ 0,83%) significativement plus important (p<0,001) que I’EM (22,60
+ 0,89%). Les teneurs en TPC et en flavonoides des extraits obtenus par EAM et par EM ont montré des résultats
hautement (p<0,05) et trés hautement importants (P<0.001) respectivement. Elles sont de 455,40 + 26,90 pg
EAG/g ES et 402,06 + 12,18 ug EAG/g ES, pour les TPC et de 447,19 + 21,39 mg EQ/g ES et 370,51 + 13,62 mg
EQ/g ES pour les flavonoides concernant les extraits obtenus par EAM et par EM respectivement. Pour les tannins
condensés, les résultats n’ont pas montré une différence significative (P > 0,05), ils sont de 11,04 + 0,14 mg ECat/g
ES et 10,53 + 0,19 mg ECat/g ES pour les extraits obtenus par EAM et par EM respectivement. Pareil pour les
tannins hydrolysables, les résultats n’ont pas montré une différence significative (P > 0,05), ils sont de 32,67 +
2,50 mg EAT/g ES et 26,00 + 2,36 mg EAT/g ES pour les extraits obtenus par EAM et par EM respectivement.
Les activités antioxydantes des extraits obtenus par EAM sont significativement meilleures que celles des extraits
macérés. Elles sont pour I’extrait obtenu par EAM de 271,18 + 17,50 ug/ml, 216,21 + 18,08 pg/ml, 77,95 + 1,88%,
63,20 + 1,43%, 46,53 + 0,57% et pour I’extrait macéré de 362,08 + 34,74 ug/ml, 284,87 + 6,89 pg/ml, 70,83 +
1,34%, 43,51 + 1,33% et 34,48 + 1,47% pour, DPPH, ABTS, NO, H,0, et OH respectivement. Ces résultats
démontrent que ’EAM est plus efficace pour ’extraction des TPC a partir des fleurs d'Aloysia triphylla, comparé
alEM.

Mots clés : Fleurs d’Aloysia triphylla, Composés phénoliques, Extraction assistée par microondes, Extraction par
macération, Activités antioxydantes.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of two extraction methods, microwave-assisted extraction
(MAE) and maceration extraction (ME), on the extraction yield, total phenolic compound (TPC), flavonoid and
tannin content of Aloysia triphylla flowers, followed by a study and comparison of the antioxidant activities of the
extracts obtained with these two methods. MAE resulted in a significantly higher extraction yield (27.80 £ 0.83%)
(P<0.001) than ME (22.60 + 0.89%). The TPC and flavonoid contents of extracts obtained by MAE and ME
showed a highly (P<0.05) and very highly significant (P<0.001) difference respectively. They are 455.40 £ 26.90
mg GAE/g DW and 402.06 + 12.18 mg GAE/g DW, for TPC and 447.19 + 21.39 mg QE/g DW and 370.51 +
13.62 mg QE/g DW for flavonoids, concerning extracts obtained by MAE and ME respectively. For condensed
tannins, the results showed no significant difference (P>0.05), at 11.04 + 0.14 mg CatE/g DW and 10.53 + 0.19
mg CatE/g ES for extracts obtained by MAE and ME respectively. Similarly for hydrolysable tannins, the results
showed no significant difference (P>0.05), at 32.67 = 2.50 mg TAE/g DW and 26.00 + 2.36 mg TAE/g DW for
extracts obtained by EAM and EM respectively. The antioxidant activities of extracts obtained by MAE are
significantly better than those of macerated extracts. They are for the extract obtained by MAE 271.18 + 17.50
pg/ml, 216.21 + 18.08 ug/ml, 77.95 + 1.88%, 63.20 = 1.43%, 46.53 * 0,57% and for the macerated extract 362,
08 + 34.74 pg/ml, 284.87 + 6.89 pg/ml, 70,83 + 1,34%, 43.51 + 1.33% and 34.48 + 1.47% concerning DPPH,
ABTS, NO, H,0, and OH respectively. These results demonstrate that MAE is more efficient for the extraction of
TPC from Aloysia triphylla flowers, compared with ME.

Keywords: Aloysia triphylla flowers, Phenolic compounds, Microwave-assisted extraction, Maceration
extraction, Antioxidant activities.
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