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Résumé

Résumeé

L’extraction Hydroalcoolique de la plante Salsola kali L. et ses activités biologiques

Le but de ce travail est d’évaluer la composition chimique et I’activité biologique de
I’extrait éthanolique de la plante Salsola kali L. de la région d’Ain Taghrout. L’extrait
¢thanolique a donné un rendement de 4,2%, 1’étude phytochimique de 1’extrait a révélé la
présence de molécules bioactives telles que les quinones libres, les glycosides cardiaques,
les alcaloides, les tanins, les composés phénoliques, les flavonoides, les terpénoides, les
mucilages, composés réducteurs, et saponosides avec absence des coumarines, sterols, tri-
terpénes et anthraquinones. Les résultats montrent clairement que [’extrait éthanolique
présente des bons teneurs en polyphénols et en flavonoides avec des taux respectifs de
(120,46 + 0,42 mg EAG/g d’extrait), (0,960 = 0,027mg EQ/ g d’extrait). L’activité
antioxydante par la méthode de piégeage des radicaux libres du DPPH, a montré que notre
plante posséde une activité acceptable (ICso : 0,571+ 0.132 mg/mL), par rapport au standard
; acide ascorbique (ICso : 0,153+ 0,0006 mg/mL). De plus, I'activité antibactérienne de
Salsola kali L. a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion des disques sur milieu
gélosé. Les résultats ont montré que I'extrait éthanolique présentait une faible activité
inhibitrice contre les bactéries Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, I'activité photo
protectrice de Salsola kali L. a été évaluée et les résultats ont montré que I'extrait posséde
une forte capacité de protection contre les rayons solaires, avec un score de 39,44. L’analyse
spectrale par infrarouge a montré la présence des groupements fonctionnels responsables de
la réduction des radicaux libres. Ces résultats confirment que Salsola kali L. peut étre utilisée
comme source de molécules bioactives ayant des propriétés thérapeutiques en raison de leur

teneur en composés phénoliques et leur activité antioxydante.

Mots-clés : Salsola kali L., activit¢ biologique, activité antioxydante, activité

photoprotectrice et activité antibactérienne.



Abstract

Abstract

Hydroalcoholic Extraction of the Plant Salsola kali L. and its Biological Activities

The aim of this work is to study and evaluate the chemical composition and biological
activity of the ethanolic extract of the Salsola kali L. plant from the region of Ain Taghrout.
The ethanolic extract provides a yield of 4,2%. The phytochemical study of the extract
reveals the presence of bioactive molecules such as: free quinones, cardiac glycosides,
alkaloids, tannins, phenolic compounds, flavonoids, terpenoids, mucilages, reducing
compounds, saponins with absence of coumarins, sterols, tri-terpenes and anthraquinones.
The results show clearly that the ethanolic extract has good contents of polyphenols and
flavonoids with respective levels of (120.46 £ 0.42 mg EAG /g of extract), (0.960 £ 0.027
mg EQ /g of extract). Antioxidant activity (by the DPPH free radical scavenging method)
exhibits that our plant has an average activity (ICso: 0,571+ 0.132 mg/mL), as well as the
ascorbic acid standard (ICsp: 0,153+ 0,0006 mg/mL). The antibacterial activity of Salsola
kali L. is evaluated using the disk diffusion method on agar. The results demonstrate that the
ethanolic extract exhibited weak inhibitory activity against the bacteria Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae. In addition, the photoprotective activity of Salsola kali L. is
evaluated also, the results demonstrate that the extract has a strong protective capacity
against solar rays, with a score of 39.44. Infrared spectral analysis revealed the presence of
functional groups that are responsible for reducing free radicals. Our results confirm that
Salsola kali L. can be used as a source of bioactive molecules with therapeutic properties

due to their content of phenolic compounds and their antioxidant activity.

Keywords: Salsola kali L., biological activity, antioxidant activity, photoprotective activity

and antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

En raison de I’abondance des plantes dans la nature et de leur utilisation par les
populations indigénes a des fins thérapeutiques, certaines plantes se sont imposées dans le
domaine médical. Cependant, la médecine traditionnelle englobe I'ensemble des
connaissances, compétences et pratiques fondées sur les théories, croyances et expériences
que différentes cultures utilisent pour maintenir la santé, ainsi que pour prévenir,
diagnostiquer, soulager ou traiter des maladies physiques et mentales (OMS, 2009). Cette
pratique est souvent observee au niveau des régions ou l'accés a la médecine moderne est
limité, en raison de différents facteurs tels que la pauvreté, I'éloignement géographique,
I’absence d’infrastructures adéquates, ou encore les traditions culturelles et les croyances
locales (Gerard et al., 1997).

Les plantes médicinales sont définies comme des drogues végétales dotées de pouvoirs
pharmacologiques, grace a leur composition, elles renferment une ou plusieurs molécules
biologiquement actives aux propriétés physiologiques diverses. Cependant, le corps humain
est beaucoup mieux adapté a la phytothérapie qu’a la thérapie chimique, par conséquent, elle
est largement adoptée pour ses bienfaits thérapeutiques, offrant une alternative plus douce
et naturelle aux médicaments conventionnels, en raison de son efficacité et ses effets

secondaires limités (Iserin, 2001).

Parmi les grands problémes de santé de notre époque Le stress oxydatif constitue I'un des
principaux défis, étant impliqué dans un éventail de maladies courantes, telles que
l'inflammation, le cancer, les maladies cardiovasculaires et les rhumatismes d’ou la nécessité
de trouver des solutions pour controler ce probléme (Lay et al., 2014). D’autre part et malgré
I'existence des antibiotiques pour lutter contre les microbes pathogenes; certains
champignons et bactéries continuent de causer de graves problémes de santé publique, et
I'efficacité des antibiotiques est parfois compromise en raison de I'émergence de germes
résistants (Cushnie et al., 2011). Par conséquent, les scientifiques sont intéresses par la
recherche de nouvelles molécules naturelles & partir des extraits de plantes médicinales.
Cette approche de recherche vise a exploiter le potentiel thérapeutique des plantes et a
trouver des alternatives aux médicaments traditionnels, connus pour leurs effets secondaires

multiples, dans la lutte contre de nombreuses maladies.

L'Algérie est connue pour son patrimoine végétal naturel, caractérisé par une flore

exceptionnelle de différentes familles et genres. Dans la présente étude, le choix s’est
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principalement porté sur le genre Salsola de la famille des Amaranthacées appartenant
auparavant a la famille des Chénopodiacées. En effet, 1’objectif principal de ce travail
consiste a I’évaluation des activités biologiques de la partie aérienne de Salsola kali L., a
savoir le potentiel antioxydant, photoprotecteur et celui antibactérien. Pour atteindre cet

objectif, ce travail a été divisé en trois chapitres :

e Le premier chapitre concerne une synthese bibliographique qui regroupe deux
parties
> Lapremiére a été consacree aux généralités sur Salsola kali L.
» La deuxieme se concentre sur les métabolites secondaires et leurs activités
biologiques.
e Le deuxiéme chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés afin de réaliser la
partie expérimentale de cette étude.
e Le troisiéme chapitre présente I’ensemble de résultats remportés a travers cette étude

ainsi que leur discussion.

Selon la littérature, notre travail sur la plante de la région de Ain Taghourt n’a pas été
objet d’études phytochimiques et biologiques, Salsola kali L. pourrait étre intéressante et
utilisée comme matiére premicre dans d’autres investigations plus profondes notamment

dans la fabrication des médicaments de synthese ou alors en cosmétologie.
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PARTIE | : Généralités

1. Présentation de la plante Salsola kali L.
1.1. Généralités sur les Amaranthacées

Les Amaranthacées, également connues sous le nom d'Amaranthacées, sont une
famille de plantes a fleurs qui font partie de I'ordre des Caryophyllacées. Cette famille
comprend de nombreuses espéces de plantes herbacées, annuelles ou vivaces, ainsi que
quelques arbustes (Beghami, 2013).
1.2. Repartition et habitat

Les Amaranthacées sont présentes a travers le monde, avec une plus grande
abondance dans les régions tropicales et subtropicales. Elles peuvent étre trouvées dans une
variété d'habitats, tels que les prairies, les déserts, les zones cotieres, les marais et méme les
zones urbaines. Certaines espéces sont particulieres comme des mauvaises herbes
communes dans les cultures agricoles (Beghami, 2013).
1.3. Caractéristiques générales :

Les Amaranthacées présentent plusieurs caractéristiques communes, bien que la
diversité des especes puisse entrainer des variations. Voici quelques caractéristiques
générales :

- Feuilles : Les feuilles des Amaranthacées sont généralement simples, alternes et
souvent sans pétiole (sessiles). Elles peuvent varier en forme, allant des ovales a
linéaires, et certaines especes peuvent avoir des feuilles colorées, notamment des
teintes de pourpre ou de rouge.

- Fleurs : Les fleurs sont petites et regroupées en inflorescences variées, telles que des
épis, des grappes ou des panicules. Les fleurs peuvent étre de différentes couleurs, y
compris le rouge, le rose, le jaune, le vert ou le blanc. Dans certaines especes, les
fleurs peuvent étre discrétes et peu voyantes.

- Fruits et graines : Les Amaranthacées produisent généralement des fruits sous
forme de capsules, de gousses ou d'akenes. Les graines peuvent étre petites et

produites en grand nombre (Walter et al, 2002).
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Figure 1 : La plante Salsola kali L. (luontoportti.com).
1.4. Utilisations

Certaines espéeces d’Amaranthacées ont des utilisations alimentaires, leurs graines
sont comestibles et riches en protéines. Certaines especes sont également utilisées a des fins
ornementales, en raison de leur feuillage coloré ou de leurs fleurs attrayantes (Walter et al,
2002).

De plus, certaines Amaranthacées ont été utilisées traditionnellement a des fins
médicinales dans différentes cultures. Il convient de noter que cette description générale peut
varier selon les especes spécifiques d’Amaranthacees, car la famille est assez diversifiée
(Lahondeére et Bioret, 1995).

2. Généralité sur I'espece Salsola kali L.

Salsola kali L., également connu sous le nom de soude ou de pourpier de mer, est une
plante appartenant a la famille des Amaranthacees (Amaranthaceae).
2.1. Description

Salsola kali L. est une plante herbacée annuelle, hermaphrodite, étalée, a tiges a poils
courts, striées de lignes blanches et pourpres ou blanches et vertes.

Les feuilles sont alternes, simples, étroites, cylindriques, terminées par une courte épine.
Bractées foliacées plus courte que les feuilles.

Fleurs a symétrie radiaire, vertes, teintées de rose ou de blanc, solitaires ou groupées par
2 ou 3 en épis dépassés par les bractées foliacées. Périanthe a 5 tépales soudés entre eux dans
leur partie inférieure, portant sur le dos une aile membraneuse, parfois trés petite. Ovaire
supere.

Fruits, akénes membraneux, entourés complétement par le périanthe qui s’est agrandi a

la fructification (Servais et Seba,2019).
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2.2. Répartition géographique

Salsola kali L. est originaire des régions cétiéres de I'Europe, de I'Asie et de I'Afrique
du Nord. Elle s'est répandue dans d'autres régions du monde et est considérée comme une
plante envahissante dans certaines parties de I'Amérique du Nord, de I'Australie et d'autres
régions ou les conditions lui conviennent (Beghami, 2013).

Il convient de noter que la distribution de Salsola kali L. peut varier en fonction des
conditions climatiques, des perturbations humaines et d'autres facteurs environnementaux.
2.3. Utilisations

Dans certaines régions, Salsola kali L. est utilisée comme plante fourragere pour le
bétail, car elle peut tolérer des conditions difficiles. Elle peut également étre utilisée pour
stabiliser les sols dans les zones cdtiéres ou les terrains arides.

Il est important de noter que Salsola kali L. peut étre considérée comme une mauvaise
herbe dans certaines régions ou elle est envahissante et des mesures de gestion peuvent étre
nécessaires pour contréler sa propagation et prévenir les impacts négatifs sur les écosystémes
natifs.

Salsola kali L., également connue sous le nom de soude maritime ou de soude brilée, a
été utilisée a diverses fins a travers I'histoire. Voici quelques-uns des usages de Salsola kali
L.:

> Alimentation :

Dans certaines cultures, les jeunes pousses et les feuilles de Salsola kali L. sont consommées
comme légumes comestibles. Cependant, il est important de noter que ces parties de la plante
contiennent naturellement du sel, il est donc nécessaire de les préparer correctement avant

de les consommer.
> Production de soude :

Les cendres de Salsola kali L. étaient traditionnellement utilisées pour produire de la soude,
d'ou son nom commun de "soude maritime™ ou "soude bralée". La soude est un ingrédient

utilisé dans la fabrication du savon et dans d'autres processus industriels.
» Utilisation médicinale :

La Salsola kali L. est utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter diverses affections.
Notamment les troubles gastro-intestinaux, les infections respiratoires, les troubles

hépatiques et rénaux, ainsi que pour soulager la douleur et I'inflammation. Cependant, il est
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important de noter que la consommation de plantes médicinales doit étre supervisée par un

professionnel de la santé qualifié (Ferreira, Pinto et al., 2022).

Quelques utilisations médicinales de la plante Salsola kali L. (Sawtschuk, 2010) :

Traitement des troubles gastro-intestinaux : La plante est souvent utilisée pour
soulager les douleurs d'estomac, les troubles digestifs et la constipation. Les peuples
autochtones de la région du Rif, au nord du Maroc, utilisent la plante entiere de
Salsola kali L. en infusion pour traiter les troubles du systéme digestif.
Soulagement de I'asthme : Certains herboristes traditionnels recommandent
I'utilisation de Salsola kali L. pour soulager les symptdmes de I'asthme et de la
bronchite.

Traitement de I'hypertension artérielle chez les personnes souffrant d'hypertension.
Soulagement de la douleur : Salsola kali est utilisée pour soulager la douleur causée

par l'arthrite, les maux de téte, les douleurs menstruelles et autres douleurs.

Il est important de noter que la plante Salsola kali L. peut causer des effets secondaires

indésirables, tels que des nausées, des vomissements, des étourdissements et des maux de

téte. De plus, la plante peut interagir avec certains médicaments, il est donc important de

consulter un professionnel de la santé avant d'utiliser Salsola kali L. a des fins médicinales.

> Utilisations environnementales :

En raison de sa capacité a tolérer les sols salins, Salsola kali L. est parfois utilisée pour la

réhabilitation des sols salins ou dégradés. Elle peut aider a prévenir I'érosion des sols et

favoriser la restauration des écosystémes cotiers. (Quezel, 2000).

3. Substances bioactives de Salsola kali L.

Alcaloides : doués de propriétés pharmacologiques importantes, Salsola kali L.
contient plusieurs alcaloides différents, notamment la Salsoline et la Salsolidine.
Flavonoides : a potentiel antioxydant et anti-inflammatoire, Salsola kali L. contient
plusieurs flavonoides, notamment la Quercétine et la kaempférol. (Stevanovic,
Stankovic et al. 2019 ; Ferreira, Pinto et al. 2022).

Saponines : composés glycosuriques qui ont des propriétés moussantes et sont
largement utilisées dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique. Les saponines

sont omnipresentes dans de nombreuses plantes, y compris la Salsola kali L..
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- Acides aminés : Salsola kali L. contient également une quantité importante d'acides
aminés, notamment la lysine, la leucine et la valine.
- Minéraux : Salsola kali L. est également riche en minéraux tels que le sodium, le

potassium, le calcium et le magnésium (Quezel, 2000).
Ces substances bioactives peuvent avoir des effets bénéfiques en agissant comme

antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et hypoglycémiants (Hameed, Ghani et

al., 2023).
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Chapitre 11 Les métabolites secondaires et les activités biologiques

Partie Il : Les métabolites secondaires et leurs activités biologiques

1. Les métabolites secondaires
En plus du métabolisme primaire omniprésent chez les étres vivants, les plantes possedent
un métabolisme secondaire qui leur permet de produire et d'accumuler des composés de
nature chimique trés diverse. Les composés issus du métabolisme secondaire sont dits
métabolites secondaires. (Gonzalez et al., 2019).
En raison de leurs diverses propriétés biologiques et physico-chimiques, les métabolites
secondaires représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans
le domaine de la pharmacologie, 1’agroalimentaire, la cosmétologie et en dermopharmacie,
soit a travers I’emploi des plantes médicinales, ou a travers 1’'usage de molécules purifiées
ou issues d’hémisynthéses chimiques. (Ahmed et Seghiri., 2019).
1.1. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires dépassent 100.000 substances identifiees et ils appartiennent
a trois classes principales : les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides.
(Ahmed et Seghiri., 2019).
1.1.1. Composés phénoliques
Ce sont des composés chimiques contenant un groupe hydroxyle directement attaché a un
hydrocarbure aromatique. Chimiquement, les composés phénoliques sont un groupe trés
diversifié de métabolites secondaires. Le représentant le plus simple de cette classe est le
phénol.
» Classification des polyphénols :
Les composés phénoliques sont classés en phénols simples, coumarines, flavonoides,

tanins... (Gonzalez et al., 2019).

Figure 2 : Structure de phénols

a) Phénols simples et les acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont répartis en deux grandes classes : il y’a
d’une part les acides benzoiques en C7 : (C6-C1) et d’autre part les acides cinnamiques en
C9 : (C6-C3) (Markaoui., 2010).
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Acides phénols dérivés de 1’acide benzoique (C6-C1) : tres présent dans le regne végétal soit
sous forme libre ou sous forme combinée a 1’état d’ester ou d’hétéroside, ex : Acide p-
hydroxy benzoique, Acide salicylique.
Acides phénols dérivés de ’acide cinnamique (C6-C3) : ils présentent une distribution trés
large dans le regne végétal, le plus souvent estérifies, ex : acide caféique (Sahraoui.,
2009).
b) Les coumarines

Les coumarines sont une classe de métabolites secondaires, dérivés naturels de la
benzopyrane (Onder., 2020). On les trouve le plus souvent dans divers composés a base de
plantes tels que le mélilot, I'huile de lavande, I'aspérule des bois et les feves tonka ainsi que
dans diverses plantes comestibles comme les fraises et le céleri. (Garrard., 2014).

Les coumarines ont des activités antithrombotiques, anti-inflammatoires et
vasodilatatrices (Bor et al, 2016).

R6 > 2
X
R7 0o
RS

Figure 3 : Structure de coumarine

c) Les flavonoides
Les flavonoides sont un groupe de substances naturelles aux structures phénoliques
variables, se trouvent dans les fruits, les Iégumes, les céréales, I'écorce, les racines, les tiges,
les fleurs, le thé et le vin. (Kopustinskiene et al., 2020).
Les flavonoides sont maintenant considérés comme un composant indispensable
dans une variété d’applications pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Ceci est
attribué a leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimutagenes et

anticancérigenes couplées a leur capacité a moduler la fonction d'enzymes cellulaires clés
(Karak., 2019).
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2 OH

Figure 4 : Structure de flavonoide

d) Les tanins
Les tanins sont un groupe de polyphénols solubles dans I'eau ayant des poids moléculaires
de 500 a 3 000 qui sont subdivisés en tanins condensés et hydrolysables (Han et al., 2007).
- Les tanins condensés
Ce sont des composés polymeres non hydrolysables, issus de la polymérisation d’unités
flavan-3-ols (sous forme d'oligomeres). Cette condensation leur confére une structure

voisine a celle des flavonoides (Saidi., 2019).

=121

Figure 5 : Structure chimique typique des tannins condensés

- Les tanins hydrolysables :
Ce sont des esters d’acide gallique et de monosaccharides, le plus souvent le glucose.
Comme leur nom I’indique, ils sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes

(tannasse) en pyrogallol. (Moufida., 2020).

O (=T

Cib

Figure 6 : Structure chimiques typiques des tannins hydrolysables
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1.1.2. Les terpénoides

Les terpenes doivent leur nom a Kekulé (ter=térébenthine ; péne=pin). Ce sont des
composés formés de I'assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques (2-méthylbuta
1,3-diéne), unité composée de cing carbones isopréniques (Alloun., 2019).
1.1.3. Les saponines

Les saponines sont des métabolites secondaires fréquemment retrouvees dans les
plantes et les organismes marins. Elles sont considérées comme des surfactants naturels,
c¢’est-a-dire des molécules amphiphiles qui sont capables de diminuer la tension superficielle

d’une solution aqueuse, ce qui en fait donc de bons composés moussants. (Pierra., 2020).
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Figure 7 : Structure d’une saponine

1.1.4. Composes azoteés (les alcaloides)

Les alcaloides constituent une classe des composés organiques qui contient des
bases azotées. lls sont principalement synthétisés en tant que métabolites secondaires dans
les plantes et les champignons, et ils disposent un large éventail de bio-activités (Roy.,
2017). lls comptent parmi les substances végétales les plus diverses, les plus efficaces et

les plus importantes sur le plan thérapeutique (Casciaro et al., 2020).

] b

Ephedrine

R,

Cafeme Cocaine Atropine

Figure 8 : Exemples des alcaloides (Dunet, 2009)
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1.1.5. Les quinones

Les quinones sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques et qui sont caractérises par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5-diénique (para
quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5-diénique

(orthoquinone). Ils sont issus de 1’oxydation de phénols (Bruneton, 2010).

O

O

Figure 9 : Structure chimique des quinones (Boulberhane et Nabti, 2017).

- Propriétés des quinones :

Certains dérivés a savoir, la plastoquinone et l’ubiquinone, sont des transporteurs
d’¢électrons. De plus, les quinones sont doué du pouvoir de complexer certains acides aminés
ou des protéines en les rendant inactives grace a leur potentiel de fournir des radicaux libres
d’ou leurs diverses activités antibactériennes. Certains nombres d’entre elles tels que la
thymoquinone sont antioxydantes, antiinflammatoires, antihémorragiques (naphtogquinone
la vitamine K) et neuroprotectrices. (Gilbert et Norris, 1968).

1.1.6. Stéroides et triterpénes

Chez les plantes plus de 4000 triterpénoides ont été isolés. Ces derniers sont des
précurseurs des stéroides. Les stéroides rentrent dans la composition de la membrane chez
les plantes. Les triterpénes et les stéroides sont libres sous forme de glycosides ou sous
d’autres formes combinées. (Seigler, 1998).

Le terme triterpene & 30 atomes de carbones sont regroupés en six unités isoprényliques.
Selon les especes végétales, ils sont principalement stockés dans les mitochondries, les
microsomes ou les chloroplastes des cellules. Ces produits et leurs dérivés glycosylés jouent
un role crucial dans la protection de la plante contre les insectes, les champignons et les
bactéries. De plus, de nombreux tétranortriterpenes dérivés de squelettes d’apotirucallane,
en perdant une fraction isobutylique, ont prouvé leur activité anti herbivore.

Les stéroides possedent une architecture de cyclopentane entiérement ou partiellement

réduit, portant parfois des groupes méthyliques a C-10 et C-13. Cependant, 1’épine dorsale
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de la chaine latérale au C-17, sa longueur et la stéréochimie de certains de ses centres chiraux
conduisent a différents squelettes stéroides (Sandjo et Kuete, 2013).
1.1.7. Les anthraquinones

Plus de 700 structures d’anthraquinones ont été identifiés a ce jour, dont environ 200 sont
produites par les plantes, le reste provenant de lichens et de champignons (Seigler, 1998 ;
Duval et al, 2016). Les anthraquinones sont omniprésents dans toutes les parties des plantes,
la majorité étant produite a partir de anthracénedione (Khan et al, 2011 ; Chien et al., 2015).
On les retrouve également dans notre alimentation comme les pois, le chou, la laitue et les
feves (Dave et Ledwani, 2012). Suite a leur large gamme d'applications, les anthraquinones
et leurs dérivés comptent parmi les molécules les plus utilisées dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques. Selon Malik et Muller (2016), les anthraquinones
possédent des activités antioxydantes, antitumorales (Huang et al., 2007 ; Chien et al.,
2015), Anti-inflammatoires (Khan et al., 2011 ; Chien et al., 2015), diurétiques (Davis et
al., 1986), antifongiques (Wuthiu-domLert et al., 2010), antibactériennes (Fasso et al.,
2012) et antimalariales (Winter et al., 1996).

2. Les activités biologiques
2.1. L’activité antioxydante

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfere des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructrices (Beta et al., 2005). La production de ces
radicaux au niveau cellulaire est étroitement contrdlée par un énorme systéme de défense dit
systeme antioxydant. Cependant, une surproduction de radicaux libres d'un c6té et (ou) une
déficience du systeme antioxydant de I'autre c6té, conduira a une augmentation significative
de la production de ces radicaux, qui submergent la défense antioxydante et imposent un
stress oxydatif pour le systeme physiologique (Kebili, 2016).

L’activité antioxydante est I’habilit¢ d’un composé (dit antioxydant) a inhiber la
dégradation oxydative d’un substrat telle que la peroxydation des lipides et des protéines
(Pellegrini et al., 2003 ; Roginsky et Lissi, 2005). Cet antioxydant a pour role d'empécher
les radicaux libres d'atteindre leurs cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur
chimique (Gardes-Albert et al., 2003).

2.1.1. L’antioxydant
Les antioxydants sont definis comme « toute substance qui en faible concentration
par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit I’oxydation de ce substrat

». Dans ’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante : les
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enzymes antioxydantes directement synthétisées par 1’organisme (superoxyde dismutases,
glutathion peroxydases, catalase...) et les composés anti-oxydants d’origine exogéne c'est-
a-dire alimentaire (les vitamines A, C et E ; les caroténoides comme le lycopéne et la lutéine
; la taurine ; les polyphénols ; certains minéraux et oligoéléments comme le magnésium, le
zinc, le sélénium et le manganése). Ces systemes anti-oxydants interviennent en protégeant
les cellules des dommages oxydatifs induits par les radicaux libres. Le principe de leur
emploi pour prévenir 1’apparition et le développement de certaines maladies dans lesquelles
sont impliqués des phénomeénes oxydatifs semble séduisant (Halliwell,1999).

» Classification

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation
cellulaire et leur origine. On distingue deux grandes classes : Les antioxydants enzymatiques

et non enzymatiques.

Antioxydant

Antioxydénts enzymatiques = > Antioxydants non enzymatiques

Enzyme primaire SQD, ‘

Catalase, Glutathion Minéraux: Zinc. Sélénium < ~ Vitamines (A, C. E.K)
peroxydase
Caroténoides : B- caroténe, lycopéne, | Les composes
- lutéine, Zéaxanthine 1 organosulfurés:
Enzyme secondaires -
Glutathion réductase, } Indoles, allyles sulfites
—=| déshydrogénase glucose- Antioxydants de faible poids

6-phosphate moléculaires Glutathion, acide ‘

urique Cofacteurs antioxydants

Cofacteurs

Les composés phénoligques

Flavonoide - | .| Acides hydroxycinnamigues
Flavanols 1 5 Isoflavanes Acides hydroxy-benzoigues
| Acide gallique
Flavonols .
e I Iso flavones
Flavanones | <———> Anthocyanidine Acides hydroxycinnamigues
Acide féruligue p- coumarique .

Figure 10 : Classification des antioxydants (Ratnam et al,2006).
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» Meécanisme d’action
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygéne

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Joél et al, 2019).
D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques (cas de dérivés du
phénol).

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation
par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygene
moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent 1’initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de
I’oxygene singlet pour la transformer en chaleur (YYaacoub, 2009 ; Hellal, 2011)

2.1.2. Le stress oxydatif et les radicaux libres

2.1.2.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini par la production excessive de molécules pro oxydantes
appelées radicaux libres, ou une insuffisance du mécanisme antioxydants. Il correspond a un
déséquilibre entre génération d’especes réactive de 1’oxygene et les défenses antioxydantes
de I’organisme, en faveur des premiers (ElI-Houcine et al,2013).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
des radicaux libre (Nathalie et al.,2010)

- L’origine du stress oxydatif :

La rupture d'équilibre entre le systeme pro-oxydant et antioxydant peut provenir d'une
défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs antioxydants apportés par la
nutrition, comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents en quantité limitée dans
I'alimentation. La mauvaise adaptation peut résulter d'anomalies génétiques responsables
d'un mauvais codage d'une proteine soit enzymatiquement antioxydant, soit synthétisant un
antioxydant (comme le gamma glutamyl synthétase produisant le glutathion), soit régénerant

un antioxydant. Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs
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et affecte un tissu ou un type cellulaire bien précis et non pas tout I'organisme
(Bensakhria,2018).
- Les conséquences du stress oxydatif :

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides), mais
aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites
libérés notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des
auto-anticorps créant une troisiéme vague d‘attaque chimique (Favier, 2003).

Le stress oxydatif est la principale cause de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré. Ainsi, le stress oxydatif est aussi un des facteurs potentialisant
I’apparition de maladies plurifactorielles telles le diabete, I’ Alzheimer, le rhumatisme et les
maladies cardiovasculaires, (Halliwell;2013).
2.1.2.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
ou plusieurs non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules
les plus stables pour apparier son électron.

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles
pour I’organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/ pro-oxydants est en équilibre (Dahan et al.,2023). Dans des conditions
normales ils sont générés en faible quantité et jouent un rdle de messagers secondaires
capables notamment de réguler le phénoméene de 1’apoptose ou d’activer les facteurs de

transcription (Haleng et al, 2007).
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Alimentation Défence enzymatique
vitamine C et E, carotenoides, glutathion peroxydase, catalase
polyphenols... superoxyde dismutase
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Figure 11 : Balance radicaux libres/ antioxydants (Desmas;2020).

- Origine :

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de 1’oxygeéne échappe a sa
réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la production
de radicaux libres oxygénés (Chu et al, 2010).

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories les
sources endogénes ou les radicaux libres sont des produits des réactions de 1’organisme, et
les sources exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactifs
chimiques, les solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005).
2.2. L’activité antibactérienne
Les plantes médicinales sont connues pour leur capacité a produire des composés
spécifiques naturellement toxiques pour les bactéries (Basile et al, 1999 ; Rauha, 2000).
Les extraits de plantes ont de multiples modes d'action contre différentes souches
bactériennes et ils sont efficaces contre un large spectre de micro-organismes pathogeénes et
non pathogénes, mais généralement leur action se déroule en trois étapes (Dorman, 2000) :
- Les extraits de plantes attaquent la paroi bactérienne, entrainant une permeabilité
accrue suivie d'une perte de composants cellulaires ;
- Acidification de l'intérieur des cellules, entravant la production d’énergie cellulaire
et la synthése des composants cellulaires et structuraux.

- Destruction du matériel génetique, provoquant la mort des bactéries.
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Quand on parle d'activité antibactérienne, on distingue deux actions :

e L'activité létale (bactéricide) est la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définies.

e L'inhibition de la croissance (bactériostatique) est l'inhibition temporaire de la
reproduction de la population (Hammer, 1999).

L'activité biologique des extraits de plantes est liée a leurs constituants chimiques, aux
groupes fonctionnels de la plupart des composés (alcools, phénols, terpenes et cétones) et a
leurs effets synergiques (Dorman, 2000).

2.3. L’activité photo protectrice
La photoprotection correspond a I'ensemble des moyens naturels et/ou artificiels capables
de s'opposer aux effets déléteres du soleil. Elle est naturelle ou artificielle ;

- Naturelle : par un ensemble de mécanismes assures par le corps notamment par :
I’épaississement de la peau formant une barriére cutanée, la réaction par la mélanine
de la peau (selon le phototype des sujets), la biodisponibilité des caroténoides et les
molécules antioxydantes (préviennent la photodégradation des membranes
cellulaires, en acceptant les radicaux libres formés). Cette protection est individuelle,
et elle est sous contrdle génétique (Bouysse, 2002).

- Artificielle : regroupe la photoprotection physique qui est vestimentaire, et la
photoprotection chimique qui est 1’utilisation de produits de protection solaire (PPS).
De plus, dans certains cas de photodermatoses (affections de la peau déclenchées ou
aggraveées par le soleil comme 1’urticaire solaire), une photoprotection interne qui
consiste en l'absorption par voie orale de médicaments est jugée nécessaire
(Jantzen,2018).

2.3.1. Le rayonnement solaire

La présence du soleil est essentielle & la vie sur terre, mais une exposition excessive,
prolongée, fréquente ou précoce peut présenter des risques pour la santé. A long terme, son
rayonnement, notamment les ultraviolets (UV), peut causer divers dommages (Jérémie et
al., 2018).

Le rayonnement solaire est compose, entre autres, de rayons ultraviolets C (ne traversent
pas la couche d’Ozone), de rayons ultraviolets B (de longueur d’onde plus courte) ‘rayons
UVB’ et de rayons ultraviolets A (de longueur d’onde supérieure) ‘rayons UVA’.
L’inflammation de la peau (coup de soleil) et le rougissement qui s’ensuit (érythéme) sont
principalement causes par les rayons UVB. Quant au risque de cancer, bien que les rayons
UVB constituent le principal facteur, le danger que présentent les rayons UVA ne peut étre
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négligé. De plus, les rayons UVA sont une cause de vieillissement cutané prématuré. La
recherche semble indiquer également qu’une exposition excessive aux rayons UVB et UVA
agit sur le systéme immunitaire de 1’organisme (Jantzen,2018).

» Effets du rayonnement UV sur la santé :

Effets bénéfiques : des effets a courts termes comme 1’épaississement de la peau
constituant ainsi une photoprotection naturelle ; effet sur I’humeur ou le rayonnement permet
de conserver une bonne humeur (par le biais de la peau qui joue un r6le dans sa modulation) ;
la synthése de la vitamine D nécessaire pour multiples réactions dans le corps (Briard,
2019).

Effets délétéres : la surexposition aux rayonnements solaires peut étre néfaste en causant
différents problemes de santé (Cancers cutanes, vieillissement cellulaire, dépression du
systéeme immunitaire, érytheme actinique ou le coup de soleil et les coups de chaleurs).
L'objectif de l'exposition au soleil est de trouver un équilibre entre une insuffisance
d'exposition, associée a des pathologies osseuses et une carence en vitamine D, et une

exposition excessive, liée a des pathologies cancéreuses (Briard,2019).

B g i i S

Rayons Rayons Ravons \l/ Rayons Ravyons Ondes
cosmiques gamma X Rayons ultraviolets visibles infrarouges Radio
-

U\'C‘/U\\’BN UVA

(100-280 nm) (280-315nm) (315400nm)

Couche
d’ozone

Figure 12 : Spectre des radiations électromagnétiques du soleil et diffusion a travers la
peau (Césarini et Robert, 1985).
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2.3.2. Notion FPS
Le Facteur de Protection Solaire (FPS), également dénommé I’indice de protection

d’une créme solaire ou encore Sun Protection Factor (SPF), est une mesure d’efficacité de
celle-ci contre les coups de soleil induits par les UVB. 1l a la méme signification dans tous
les pays.
Le facteur de protection solaire a été défini de la maniére suivante : c’est le rapport entre la
dose érythémale minimale sur une peau protégée par un produit de protection solaire et la
dose érythémale minimale sur la méme peau non protégée. Le SPF traduit I’augmentation
du temps d’exposition nécessaire pour induire un érytheme lorsque la peau est protégée
(Jantzen,2018).
2.3.3. Les produits de protection solaire

Les produits de protection solaire sont composés d’excipients et de molécules
actives, constituant une protection induite pour la peau face a 1I’exposition solaire. Peuvent
étre des filtres ou des écrans ; leur but est de limiter le rayonnement UV pénétrant la barriere
cutanée.

Les filtres sont des substances chimiques de synthése qui absorbent I’énergie
lumineuse en fonction de leur spectre d’absorption. Les écrans sont des poudres inertes qui

réfléchissent et diffusent les ultraviolets, le visible et I’infrarouge (Briard,2019).
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Chapitre 11 : Etude expérimentale

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie a I’université
Abbes-LAGHROUR Khenchela, pendant le mois de février 2024. Elle comporte deux
parties :

16 partie :
- Préparation d’extraits aqueux et éthanolique de la partie aérienne de la plante Salsola
kali L..

- Analyse phytochimique qualitative, dosages des polyphénols totaux et des

flavonoides.

- Analyse par FT-IR.
2¢me partie :

- Etude de quelques activités biologiques de notre extrait : ’activité antioxydante,

I’activité antibactérienne et l'activité photoprotective.
Les objectifs :
Les objectifs de I'extraction éthanolique de la plante Salsola kali L. et ses activités
biologiques peuvent inclure :
. Identifier les composés chimiques présents dans la plante Salsola kali L.
a partir de I'extrait éthanolique.
. Evaluer les propriétés pharmacologiques et biologiques des extraits
éthanoliques de la plante, telles que les activités antioxydantes, photo

protectrice et antibactérienne.

1. Matériel
1.1. Produits utilisés

Tableau 1. Les réactifs chimiques et solvants utilisés.

Substance Symbole chimique Source
Acétone CsHesO LIOFILCHEM
Chlorure d'aluminium AICl3 CONDA
Chlorure ferrique FeCls LIOFILCHEM
Anhydride acétique C4HeOs GPR RECTAPUR
Chlorure d'hydrogene HCI LABOSI
Ethanol C:HsO BIOCHEM
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Méthanol CHs3-OH BIOCHEM
Acide sulfurique H2SO4 LOBAL
Chlorure d'aluminium AICl3 CONDA
Carbonate de sodium Na2COs FLUKA
Acétate de potassium CH3COOK LOBAL
Ammoniaque NH4OH LIOFILCHEM
Hydroxyde de sodium NaOH SPECILAB
Molybdéne/ Molybdate MoO?*/MoO4* BIOCHEM
Chloroforme CHCls LABOSI
Diméthylsulfoxyde C2HsOS BIOCHEM
Réactif de Folin- Cioclateu H3PW12040 / H3PM012040 SIGMA
(Acide phosphotungstique et Acide
phosphomolybdique)
DPPH (2,2-diphényl 1- CisH12NsO SIGMA
picrylhydrazyle)
Nitrate d’argent AgNO3 ALFA AESAR
Citrate de sodium tribasic dihydraté NazCeHs07.2 H20 FLUKA
Diclofénac 75 mg/3 mL C14H11CI2NO2 SAIDAL
Eau distillé H20 Laboratoire

1.2.Appareillage

Parmi I’appareillage utilisé :

e Balance analytique [Hahnvapor (KIT LAB)]
e Rota vapeur [Hahnvapor (KIT LAB)]
e Balances électriques [VAPOUR LINE]

e Autoclave [VAPOUR LINE]
e Etuve [MEMMERT]

e Plaque chauffante [SCI LOGEX]

o Réfrigérateur [LIEBHERR]
e Vortex [VELP]
e Bain Marie MEMMERT]

e Spectrophotométre UV-Vis [spectrum SP-UV 2005]
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e pH-metre [Hanna instruments]

e Agitateur magnétique [SCILOGEX]

e Pompe a vide

e Micro pipettes

e Verreries

e Chambre d’observation UV « 264/365 nm » [VILBER LOURMAT]
e Balance [KERN PCB]

1.3. Matériel biologique
1.3.1. Matériel végétal

» Récolte :
Le mateériel végétal (feuilles) a été collecté de la municipalité d'Ain Taghrout, Wilaya

de Bordj Bou Arreridj, 36°08'15.8" nord, 005°02'57.1" est. Altitude : 932 metres. La
municipalité est située a 33 kilometres a I'ouest de la ville de Sétif et a 32 kilometres de la
capitale de la province de Bordj Bou Arreridj, et a une distance de 267 kilometres au nord-

est de la capitale algérienne. La récolte a été faite le mois d’Octobre en 2023.

Figure 13 : Localisation géographique de la zone de récolte de Salsola kali L. (Google
maps, 2024).
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Figure 14: La plante Salsola kali L..

2. Méthodes
2.1. Séchage et Broyage

Apreés la récolte, la plante est séchée, aprés avoir été préalablement nettoyée de toute
poussiere et autres impuretés a température ambiante et dans un endroit ombragé et bien
ventilé pendant plusieurs jours. Les feuilles séchées obtenues sont ensuite broyées a l'aide
d'un moulin électrique jusqu'a obtenir une poudre fine et homogéne. La poudre obtenue est
stockée hermétiquement dans un emballage a température ambiante, dans un endroit sec et
protége de I'numidité et de la lumiére jusqu'a son utilisation en laboratoire.

Les différentes étapes réalisées dans cette étude sont : préparation de ’EESK, étude
qualitative par un screening phytochimique, étude quantitative par le dosage des flavonoides,
des polyphénols, puis 1’évaluation in vitro des activités : antioxydante, antibactérienne et
photo protective de ’EESK.
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Figure 15 : Plan général de la partie expérimentale.
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2.2. Préparation de I’extrait

Différentes méthodes d’extractions peuvent étre adaptées a 1’extraction des composés
naturels. Parmi celles-ci nous avons choisi la macération, une technique simple et facile a
mettre en ceuvre.

» Extraction solide-liquide (Macération)

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase qui
contient la matiére a extraire « solide », et un solvant d’extraction « liquide ». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans
un solvant (Chemat, 2014).

100 grs de poudre dans 1 L de solution d'éthanol/eau distillée dans un rapport 7/3 pendant
24 heures a température ambiante. L’ opération a été répétée trois fois. Apres filtration a I'aide
d'une pompe a vide, le premier filtrat est placé dans un appareil Rotavapor a 40 °C pour
séparer le solvant organique de I'extrait.
2.3.Calcul du rendement
Le rendement de I’extrait a été calculé par la formule suivante :

Equation 1 Le rendement de I’extrait
Rendement % = mo /m1 x 100

e Mo : Masse en gramme de I’extrait brut évaporé ;

e mq: Masse en gramme de la matiére végétale initiale seche.

2.4.Tests phytochimiques
L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques
présentes dans I’extrait préparé par des réactions de coloration, de précipitation et des
observations sous lumiére ultra- violette. Ces tests ont été répétés trois fois ont été réalisés
selon les techniques décrites par : Harbone, (1998) ; Bruneton, (1999).
» Tanins
Dans un tube a essai, nous avons introduit 2 mL de I’extrait a analyser avec 0,5 mL d’une
solution aqueuse de chlorure de fer (FeCls) a 1%. La présence des tanins est dévoilée par
une coloration verdétre ou bleu-noiratre. (Bruneton, 1999).
» Flavonoides : Test de Shinoda
Macérer 10 g de la poudre seche dans 150 mL d’HCI dilué a 1% pendant 24h, filtrer et

procéder au test suivant : prendre 10 mL du filtrat, le rendre basique par 1’ajout du NH4OH.
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Un test positif est révélé par ’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de
tube a essai (Bruneton, 1999).
» Coumarines : Fluorescence UV
Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 mL d’extrait avec 0,5 mL de I’hydroxyde
d'ammonium (NH4OH) a 10%. Un deuxieme tube non traité par NH4OH a été preparé pour
servir comme témoin. Apreés dépot d’une goutte sur un papier filtre, ’apparition d’une
fluorescence intense, sous lumiere ultra-violet (366 nm) indique la présence des coumarines.
(Bruneton, 1999).
» Quinones libres
Dans un tube a essai, nous avons ajouté 5 mL de I’extrait & 0,5 mL de soude (NaOH) a 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet révele la présence des quinones
libres. (Bruneton, 1999).
» Anthraquinones
Dans un tube a essai, nous avons introduit 5 mL de I’hydroxyde d'ammonium (NHsOH
10%) avec 5mL d’extrait. Apres agitation, la présence des anthraquinones est indiquée par
une coloration violette. (Bruneton, 1999).
» Alcaloides
La mise en évidence des alcaloides a été effectuée par une réaction de précipitation en
présence des réactifs des alcaloides (Mayer et Wagner). A 1 mL d’extrait, on a ajouté
quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCl 1%), puis la solution est divisée en deux
volumes égaux. On a introduit 0.5 mL de réactif de Mayer dans le premier tube, et 0.5 mL
de réactif de Wagner dans le deuxieme tube. La formation d’un précipit¢ blanc ou brun
respectivement dans les deux tubes révele la présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
» Stérols et triterpenes : Test de Liebermann-Burchard
A 5 mL d’extrait, on a ajouté 0,5 mL d’anhydre acétique et 0,5 mL d’acide sulfurique.
Apres incubation de 15 min, ’apparition d’une couleur mauve, verte ou violette indique un
test positif (Bruneton, 1999).
» Terpénoides : Test de Salkowski
Dans un tube a essai on a introduit 5 mL d’extrait, 2 mL de chloroforme et 3 mL d’acide
sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marronne a 1’interphase

indique la présence des terpénoides (Bruneton, 1999).
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» Saponosides : Test de mousse
Dans un tube a essai, 10 mL d’extrait ont été agité énergétiquement pendant 15 secondes
puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm
indigue la présence de saponosides (Bruneton, 1999).

» Composés réducteurs

Un volume de 1 mL d’extrait a été mélangé avec 2 mL de la solution de Fehling (1 mL
de la liqueur de Fehling A et 1 mL de la liqueur de Fehling B), puis incubé au bain marie
bouillant pendant 8 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’un précipité rouge-
brique (Bruneton, 1999).

» Mucilages

Introduire 1 mL de décocté dans un tube a essai, puis 5 mL d’alcool absolu est ajouté.
L’obtention d’un précipité floconneux apres agitation indique la présence de mucilages
(Bruneton, 1999).

» Glycosides cardiaques :

Deux mL de chloroforme est ajouté a 1 mL de I’extrait, ’apparition d’une coloration
brun-rougeatre apres 1’ajout de H2SOs indique la présence des glycosides cardiaques
(Bruneton, 1999).

» Test des composés phénoliques

0,1g de chaque extrait a été dissout dans 3mL de méthanol et 5 gouttes de FeClz a 2%y
ont été ajoutées. La présence des composés phénoliques a été marquée par I'apparition de la
couleur bleue-verdatre (Bruneton, 1999).

2.5. Dosage des polyphénols totaux
a. Principe

La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est un mélange
de complexes de 1’acide phosphotungstique (HsPW12040) et 1’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation
décomposée phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe
molybdéne -tungsténe de couleur bleu. La coloration produite absorbe a un maximum
compris entre 725 et 760 nm, et est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente
dans les extraits végétaux (Bizot et charpentier, 2006 ; Vermerris et Nicholson, 2006).
b. Mode opératoire

Ce dosage a été réalisé selon la méthode décrite par Wong et al. (2006).
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A. Préparation de I'échantillon :
1. Préparer un extrait éthanolique a 10 mg/mL.
2. Préparer une décoction / infusion a 20 mg/mL ; Peser 20 mg/2 mL (10 mg/mL) en
double.
B. Réaction :
1. Mélanger 100 pL de chaque dilution avec 200 pL de Réactif de Folin et agiter.
2. Ajouter 2 mL d'eau distillée et 1 mL de Na.COs (15%) et agiter a nouveau.
3. Incuber dans I'obscurité pendant 2 heures.
4. Apres l'incubation, lire la réaction a 765 nm.
Blanc :
- Mélanger 100 mL de méthanol avec 200 mL de Réactif de Folin et agiter.
- Ajouter 2 mL d'eau distillée et 1 mL de Na2COs (15%) et incuber pendant 30 minutes.
2.6. Dosage des flavonoides totaux
La détermination quantitative des flavonoides d’EESK est élaborée par la méthode
colorimétrique de (Dejdanne et al.,2006).
a. Principe
La méthode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces
composés a former des complexes chromogénes avec le chlorure d’aluminium (AICl3) et
Acétate de potassium (CHsCOOK), qui donne a la solution une coloration jaunatre dans
I’absorption maximal et la longueur d'onde A=430 nm, contre un témoin préparé dans les
mémes conditions et ne contenant pas 1’extrait de Salsola kali L..
b. Mode opératoire
1. Préparation de la solution de d'extrait :
- Mélanger 2,5 mg d'extrait avec 2,5 mL d’éthanol pour obtenir une concentration de 1
mg/mL.
2. Préparation des échantillons; Faire des dilutions pour obtenir des concentrations
différentes.
3. Réaction chimique :
- Réagir 0,00125 g d'AlClz avec 1,25 mL d'éthanol pour produire AIClIz.
- Réagir également 0,1227 g de CHsCOOK avec 1,25 mL d’éthanol.
4. Dilution des échantillons et réactifs :
- Diluer chaque échantillon a raison de 250 pL avec répétition +750uL d'eau distillée +50
mL d'AICI3 +50 mL CHsCOOK +1,4 mL H:O.
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5. Incubation :
- Incuber pendant 30 minutes.
6. Mesure spectrophotométrie :
- Mesurer I'absorbance a la longueur d'onde 430 nm.
7. Controle blanc :
- Préparer un blanc en mélangeant un volume équivalent a I'échantillon sans extrait +50uL
AICI3; +50 mL CHsCOOK.
c. Expression des résultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y=a x +b) realisée par un standard étalon "la quercétine™ a différentes concentrations
dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgrammes
d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
2.7. L’activité antioxydante
» Meéthode du DPPH

a. Principe
Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) est généralement le substrat le

plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa
stabilité en forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse (Bozinet et al., 2008).
b. Mode opératoire

Le DPPH- (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH
est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au
pouvoir anti radicalaire de 1’échantillon (Figure 17). L’activité anti-radicalaire d’extrait
évaluée in vitro, parle test de DPPH. Cette méthode spectrophotométrie utilise le radical
DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune
en présence de capteurs de radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine.
Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela I’effet de chaque
extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par (Benariba et al., 2013) avec
quelques modifications.
1. Préparation de I’échantillon :
- Poser 20mg d'extrait dans 2mL de méthanol.

- Diluer pour obtenir différentes concentrations.
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2. Réaction :

- Ajouter167uL de méthanol a chaque dilution et ImL de DPPH.
- Blanc : 1mL de DPPH +167uL de méthanol.

3. Mesure :

- Agiter et laisser reposer pendant30 minutes dans I'obscurité.

- Mesurer I'absorbance a 517 nm pour le DPPH.

- Répéter le test deux fois pour chaque dilution.

Bl an &, 50
=} AH — (T lm)e A
DPPH DPPH-H

 Rose,St7am Jaune

A : H antioxidant

Figure 16 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1’espéce
radicalaire (DPPH) et un antioxydant (Molyneux, 2004).

c. Expression des résultats

ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECsg (Efficient concentration
50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testées (Torres et al, 2006).

Equation 2 Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH

I % = ((ADbS Blanc-ADS test)/ AbS Blanc) x 100

Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits a été calculé comme suit:
— Abs Bianc : absorbance du control négatif lue a 517 nm.

- Abstest : absorbance de 1’échantillon lue a 517 nm.

34



Chapitre 11 : Etude expérimentale

La concentration inhibitrice de 50 % de ’activité du DPPH (ICso) de chaque extrait a été
par la suite calculée a partir de 1’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de 1’inhibiteur.

» Activité antioxydante totale (TAC)

Cette technique est fondée sur la réduction du molybdéne Mo (V1) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4?" en molybdéne Mo (V) MoO?" en présence de I’extrait pour former
un complexe vert de phosphate/Mo(V) a pH acide.

La capacité antioxydante totale (CAT) est estimée par dosage du phosphomolybdéne selon
la méthode décrite par Prieto et al. Et Rao et al. , en mélangeant dans des tubes contenant
I’extrait et la solution du réactif (acide sulfurique a 0,6 mol/l, phosphate de sodium a 28
mmol/L et molybdate d’ammonium a 4 mmol/L). Les tubes sont incubés a 90 °C pendant 90
minutes, ensuite, la solution est refroidie a température ambiante, et 1’absorbance est
mesurée & 695 nm (Nur Alam, 2013).

L’acide ascorbique est utilisé comme standard.

2.8. Activité antibactérienne
2.8.1. Les souches bactériennes
L’activité antibactérienne a été testée sur une gamme de bactéries couramment
responsables de diverses pathologies. Les souches bactériennes testées provenant de I’ ATCC
(American Type Culture Collection) et leurs références sont mentionnées dans le tableau 2.
En plus des souches référenciées, trois autres souches cliniques ont été utilisées. Elles
ont été isolées a partir d’échantillons humains au laboratoire EL-HIKMA (Khenchela) ; il
s’agit des souches de : Escherichia coli (E.coli), Pseudomonas aeruginosa (PA), Klebsiella
pneumoniae (KP).

Tableau 2. Les souches bactériennes étudiées et leurs références

Les souches bactériennes
Gram -
Souches Référence
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352
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2.8.2. Détermination de I’activité antibactérienne

Dans cette section, nous recherchons des composés antibactériens synthétisés par la
plante Salsola kali L. connus pour leurs vertus thérapeutiques. On a utilisé la technique de
diffusion en milieux gélosés sur boites de Pétri en adaptant la méthode des disques décrite
par Mouas et al. (2017).

2.8.3. Préparation de I’inoculum bactérien et des solutions des extraits

Les souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans des tubes a
essai contenant la gélose nutritive inclinée et incubées a 37°C pendant 24h pour obtenir des
colonies jeunes et isolées. Apres I’incubation, des suspensions bactériennes d’une densité
optique de 0.5 McFarland ont été préparées dans 9 mL d’eau physiologique stérile (Nafyad
et Ameha, 2020). L’extrait de plante a été dilué a raison de 100mg/mL et 50mg/L dans le
diméthyle sulfoxyde (DMSO) et homogénéisé a I’aide d’un vortex jusqu’a ce que I’extrait
soit complétement dissous.

2.8.4. Ensemencement et dépots des disques

L’ensemencement a été réalisé¢ par écouvillonnage en stries serrées sur des boites de
Pétri contenant la gélose Muller Hinton. L’ensemencement a été effectué de telle sorte a
assurer une distribution homogéne des bactéries sur les boites. Ensuite, des disques stériles
(6 mm de diamétre) imprégnés de 20 pL de différentes concentrations, de la solution
d’extrait éthanolique, ont été déposeés a 1’aide d’une pince stérile dans les boites de pétri
coulées.

Un disque imprégné du 20 uL de DMSO est également déposé sur les boites (témoin
négatif). Ces derniéres ont été ensuite fermées et laissées diffuser & température ambiante
pendant 30 mn et incubées a I’é¢tuve a 37°C pendant 24 heures (Okombe et Nzuzi, 2019).

Tous les essais ont été répétés trois fois pour assurer 1’exactitude des résultats et le
résultat représente la moyenne des trois répétitions.

2.8.5. Lecture

La lecture des résultats a été effectuée aprés 24 heures d’incubation par la mesure des
diameétres des zones d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une régle en (mm).

Le diameétre détermine 1’efficacité¢ de la maticére active. Selon le diamétre les souches
sont classées en ;

» Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 8 mm

» Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm

» Trés sensible (++) : diametre compris entre 15a 19 mm

» Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm (Ponce et al., 2003).
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2.8.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI

La concentration inhibitrice minimale a été évaluée pour I’extrait éthanolique selon
la méthode décrite par Esimone et al. (2012) ; avec quelques modifications.

La CMI d’extrait a été déterminée en utilisant les concentrations (100, 50, 25,12.5, 6
.25, 3.125 mg/mL) des extraits en utilisant la méthode de dilution en bouillon. 4 mL de
bouillon nutritif ont été injectés dans chacun des 8 tubes a essai. 0,1 mL des dilutions
successives des concentrations d’extrait éthanoique préparée ont été mélangés avec le
bouillon nutritif. Par la suite, 0,1 mL de I’inoculum des souches pathogénes indicatrices
ajusté a 0.5 Mc Farland a été transféré dans chacun des tubes contenant le bouillon nutritif
et ’extrait étudié. Ensuite, tous les tubes a essai ont été incubés a 37 °C pendant 24 h.

La CMI a été déterminée comme étant la plus faible concentration qui inhibait toute

croissance bactérienne visible a 1’ceil nu (absence de turbidité) (Dike-Ndudim et al., 2016).

2.9. Activité photoprotectrice (Sun Protection factor)
2mg de I’extrait sont dissouts dans 1mL d’éthanol (EtOH)
L’absorbance est mesurée dans I’intervalle de 290 a 320 chaque 5nm (UV-B), et la

valeur du SPF est calculée par I’application de I’équation mathématique de Mansur (1986).

Equation 3 : I’équation mathématique de Mansur (SPF)

320

o0 EE(Dx 1(A)x Abs (4)

SPF spectrophotometric = CF x Z

EE () : effet érythémogéne du rayonnement sur la longueur d’onde A

I(A) : Intensité de la lumiere solaire a la longueur d’onde A

— Abs : Absorbance spectrophotométrique de 1’échantillon

CF : Facteur de correction (=10)
Les valeurs de EE (L) x I (A) sont des constantes déterminées par Sayre et al. (1979).
2.10. Analyse par spectrophotométrie FT-IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique d'analyse
spectroscopique qui permet de déterminer la structure chimique d'un échantillon en mesurant
les frequences d'absorption de I'énergie infrarouge. Elle est largement utilisée dans les
laboratoires de recherche publique et industrielle pour comprendre la composition et la

structure moléculaire des substances (Servant et al., 2011).
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* Principe

La spectroscopie FTIR utilise I'énergie des infrarouges moyens modulés pour
analyser les échantillons. Lorsque I'énergie vibratoire de liaison et I'énergie de la lumiere
infrarouge moyenne sont équivalentes, la liaison peut absorber cette énergie. Différentes
liaisons vibrent & différentes énergies dans une molécule et absorbent donc différentes
longueurs d'onde du rayonnement IR. La position (fréquence) et l'intensité de ces bandes
d'absorption individuelles contribuent au spectre global, créant une empreinte caractéristique
de la molécule.

Cette technique consiste a irradier I'échantillon avec une énergie proche de celle de
la vibration et a provoquer une transition directe entre deux niveaux vibrationnels en
absorbant I'énergie du rayonnement incident (Patterson ; 1939). Les groupes fonctionnels
sont genéralement reconnus par la présence ou I'absence de bandes d'absorption enregistrées
dans le spectre infrarouge. L'absorption du rayonnement infrarouge par ce matériau dépend

de la nature de ses constituants et des liaisons qui les lient.
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION
1. Détermination de rendement d’extraction

Le calcul du rendement, de I’extraction par macération, a donné le résultat présent dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 3 . Rendement de I’extraction par macération

Matiere végétale Extrait m () Rendement%

Salsola kali L. 100g Ethanol 4.29 4.2

L’EESK a donné un rendement de 4,2 %, alors qu’une autre étude menée par
Bouaissi, (2023) dans la région de M'sila, en Algérie, a montré un rendement plus élevé de
10,37 %. Ceci est d a plusieurs facteurs a savoir ;

- Solvants utilisés : Le choix du solvant influence I'efficacité de I'extraction. L'éthanol
est souvent privilégié pour sa polyvalence.
- Partie de la plante étudiée : Certaines parties de la plante peuvent contenir plus de
composés actifs que d'autres.
- Origine géographique : Le climat et le sol de la région peuvent affecter la
composition chimique de la plante.
- Période de récolte : La teneur en composés varie au cours de la saison de croissance.
- Conditions de stockage : Une mauvaise conservation peut altérer la qualité de
I'extrait. (Hayouni et al., 2007).
2. Criblage phytochimique
Les résultats obtenus révelent la présence ou I’absence d’un groupe de métabolites
secondaires.

(-) : test négatif, (+) : test faiblement positif, (++) : test positif, (+++) : test fortement positif.
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Tableau 4. Les résultats obtenus du criblage phytochimique

Test Extrait éthanolique
Composes réducteurs L
Anthraquinones -
Alcaloides ++
Terpénoides ++
Glycosides cardiaques ++
Stérols et tri terpenes -
Quinones libres SR
Composés phénoliques +++
Tanins ++
Coumarines -
Flavonoides ++

o la presence des flavonoides,des tannins,des saponosides,des alcaloides et des sucres
reducteurs dans la plante pourrait justifier sa résistance contre les forts
ensoleillements “radiations UV~

e Les quinones , les tanins, les composés phénoliques et les flavonoides sont des
composes impliqués dans les reactions redox. Leur présence dans I’extrait indique
les propriétés antioxydantes car ils peuvent neutraliser les radicaux libres
responsables du stress oxydatif.

e Glycosides cardiaques : connus pour leurs effets cardiotoniques, souvent utilisés
dans le traitement des maladies cardiaques.

e Alcaloides : composés organiques azotés qui ont une variété d'effets biologiques.
Certains peuvent étre toxiques ( Salsola kali L. peut etre toxique pour les animaux en
grande quantité en raison de sa teneur en alcaloides notamment les
quinolizidines ;neurotoxines du systeme nerveux des animaux).(Wink ;1998) ;
tandis que d'autres ont des propriétés médicinales.

e Terpénoides : Les terpénoides sont impliqués dans la défense des plantes contre les
prédateurs et les pathogenes. Leur présence peut indiquer des propriétés
antimicrobiennes.

e Mucilages : ils ont été trouvé dans I’extrait aqueux ,souvent associés a des propriétés

émollientes et adoucissantes. Ils peuvent étre utiles pour apaiser les irritations.
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e Saponosides : trouvés dans I’extrait aqueux, ayant des propriétés moussantes. lls sont
utilisées contres les herbivores et les microorganismes, notamment des champignons
et des virus. Une fois ingerés provoquent des effets caustiques ; ils sont a 1’orogine
de certaines météorisations spumeuses car ils forment des mousses stables
(Wink ;2003).

Selon la littérature, El Hilaly et al.(2004), Rouibi et al.,(2012), Maknietal.,(2013) et
Ayariet al.,(2015) ont également rapportés la présence des mémes groupes chimiques au
niveau de Salsola kali L..

3. Dosage des polyphénols et des flavonoides
Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalcieu montre, en plus
de sa sensibilité, une reproductivité puisque 1’absorbance est étroitement corrélée a la

concentration de 1’acide gallique utilisée dans la gamme étalon, R = 0.96.

Ac Gallique y = 0,0018x + 0,331

R*=0,96
1,400 -

1,200 -
1,000 -
0,800 -|
0,600 -
0,400 -|
0,200 -
0,000 \ \ \ \ \

0 100 200 300 400 500 600

Figure 17 : Droite d’étalonnage de 1'acide gallique.

Les résultats de dosage de polyphénols révelent que I’EESK contient 120,46+0.42mg
d’équivalent d’acide gallique / g d’extrait.

L’¢évaluation quantitative des flavonoides (la Quercétine sert de standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ces flavonoides (12.5 a 100 pg/mL) et I’absorbance

avec un coefficient de corrélation R = 0.9933.
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Quercétine y =0,0059x + 0,1017
R%?=0,9933
0,8000 -
0,6000 -~
0,4000 -~
0,2000 -~
0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 20 40 60 80 100 120

Figure 18 : Droite d'étalonnage de la querceétine.

Les teneurs en flavonoides varient dans les mémes proportions que celle des
polyphénols : les résultats révelent la présence de 0,960+0,027 (mg EQ / g) et 120,46 £
0,42(mg EAG/ g) extrait.

Tableau 5 . Les résultats de Dosage des polyphénols et des flavonoides.

Composants Concentration
Flavonoides (mg EQ / g) 0, 960+0,027
Polyphénols (mg EAG/ g) 120,46 + 0,42

En analysant les résultats mentionnés concernant les concentrations en polyphénols
et en flavonoides on trouve :

Polyphénols : L’EESK en contient 120,46 + 0,42 mg EAG/ g d’extrait. L'unité EAG
(Equivalent Acide Gallique) est utilisée pour exprimer la quantité totale de polyphénols, en
se basant sur l'activité antioxydante de I'acide gallique. Une autre étude en Tunisie menée
par Ksouri et al.,(2008) ; a démontré que I’extrait du Salsola kali L. contient 17.23 mg
EAG/qg ; résultat différent d0 probablement a ’utilisation d’un autre solvant (le méthanol),
le climat, la période de récolte et le sol.

Flavonoides : Les flavonoides ayant aussi des propriétés antioxydantes, I’'EESK
présente une concentration en flavonoides égale a 0,960 + 0,027 mg EQ/g (Equivalent
Quercétine).

Ces concentrations élevées en polyphénols et en flavonoides suggérent que I'ESSK

pourrait avoir un potentiel thérapeutique important.
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4. L’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I’extrait de la plante a été réalisée par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH, dans le but de déterminer les concentrations
d’inhibition du radical DPPH.

Courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique
90,00
80,00

70,00 y =348,23x - 3,562
60,00 R*=0,998
50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Figure 19 : Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique.

P% du DPPH par la Salsola kali L.

80,00

70,00

60,00

50,00 y =53,715x + 16,183
40,00 R?=0,9973
30,00

20,00

10,00

0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8

=

1,2
Figure 20 : Pourcentage d’inhibition du DPPH dans 1’extrait de Salsola kali L.

La méthode de piégeage des radicaux libres du DPPH est en effet tres pertinente pour
évaluer le potentiel antioxydant de I'extrait. La plante a montré une activité antioxydante
modérée avec une ICsg égale a : 0,571+ 0.132 mg/mL. Dans une étude antérieure menee par
El-Bassossy. (2023) 1’'ICso trouvée égale a 0.806 +0.045 mg/mL pour un extrait

méthanolique et 0.415+0.02 pour un extrait d’éthyle acétate de méme une autre étude menée
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par Ksouri et al., (2008) ou ils ont trouvé une 1Cso égale a 0.01 mg/mL. (La différence est
due probablement au : climat, sol et période de récolte)

En comparant ces résultats a 1’ICso de I'acide ascorbique, un standard reconnu pour son
activité antioxydante, de 0.1538 mg/mL. L’extrait de Salsola kali L. posséde une activité
antioxydante, moins puissante que celle de l'acide ascorbique, mais reste toujours
significative, car elle indique que l'extrait peut contribuer a la neutralisation des radicaux
libres, qui sont impliqués dans diverses maladies.

5. Activité antioxydante totale TCA

La capacité antioxydante totale de I’extrait étudié est exprimée en nombre d’équivalents
d’Acide ascorbique a partir d’une courbe d’étalonnage.

Tableau 6. L’absorbance des différentes concentrations de 1’extrait MeOH

mg/mL 1,5 1 0,75 0,5
Abs 0,716 0,564 0,509 0,394

0.8
0.7
0.6
05
0.4 r-
0.3

0.2

Figure 21 : Absorbance des différentes concentrations de I’extrait MeOH.

Tableau 7. Corrélation entre les différentes concentrations de ’extraites MeOH et

I'activité antioxydante par équivalence en vitamines C.

mg/mL 1,5 1 0,75 0,5

Concentration mg/mL Eqv Acide
0,322 0,197 0,152 0,057

Ascorbique
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Figure 22: Corrélation entre les différentes concentrations de 1’extrait MeOH et I'activité

antioxydant par équivalence en vitamines C.

L’estimation de la capacité antioxydante totale se fait a partir du graphe. Le pouvoir
le plus élevé est a la concentration 1.5mg/mL ou le TCA égale a 0,322 mg/mL Eqv Acide
Ascorbique.

Ce pouvoir antioxydant observé peut étre dii essentiellement a la richesse de 1’extrait
en polyphénols particulierement les flavonoides, et aussi en fonction des structures
chimiques des molécules bioactives.

6. Activité antibactérienne

Les résultats ont été interprétés en observant les halos d'inhibition formés autour des
disques imbibés de ’EESK a 2 concentrations. La mesure de la zone d'inhibition permet de
caracteériser la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes a I’extrait. Les résultats
obtenus sont consigneés dans le tableau? ci-dessous :

Tableau 8 . Résultats de I’évaluation de ’activité antibactérienne de 1’extrait de Salsola

kali L.
Zone d’inhibition
(mm)
DMSO RESULTATS
SOUCHE C:1=100 mg/mL | C>=50 mg/mL

PAR 0 0 - Non sensible

PA 0 0 - Non sensible
KPR 9,67 0,47 8,67 £1,25 - Sensible

KP 0 0 - Non sensible
E.CR 7,33 +£0,47 7 - Sensible
E.coli 8+1,41 7 - Sensible
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» Résultats de la concentration minimale inhibitrice CMI

Dans la présente étude, la CMI de I’EESK évaluée par la méthode de série de dilution
de concentrations décroissantes, a été determinée en selectionnant la plus faible
concentration d’extrait éthanolique inhibant complétement la croissance des micro-
organismes dans le milieu liquide, détectée par I’ceil nu. Sa détermination a été estimée par
observation du trouble induit par la croissance des micro-organismes étudiés dans chaque
tube. Selon le tableau ci-dessous, la CMI de I’EESK égale a 50 mg/mL.

L'EESK a été testé contre E.coli et K.pneumoniae en utilisant la méthode de diffusion
des disques. Les résultats ont indiqué une faible activité inhibitrice avec un diameétre
d'inhibition variant entre 6 et 10 mm ; de méme dans une autre étude El-Bassossy et.al.
(2023) ayant trouvé une faible activité antibactérienne comparée a I’action de la Gentamicine
(antibiotique commercialisé) sur les mémes espéeces.

Il est important de noter que les souches bactériennes E. coli et K. pneumoniae sont
pathogenes et peuvent causer diverses infections. Ainsi, la recherche d'extraits de plantes ou
de composés naturels capables d’inhiber ces bactéries est d'un grand intérét pour le
développement de nouvelles thérapies antimicrobiennes.

7. Activité phytoprotectrice (Sun Protection factor)

Tableau 9. Résultat de I’activité photoprotectrice

Echantillon Extrait d’éthanol Controle positif

Facteur de protection solaire 39.44 39.06

Les résultats trouvés indiquent que I’EESK a un fort FPS, avec un score de 39,44
contre un score de 39,06 d’un produit déja commercialisé connu pour son efficacité photo

protective.
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Evaluation du facteur de protection
solaire (SPF) in vitro

39,5 4

39,4 -
39,3 - .
392 M Evaluation du facteur de
’ protection solaire (SPF)
39,1 - oo
in vitro
39 -
38,9 -
38,8 -

Figure 24 : Evaluation du facteur de protection solaire (SPF) in vitro.

Tableau 10. Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des

facteurs de protection mesures, selon les recommandations de la commission europeenne

2006.
Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
indiquée protection protection protection d’'onde
indiqué solaire UVA minimal | critique
mesuré recommandé | minimale
recommandée
« Faible 6 6-9,9 1/3 du facteur 370 nm
protection » 10 10 - 14,9 de
« Protection 15 15-19,9 protection
moyenne » 20 20-249 solaire indique
25 25-29,9 sur l'étiquette
Haute » 30 30-499
« protection » 50 50-599
« Tres haute 50+ 60 =
protection »

Selon ce tableau, les valeurs montrent clairement que I'EESK posséde une haute
activité photoprotectrice.

Cela pourrait étre particuliérement intéressant pour les personnes a la recherche de
produits de soin de la peau a base de composants naturels. De plus, des études
complémentaires pourraient étre nécessaires pour déterminer la stabilité de I'extrait et son

innocuité pour la peau humaine.
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8. Analyse par FTIR
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Figure 25 : Analyse du Salsola kali L. par spectrophotométrie FTIR.

Dans cette analyse par le FTIR, [I’identification des groupements chimiques

fonctionnels se fait en étudiant les pics observés dans le spectre (Nandiyanto, et al ; 2019).

Selon le spectre, quelques groupements essentiels sont identifiés, a :

1622.16 cm 1 : absorption de la fonction carbonyle (C=0) dans les aldéhydes et les
cetones.

3018.31cm™ : absorption de la liaison (C-H) dans les composés organiques
aliphatiques.

3390.14 cm*: absorption de la liaison (O-H) dans les alcools et les phénols.
1178.09 cm™ : absorption de la liaison (-C-CO-C-).

1334- 1385 cm* : absorption de la liaison (CH3-C=0).

1700 cm™ : absorption de la liaison (C=0) dans les aldéhydes.

49



Conclusion et perspectives




Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

En conclusion, I'étude de I'extrait éthanolique de la plante Salsola kali L. et ses
activités biologiques a permis de mettre en lumiére plusieurs aspects importants. Les
résultats des tests in vitro ont révélé des propriétés antioxydantes significatives de I’extrait
éthanolique de Salsola kali L., ce qui suggére un potentiel thérapeutique dans la lutte contre
le stress oxydatif. De plus, le test de 1’effet photoprotecteur de I’extrait de la plante était
prometteur, ouvrant ainsi la voie a de futures études sur ses applications médicinales. Ces
résultats soulignent lI'importance de poursuivre les recherches sur les composants actifs de
Salsola kali L. et leurs impacts sur la santé humaine. En outre, cette étude a permis de mettre
en évidence I'efficacité de la méthode d'extraction éthanolique dans la valorisation des
propriétés biologiques de cette plante. En conclusion, ce mémoire contribue a
I'enrichissement des connaissances sur les applications pharmacologiques de Salsola kali L.
et ouvre de nouvelles perspectives pour le développement de thérapies innovantes basées sur
les extraits naturels de plantes. 1l est donc primordial de continuer a explorer le potentiel
médicinal de cette plante et d'approfondir nos connaissances sur ses mécanismes d'action

afin d'optimiser son utilisation en tant qu'agent thérapeutique efficace.

Cependant, ce travail reste préliminaire. Il serait beaucoup plus intéressant de
compléter ce travail par 1’utilisation de diverses techniques plus spécifiques notamment la
chromatographie liquide a Haute performance (HPLC), chromatographie en phase gazeuse
(CPG) et les méthodes spectrales pour mieux identifier les structures métaboliques qui sont

responsables des activités biologiques de la Salsola kali L..

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans
la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement actives, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités biologiques d’extrait de

cette plante.
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Annexes
Annexes 1 :
Réactif de MAYER :
Chlorure de mercure 1,36 g/ lodure de potassium 5 g/ Eau distillée 100 mL
Annexe 2 :
Préparation de la gélose de Muller Hinton Agar
Pour la préparation du la gélose de Muller Hinton (milieu 02), on a besoin :
» 199 de la poudre du Muller Hinton agar
Les étapes de préparation sont :

1. Dans un bécher, en dissolvant la poudre dans un 500 mL de I'eau distillé, il faut
I'nomogénéiser et chauffer en agitant.

2. Porté a ébullition environ une minute

3. Met dans des flacons de verre bien fermé pour stériliser & l'autoclave pendant 30 min
al21°C.

Pour I'utiliser, laisser le refroidir, puis couler en boite de pétri (25mL par boite) dans un
milieu stérile et laisser reposer. 1ls sont préts a I'utilisation immédiatement ou stocker a 2 °C

a 8 °C pendant une semaine au plus
Annexe 3 :
Structures chimiques :

Acide gallique

HO
OH HO

OH HO e P o
OH -
HO O
HO o
OH (L]
OH Vitamin C

" e ; OH O Ascorbic acid
Nomenclature : Acide 3, 4, 3-trihydroxybenzoique

querceétine CgHgOgs
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Annexe 4 :
L’acide gallique (Courbe d’étalonnage).

1- Peser 12,5 mg d'acide gallique puis dissoudre dans 0,25 mL de méthanol (250 pL de
méthanol), aprés solubilisation ajouter a 25 mL d'eau distillée. On obtient une solution
a 500 pg/mL d'acide gallique.

2- Faire des dilutions

3- Reéaction (en double) :100 pL de chaque dilution + 200 pL réactif— Agitation
(Vortex).

A cette solution on rajoute 2 mL d'eau distillée + 1 mL de NaxCOj3 (15%) — Agiter
(Vortex).

Incubation —2h—765 nm. Blanc :100 pL de méthanol +200 pL réactif— en double.
Annexe 5 :

Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique :

Mode opératoire :

On pése 2mg de I'acide ascorbique qui sera diluée dans 1mL du méthanol (solution mere).
On prépare la solution mére de l'acide ascorbique, avec différentes concentrations des
échantillons a tester sont préparées dans le Méthanol comme le montre la figure suivante.
On prend 50 uL de I'acide ascorbique de chaque concentration puis on ajoute 1950 pL de
solution DPPH. Et chaque échantillon avec son blanc spécifique, dans le blanc on remplace

le DPPH par le méthanol.

L’échantillon : 50uL de I'acide ascorbique +1950uL de DPPH Le blanc : 50 pL de I'acide
ascorbique+1950uL de Méthanol.

Les mélanges ont été conservés pendant dans le sombre a la température ambiante, et les
absorbances ont été mesurées a 1-517 nm.

N.B : L’acide ascorbique est utilis¢ comme controle positif.
Annexe 6 :
Quelques outils utilisés au travail

e Becher

e Boite de pétri

e Eprouvette graduée
e Ballon

e Bic benzene

e Pipette pasteur

e Tube aesses

e Portoir Eprouvette



Pissette

Papier aluminium

Pince

Micropipette

Verre de montre

Portoir

Cuve

Flacon da verres opaques
Spatule

Barreau magnétique
Barrant

Disques de papier wattman
Ecouvillon

Regle

Tubes & essai + bouchon
Micropipette 50ul
Micropipette 1000pl
Fiole jaugée 100mL
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