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Résumeé

Azolla Pinnata est une plante fougere aquatique appartenant a la famille des Salviniaceae
Largement utilisé en Asie depuis longtemps .Dans le cadre de la contribution & la valorisation
de cette plante fourragere , nous avons mené dans le présent travail 1’analyse physico-chimique ,
phytochimique et I’évaluation de 1’activité antioxydante de différents extraits d’Azolla Pinnata .
L’analyse physicochimique a relevé que la plante est riche en métabolites primaires Soit 17,61%
de protéines , 2,32 % de matiére grasse , 25,37%de glucides et 12,04% de fibres .L.’extraction a
¢été réalisée par macération sous agitation en utilisant le méthanol 70% et décoction par 1’eau
distillée. Les rendements obtenus sont respectivement 40,37% ; 18,37% .La quantification des
polyphénols totaux , des flavonoides et des tanins condensees dans les deux extraits par des
méthodes colorimétrique montrent la richesse également de cette espéce en métabolites
secondaires .L’activité antioxydante est évaluée par différents tests ( DPPH , CAT ).L’extrait
méthanolique montre la plus grande capacité de piégeage du radicale DPPH avec une 1C50 de
0,185 mg/ml ;suivi par I’extrait aqueux avec IC50 de 0,95 mg/ml.

Au terme de ce travail , nous pouvons dire que 1’Azolla Pinnata peut étre 1’'une des meilleurs
alternatives pour I’alimentation animale , elle a la capacité de grossir plus rapidement avec un
colt de production minimum , et méme peut servir d’excellent substrat pour 1’application

pharmaceutique .

Mots clés :Azolla Pinnata ,parametres physico-chimiques, antioxydant, activité
antixoydante
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Abstract

Azolla Pinnata is an aquatic fern belonging to the Salviniaceae family, widely used in Asia
for many years. As part of our contribution to the valorization of this fodder plant, we carried
out a physicochemical and phytochemical analysis and evaluated the antioxidant activity of
various Azolla Pinnata extracts. Physicochemical analysis revealed that the plant is rich in
primary metabolites,. 17.61% protein, 2.32% fat, 25.37% carbohydrates and 12.04% fiber.
Extraction was carried out by stirring maceration using methanol 70% and decoction with
distilled water. Yields obtained were respectively 40.37%; 18.37%. Quantification of total
polyphenols, flavonoids and condensed tannins in both extracts by colorimetric methods show
that this species is also rich in secondary metabolites. Antioxidant activity was assessed by
various tests (DPPH, CAT), with the methanolic extract showing the greatest capacity to trap the
DPPH radical, with an IC50 of 0.185 mg/ml, followed by the aqueous extract with an 1C50 of
0.95 mg/ml.

At the end of this work, we can say that Azolla Pinnata can be one of the best alternatives
for animal feed, it has the ability to grow faster with minimum production cost, and even can
serve as an excellent condidate for pharmaceutical application.

Keywords: Azolla Pinnata,physicochemical parameter, antioxidant, antioxidant activity .
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Introduction

Azolla pinnata est une fougere aquatique, flottant a la surface des eaux calmes, tempérées

ou tropicales, dans les cressonniéres, les rizieres, les étangs et dans les canaux d'irrigation.

Elle abrite une cyanobactérie du genre Anabaena qui a la propriété de fixer lI'azote, c'est-a-
dire de transformer I'azote moléculaire de I'atmosphere en azote fixé assimilable par la plante
(Reynaud et Franche, 1985; Raoelina, 1995).

Azolla pinnata est une bonne source de protéines (21 a 23%) de haute qualité. Elle contient
également presque tous les acides aminés essentiels, des vitamines, du béta-caroténe, des

minéraux et des quantités appréciables de bio-polyméres (Kumar et Chander, 2017).

Les composés phénoliques les plus abondants identifiés dans Azolla comprennent les
anthocyanidines, les coumarines, les flavonols, les flavones et les tanins condensés. Il a été
démontré que le mécanisme antioxydant déclenché par les composés phénoliques végétaux est
bénéfique pour la santé humaine, notamment en réduisant le risque de développer des maladies
cardiovasculaires, le cancer, le diabéte de type 2 et des maladies neurologiques (Tran et al.,
2020).

Les objectifs de la présente étude sont :
» L’analyse physicochimique de la plante taux d’humidité, taux de cendre, matiere lipidique,
matiere protéique, matiére glucidique, teneur en fibre ;
» L’extraction des substances actives par méthanol 70% et I’eau distillée ;

» Le dosage des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des différents extraits de la plante ;

» L’évaluation des propriétés antioxydantes in vitro des différents extraits a travers deux tests :

I’activité scavenger a 1’égard du radical libre DPPH, et la capacité antioxydante totale (CAT) .
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Chapitre |

Présentation du partenaire plante Azolla Pinnata



Chapitre | : présentation du partenaire plante Azolla pinnata

1. Taxonomie,distribution géographique

Le genre Azolla appartient a la division des Ptéridophytes, ordre des Salviniales, famille des
Azollaceae. Il existe 6 espéces, qui, en fonction de criteres morphologiques (morphologie des
formes végétatives - frondes - et des organes reproducteurs), sont divisées en deux sections : les
Euazolla et les Rhizosuerma. La premiére section comprend quatre especes originaires
d’Amérique : A. caroliniana, A. filiculoides, A. mexicana, A. microphylla ; la seconde comprend
deux espéces originaires d‘Afrique et d’Asie : A. nilotica et A. pinnata . L‘homme a, depuis le
X1Xe siécle, dispersé ces ptéridophytes, particulierement A. caroliiiana et A. filiculoi- &La
variété d’A. pinnata étudiée ici est localisée en Afrique subsahélienne. Elle a été dénommeée en
Asie var. pinnata par (BROWN et var ,1810). africana par (DESVAUX,1827) en Afrique ; nous

utiliserons cette derniére terminologie.

A& Azolla pinnata
® Azolia milofica

W Azolla filiculoides
@& Azolla caroliniana

Carrapico F., Teixeira G., & Diniz M. A., 2000. Azolla: as a biofertilizer in Africa. Rev. Ciéncias
Agrérias, XXIII: 120-138.

Figure 1 : distribution géographique d’Azolla



2.Description

Azolla pinnata est une petite plante ovale ou triangulaire au contour 1,5 a 2,5 cm de long,
avec un axe principal plus ou moins droit avec des branches latérales pennées, progressivement
plus longues vers la base, donc de forme grossiérement triangulaire. Les branches basales
deviennent elles-mémes pennées, faussement dichotomiques, finissent par se fragmenter lorsque
I'axe principal se décompose pour former de nouvelles plantes. Les racines, fibreuses a
croissance descendante, ont de fines radicelles latérales, donnant un aspect plumeux dans I'eau.
Feuilles minuscules, de 1 a 2 mm de long, alternes, sessiles, imbriquées se chevauchant sur deux

rangs ,lame trapézoidale séparée en lobe dorsal et ventral dorsal et ventral.

vue dorsale d'une fronde Section d'une feuille

Cavité foliaire

OOt

Racines Poil absorbant /

\ Anabaens azoliee

Roger PA, Garcia J-L (2001) Introduction & la microbiologie du sol. Polycopié de cours (Université de Provence,
Université de la Méditerranée, Ecole Supérieure d'Ingénieurs de Luminy. 191pp

Figure 2 : Morphologie d’une fronde d’Azolla

3. Forme d’utilisation de I’azolla

L’azolla peut étre utilisé sous 3 formes : fraiche, séche et ensilée .

3.3.Azolla fraiche : D’apres (Van Hove ,1989), ce mode de présentation n’exige aucune
opération de transformation et n’entraine aucune dénaturation des composants.

3.2.Azolla séche : Le séchage (au soleil) mené dans de bonnes conditions ne modifie que peu la
valeur nutritive de la plante. Le séchage doit s’effectuer dans un endroit bien aéré, non humide et
bien étalé ’azolla en fine couche. La durée de séchage varie de 3 a 4 jours selon la température
ambiante (Van Hove ,1989).



3.3.Azolla ensilée : (Ruben ,1987), a montré que I’ensilage de 1’azolla peut étre pratiqué surtout
pour traiter la biomasse excédentaire produite et utilisée comme aliment pour les animaux. Le
silo est ensuite couvert. La fermentation prend moins d’un mois et le produit peut se conserve
2ans.

4.Les conditions de culture

Les especes d'Azolla présentent une croissance maximale en été, suivie du printemps. Ca
peut croitre rapidement avec un temps de doublement de 2 a 5 jours. Environ 40 a 55 kg d'Azolla
frais peuvent étre formés a partir d’inoculum de 8 kg en 15 jours dans des parcelles de riz avec
10 cm de profondeur d'eau. La parcelle nécessite des nutriments suppléments sous forme de 10
kg de bouse de vache et 100 g de super phosphate triple en trois fois a 4 jours d'intervalle
(Sebastian et al., 2021).

Selon (Reynaud et Franche,1985), les conditions de la croissance d’Azolla sont
hiérarchisées de la facon suivante :

- une bonne maitrise de I’cau .

- une protection contre les hautes intensités lumineuses.

- destempératures minimales de 15 °C la nuit, 25 °C le jour et maximales de 35 °C.

- un apport de phosphore a un degré moindre, de calcium, de magnésium et d’oligo-éléments .

- une protection antiparasitaire.
4.1.Eau

La croissance d’Azolla est favorisée par une couche d’eau n’excédant pas quelques
centimétres : 5 a 10 cm. Cela favorise la nutrition minérale puisque les racines sont proches du
sol (Rahagarison, 2005).

L'humidité relative optimale serait de 85 & 90 %. A une humidité relative inférieure & 60
I'Azolla devient séche et fragile et plus sensible aux conditions défavorables (Dommergues et
Diem, 1982).

4.2. Température

La température optimale pour la croissance d’Azolla se situe entre 20 et 30 °C. Certaines
souches ont pu survivre temporairement a des températures de -5 et 45 °C. D'autres souches sont
tres affectées par une température inférieure a 10 °C, mais peuvent supporter des valeurs
dépassant 35 °C, comme le cas de nombreux écotypes d'Azolla Pinnata (Rasoloarivony, 2003).
Cependant, des températures supérieures a 37 °C affecteront sérieusement la multiplication
d'Azolla (Amroune, 2020).



4.3.pH

Habituellement, Azolla préfere un milieu proche de la neutralité ou acide. Pour une bonne
croissance, le pH optimal du milieu varie de 4,5 a 7,5. Le pH du milieu de 5 & 8 favorise la
croissance et la fixation de I'azote chez A.Pinnata. Azolla est particulierement tolérant en ce qui
concerne le pH du milieu (Sebastian et al., 2021 ; Ntendele bikela, 2007).

4.4.L.umiere

Le taux de croissance d'Azolla augmente avec l'intensité lumineuse jusqu'a environ 50 cd
ou 50 % de I'intensité lumineuse naturelle maximale. Au-dela de ce niveau, le taux de croissance
reste constant ou diminue lentement selon des interactions mal définies avec d'autres parametres
écologiques (Van Hove, 1989). La couleur de I'Azolla passe au rouge brunatre en raison de
I'exposition a une forte luminosité en saison estivale, et il devient vert lors du retour de I'ombre.
La photopériode optimale pour la croissance d'Azolla est d'environ 20 heures (Sebastian et al.,
2021).

5.5.Nutriments

Le besoin en minéraux d'Azolla comprend les macroéléments (P, K, Ca, Mg et Mn) et les
microéléments (Fe, Mo, Co). Les carences en ces éléments entrainent les diminutions des
croissances (Becking, 1979).

Mais la caractéristique la plus remarquable dans ce domaine nutritionnel est I'indépendance
totale a I'égard de la source d'Azote. Azolla croit parfaitement en absence d'azote combiné
(Amroune, 2020). Molybdate et Colbate favorise la capacité de fixation d’azote d’Azolla
(Sebastian et al., 2021). De tous les éléments essentiels, c'est le phosphore qui limite le plus
souvent la croissance d'Azolla. Une déficience en phosphore (< 0,2 % de la matiere seche)
s'accompagne d'une diminution d'activité de la nitrogénase et de la teneur en azote de I'Azolla
(Raoelina, 1995).

5.Utilisation d’Azolla

5.1.Fertilisation du sol

L’intérét agronomique de I’Azolla est son utilisation en tant que fertilisant azoté,
notamment en riziculture irriguée. En Chine et au Viét-Nam, l'usage d'Azolla en agriculture date
de plusieurs siécles sinon de millénaires . En général, 10 tonnes d'Azolla par hectare contiennent
20 — 30 kg de N azote , et au moins 70 % de cette quantité provient de la fixation biologique de

I'azote atmosphérique (N) (Rasoloarivony, 2003).



Ces applications ne sont pas les seules possibles, et des recherches sont entreprises en vue
d’évaluer le potentiel d’utilisation d’ Azolla comme engrais verts pour des cultures sur terre ferme

apres fanage ou compostage (Rahagarison, 2005).

5.2.Alimentation humaine

Plusieurs auteurs ont mentionné dans leurs travaux l'utilisation de l'azolla dans
I'alimentation de I'homme. Plusieurs recettes a base d'Azolla sont fort agréables : potage,
boulettes de viande et d'Azolla, frites ou cuites a l'eau, etc. Pourtant il faut prendre des
précautions pour s'assurer que la culture se fait dans des conditions d'hygiéne satisfaisantes
(Raoelina, 1995).

5.3.L’utilisation d’Azolla en alimentation animale

Cette fougere est utilisée depuis de nombreuses années dans toute I'Asie et dans certaines
régions d'Afrique pour nourrir les porcs, les canards, les poulets, les bovins, les poissons, les
moutons et les chévres et les lapins (Rajesh, 2020).

Azolla Pinnata est recommandée comme supplément protéique non conventionnel potentiel

pour le bétail pendant la période de disette (Kumar et Chander, 2017).

5.4.L’utilisation thérapeutique
L'Azolla pinnata est une petite fougere aquatique flottante utilisée en médecine
traditionnelle, les malgaches l'utilisent comme calmant et comme somnifere. Mélangé a de

la citronnelle, une tisane a base d’Azolla permet de trouver rapidement le sommeil

(MadaFlora, 2008).

5.5.Production de la bioénergie

La productivité tres élevée de la biomasse a fait d'Azolla une plante puissante pour la
production de biodiesel. Cette plante ayant des niveaux suffisants de
cellulose/hémicellulose, d'amidon et de lipides, ressemblant a des combinaisons de
cultures bioénergétiques terrestres et de microalgues utilisées pour la production de

biodiesel (Sebastian et al., 2021).

6.Avantages d’Azolla

Héberge une algue symbiotique bleu-vert, I'’Anabaena azolle, qui est responsable de la
fixation et de 1’assimilation de I'azote atmosphérique. Peut doubler de taille tous les jours dans
des conditions optimales de nutriments et de température de I'eau.

Source d'azote et de minéraux pour la fabrication du compost 25-30% de protéines,

et faible en lignine, ce qui le rend digestible pour de nombreux animaux, ainsi que nutritif riche



en acides aminés essentiels, en vitamines (vitamine A, vitamine B12 et béta-caroténe), en
intermédiaires de croissance et en minéraux comme le calcium, le phosphore, le potassium, le

fer, le cuivre, le magnésium, etc.

Appétissant pour les canards, poulets, porcs, vaches, chévres, moutons et lapins (et

probablement beaucoup d'autres especes).

Peut augmenter la production laitiere des vaches de 15 a 20 %. L'azolla est un nutriment qui
empéche la prolifération des algues dans les barrages agricoles, ce qui permet de conserver une
eau plus utilisable pour le bétail Peut étre facilement récolté a l'aide d'une épuisette ou cultive
dans des anneaux flottants fermés qui peuvent étre tirés jusqu'au bord pour faciliter la récolte.
(BRADLEY, 2012)

7.Inconvenients d'Azolla
Etant donné qu'il s'agit d'une plante aquatique, 1'azolla peut boucher les conduites d'eau et
les pompes provenant des barrages agricoles si ce barrage est entiérement colonisé par I'azolla.
L'azolla morte dans une masse d'eau peut réduire la teneur en oxygeéne de I'eau pendant un
certain temps. (BRADLEY, 2012).



Partie experimentale



Chapitre I

Matériel & méthodes



Chapitre 11 :

1. Matériel et méthodes

Matériel & Méthodes

Notre travail a pour objectif de valoriser la plante Azolla pinnata , Pour réaliser ce but ,

notre protocole expérimental compte sur des analyses et des testes ont été réalisés au niveau de

laboratoire de la faculté de science de la nature et de la vie , université Mohamed EIl Bachir El

Ibrahim a Boredj Bou Arreridj .

1. Matériels et produits

Les matériels et les produist utilisés dans notre travail sont illustrés dans le ( Tableau I).

Tableau I : Matériel et Produits utilisés dans différentes analyses.

Pots de prélévement
Récipients en verre
Spatules

Tubes a essais
Creusets

Papier whatman

Cartouche en cellulose
Boite en pétri

Verreries et autre Appareillage Réactifs et produits

Ballon en verre Agitateur Acide Sulfurique
Béchers Bain Marie hydroxyde de sodium
Entonnoirs Balance analytique N-Hexane
Eprouvettes Etuve Phénolphtaléine
Erlen meyer Evaporateur rotatif Phénol

Etiquettes Four a moufle Méthanol

Fioles jaugées Plaque chauffante Molybdate d’ammonium
Micropipettes spectromeétre Phosphate de Sodium
Papier aluminium Soxhlet Folin ciocalteu
Portoirs Glucose

Carbonate de Sodium
Vanilline

Quercitine

Rouge de Méthle
DPPH
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1.1.  Matériel biologique

Le matériel biologique de notre étude est I’Azolla pinnata (Figure 3). Il s’agit de petites
fougeéres aquatiques flottantes originaires du sud-est asiatique a I'Afrique de I'Est. Elle appartient
a la famille des Salviniaceae. La récolte des échantillons de 1’Azolla a été faite au niveau de
Wilaya Tizi Ouzou . Le prélevement des échantillons se fait manuellement a partir des bassins de

culture .

Figure 3 : Echantillonnage de I’Azolla Pinnata (Photo originale).

2. Meéthodes

A propos de I’analyse des paramétres physico-chimiques , on a déterminé le taux
d’humidité ,cendre par la méthode (AOAC ,2000) , la teneur en protéines par la méthode de
(BIPEA ,1976) , teneur en lipides par la méthode de (BIPEA, 1976) et le taux de fibre par la
méthode (Weende ,1967) .

A propos de I’analyse phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante , on a
déterminé la teneur en polyphénols en utilisant le protocole décrit par (Singleton et Rossi ,1965),
flavonoides par (Jain et al., 2011) ,tanins condensés par (Sun et al .,1998) , et pour I’activité
antioxydante on a utilisés deux testes : I’activité antiradicalaire au DPPH selon la méthode
décrite par (Bruits et Bucar ,20020) et la capacité antioxydante totale selon le protocole
(d’Oyaizu,1986) .
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2.1. Analyses physico-chimique
2.1.1. Préparation de I’échantillons

Suite a la récolte de 1’ Azolla, les échantillons ont été proprement lavés suivie d’un séchage
a I’air libre pendant 3 jours , puis mises a I’étuve pendant 48 heurs a température 40°C puis

la broyé .

Figure 4 : Préparation de la matiere seche de I’Azolla Pinnata (photo original )

2.1.2. Détermination de taux d’humidité (H%0)

L’humidité de la poudre a ¢té¢ déterminée par la méthode de séchage a 1'étuve selon
(AOAC,2000). Une guantité de 2 g de poudre de plante est met dans un creuset en porcelaine
préalablement taré. Le creuset et son contenu sont ensuite placés dans une étuve universelle
(Memmert) & 103 + 2°C pendant 24 h. Aprés refroidissement dans un dessiccateur renfermant
un desséchant (gel de silice), le creuset a été pesé. L’expérience a été répétée 3 fois.

L’humidité est calculée comme suite ;

[ H% =[(m - m’) / m)] x 100% J

Ou;
» m: masse de I’échantillon en poudre avant le séchage.

» m’ : masse de I’échantillon en poudre aprés le séchage.

2.1.3. Détermination de taux de cendre (Tc%o)

La détermination de la teneur en cendres est basée sur la destruction de toute matiére
organique sous température élevée a 550 °C (Linden ,1981).

Incinerer une prise d'essai de 2 g dans un four de calcination a 550 °C pendant 6 heures
jusqu'a combustion totale de la matiere organique et obtention d'une coloration blanchétre.

Refroidir le creuset dans le dessiccateur et le peser.

14



La teneur en cendres exprimée en pourcentage massique de I'échantillon

rapportée a la matiere telle qu'elle est donnée par la relation suivante :

[ TC %=(m2-m0/m1-m0) x 100 J

Ou :
TC: taux de cendres (%).
mO : masse du creuset vide (Q).
m1: masse du creuset et de la prise d'essai (g)

Y V VYV V

m2 : masse du creuset et du résidu ()

2.1.6. Détermination de la Teneur en Fibres

Les fibres alimentaires sont des polymeres glucidiques d’origine végétale ,associée ou non
,dans la plante ,a la lignine ou & d’autres constituants non glucidiques ( polyphenoles,
phytosteroles ,saponosides..) (AFSSA, 2008) . Les fibres sont déterminées par la méthode de
(Weende ,1967) qui consiste en une double hydrolyse acido-basique a chaud dans un but de
solubiliser la quasi-totalité du contenu cellulaire a I’exception des fibre alimentaires et des sel

minéraux (Gaouar, 2011).

v La technique est faite comme suit:

- Un mélange d'lg d’échantillon préalablement séché a 105°C / 3 h et broyé, et de 150ml
d’acide sulfurique (1,25%) a été porté a ébullition pendant 30 min, le résidu est ensuite filtré et

lavé 3 fois avec ’eau distillé chaude.

- 150ml de I’hydroxyde de potassium (1,25%) ont été ajoutés au résidu et le mélange a
été bouilli une deuxiéme fois durant 30 min, et recoit alors le triple lavage par 1’eau distillée

chaude, suivi d'un autre par I’eau distillée froide (AOAC ,2000).

-Un lavage final a été réalisé a 3 reprises par 25 ml d’acétone; par la suite, on seche a

105°C jusqu'a I’obtention d’un poids constant.

- Le résidu composé de fibres et de minéraux, est calciné dans un four a moufle pendan 3 h
a550°C (AOAC,2000).
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La formule suivante permet d'estimer le taux de fibres (AOAC,2000):

FB(%)= P1X P2/ PO .100

Dont:

v' FB (%): taux de fibres brutes (%).

v P1: poids du creuset aprés étuvage (g).

v" P2: poids du creuset aprés incinération(g).

v PO: prise d'essai ().
2.1.4. Détermination de la Teneur en lipides

Les lipides sont insolubles dans 1’eau et trés solubles dans les solvants organiques, tel

I’éther de pétrole et ’hexane. La plupart des méthodes de dosage des lipides exploitent ces
propriétés physiques pour extraire les lipides des aliments ou végétaux dans le but de mesurer

leur concentration .

a- Methode Soxhlet : La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la
détermination de la matiere grasse dans les aliments ou végétaux solides déshydratés (BIPEA,
1976). C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pese I’échantillon au début et la maticre

grasse a la fin de I’extraction .

b- Principe de la méthode : L’échantillon solide (poudre de la plante 4g) est pesé et
placé dans une capsule de cellulose. L’échantillon est extrait en continu par ’hexane a ébullition
qui dissout graduellement la matiére grasse. Le solvant contenant la matiere grasse retourne dans
le ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans le coude latéral. Seul le
solvant peut s’évaporer de nouveau, la matiere grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que
I’extraction soit compléte. Une fois 1’extraction terminée, 1’hexane est évapore, généralement sur
un évaporateur rotatif, et la matiére grasse est pesée. Les capsules de cellulose sont perméables
au solvant et a la matiéere grasse qui y est dissoute. Ces capsules sont jetables. La teneur en

fraction lipidique est calculé selon la regle ;

v Lipides (%) = (P1 - P2) / ME x 100%
» P1: poids du ballon aprés évaporation.
» P2 :poids du ballon vide.
» ME : masse de la prise d’essai.

2.1.5. Détermination de la teneur en glucides

La détermination de la quantité en oses repose sur le dosage des sucres totaux par la

méthode de (Dubois ,1956) appelée aussi methode phénol / acide sulfurique.
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> Principe

Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharirupture nécessite la rupture
de toutes les liaisons glycosidiques par hydrolyse d’acide (I'acide sulfurique).
L'analyse repose sur des techniques colorimétriques; le principe des dosages colorimétriques se
base sur la condensation par estérification d'un chromogene (phénol, orcinol, anthrone), avec les
produits de déshydratation des pentoses, hexoses, et acides uroniques. En milieu acide fort et &
chaud, ces oses se déshydratent respectivement en des dérives du furfural, 5- hydroxy-méthy
furfural et de I'acide 5-formylfuroique.
Les chromophores ainsi formés de couleur jaune orange absorbent dans le domaine du visible
proportionnellement avec la quantité des sucres présents (Ruiz, 2005).

La teneur en sucres est exprimée en pg/ml de a-D-Glucose a partir d'une courbe d'étalonnage.

» Mode opératoire
% Préparation des échantillons
Le dosage des glucides a été réalisé selon le protocole du (Dubois et al.,1956)
- Peser 0,5 g d'échantillon dans un bécher, ajouter 20 ml d'acide sulfurique a 0,5 N puis
placer I'ensemble dans une étuve a 105°C pendant 3 heures.
- Transvaser quantitativement le contenu du bécher dans une fiole de 500 ml (ajuster le
volume par de I'eau distillée jusqu'a 500 ml), puis filtrer la solution et la conserver a 4°C.

s Préparer I’essai

- Dans un tube en pyrex (2 cm 0), déposer avec précaution 1 ml d’essai, ajouter 1 ml de
phénol a 5% et 5 ml d'acide sulfurique (H,SO,) concentré.

- Aprés agitation (au vortex), le tube est maintenu dans I'étuve pendant 5 min a 100°C,
puis laissé dans I'obscurité pendant 30 min.

- Enfin, lire la densité optique a une longueur d'onde de 490 nm.

% Preéparation de I’étalon

Pour chaque série de détermination, une gamme d'étalonnage est nécessaire ; une solution
mere (SM) de a-D-glucose de concentration 100 pg/ml est préparée comme suit ;

-Préparer une solution de glucose de 0,01 g/ 100 ml (100 pg/ml).
-A partir de cette solution mére préparer des dilutions de différentes concentrations

20 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/ml, 80 ug/ml, et 100 ug/ml.

-Prendre 1 ml de chaque concentration (2 essais pour chaque concentration) et

ajouter 1 ml de phénol a 5% et 5 ml d'acide sulfurique a 98% a l'aide d'une burette.
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-Apres agitation (au vortex), les tubes sont maintenus pendant 5 min a 100°C, puis a

I'obscurité pendant 30 min.

-Lire la densité optique de chaque concentration & 490 nm, aprés tracer la courbe

d'étalonnage.
> Expression des résultats

A partir des densités optiques de la courbe d'étalonnage, on peut obtenir la teneur

en sucres de I’échantillon. La courbe d’étalonnage :

Dont :

£ : La pente.
C : La concentration de o D Glucose en pg/ml.
La teneur en sucres est exprimée en pg/ml de a-D-glucose, elle est convertie par rapport a

100 g de matiére seche.

2.1.5. Détermination de la teneur en protéines
Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de (BIPEA ,1976) utilisant un
distillateur Kjeldahl; cette méthode est basée sur le dosage de l’azote total, qui est ensuite

converti en taux de protéines.

La minéralisation de 1 g d’échantillon par 20 ml d’acide sulfurique se fait en présence d’un
catalyseur composé de 10 g sulfate de potassium (K;SO,) et de 2 g d’oxalate de potassium
(K2C20,) dans un digesteur type Buchi 430 (Digestor Germany), pendant 5 h.

Ensuite, une distillation est effectuée dans un distillateur type Buchi 320 (Germany), aprés
addition de 70 ml de solution de soude (NaOH) a 40% au minéralisat. Le distillat est recueilli
dans 15 ml d’une solution tampon d’acide borique préparée par dissolution de 40 g d’acide
borique dans 1000 ml d’eau distillée et 10 ml d’une solution de rouge de méthyl 0,05% comme

indicateur coloré .
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Le titrage du distillat se fait avec ’acide sulfurique 0,1 N. Les taux d’azote total et de

protéines brutes sont obtenus avec des formules :

ou;

Taux d’azote total (%) = V (H2S04) x N (H2SO4) x 0,014 x 100%

v" V(H2S0,) = volume H,SO, de la chute de burette.
v" N(H2S0,) = normalité de I’acide sulfurique.
v 0,014 = coefficient affecté a la concentration de la solution normale d’azote (14/1000).

v P =poids de I’échantillon.
Conversion du taux d'azote en taux de protéines 100 g de protéines correspond a 16 g d'azote
dans la majorité des cas.

On utilise un facteur de conversion basé sur le taux moyen d'azote des protéines.

v F=100/16 =6,25

2.2. Analyses phytochimique

2.2.1. Preparation des extraits

Dans cette étude, deux méthodes ont été optées pour extraire les composes actifs présents
dans notre échantillon : macération par le méthanol et décoction par 1’eau distilée.

v' La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire le prinicipe actifs. c'est une extraction qui se
fait a température ambiante (Lagnika, 2005, Mahmoudi, 2012)

Cette méthode d'extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Hamia et al 2014),
avec quelques modifications :

¢ Dans une fiole, introduire 10 g d'échantillon;

e Ajouter 100 ml du solvant (méthanol a 70% v/v);

e Laisser le mélange en contacte durant 24 h a température ambiante (avec agitation
occasionnelle);

o Filtrer le mélange par un tissu puis sur papier whatman N° 1;

o Repéter I'extraction deux fois sur le retentat dans les mémes conditions

e Les trois filtrats obtenus sont mélangés et séchés a I'étuve portée a 40°C jusqu'a

I'obtention d'un extrait sec qui sera conservé a 4°C pour servir aux différents tests.
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Figure S : Préparation de I’extrait méthanolique

v La décoction est I'opération dans laquelle le solide est plongé dans le solvant liquide mis en
ébullition. Il s'agit d'une opération brutale qui doit étre réservée a I'extraction de principes actifs
non thermolabiles. Elle est cependant tres rapide et parfois indispensable (Ley bros et
Frémeaux, 1990).

Cette méthode d'extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (KONKON et al., 2006)
en y apportant quelques modifications:

« Dans une fiole, introduire 10 g d'échantillon;

« Ajouter 200 ml eau distillée puis agiter manuellement et doucement;

»  Chauffer le mélange dans un bain-marie bouillant pendant 30 minutes.

» Laisser le mélange refroidir a la température ambiante;

Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1,;

» Reépéter la procédure deux fois sur le retentat dans les mémes conditions ;
« Lestrois filtrats obtenus sont placés dans un seul récipient.

Les trois filtrats obtenus sont mélangés t seches a I'étuve portée a 40°c jusqu'a l'obtention d'un
extrait sec qui sera conservé a 4° C pour servir aux différents tests.

Figure 6 : Préparation de I’extrait aqueux
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2.2.2. Dosages des polyphénols totaux
> Principe

L'estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a éteé effectuée par

spectrophotométrie UV-Visible selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu.

» Mode opératoire

Dans un tube a essai, on introduit 0.2 mL de I'extrait aqueux, 0.8 mL de la solution de Na2CO3 a
7.5% et on agite. 1 mL de la solution de Folin Ciocalteu (10 mL du réactif Folin Ciocalteu +90

mL d'eau distillée) y est additionné.

L'ensemble est incubé a une température ambiante pendant deux heures. La lecture est effectuée
contre un blanc sans extrait a 760 nm.
» Préparation de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique :

Une gamme étalon a été établie de 0.01 a 0.2 mg/mL avec I'acide gallique pour calculer la
concentration des composés phénoliques dans chaque extrait. Les résultats sont exprimés en

équivalent-mg d'acide gallique/g d'extrait.

La concentration des polyphénols a été déterminée par la formule suivante ;

T=Cx (VxD)/Ps

T: teneur en phénols totaux.

C: concentration des polyphénols en équivalent d'acide gallique déduit de la courbe.
V: Volume de I'extrait.

D: facteur de dilution.

Ps: poids de la matiere séche.

2.2.3. Dosages des flavonoides totaux

» Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de (Zhishenet al.,1999) avec le
trichlorure d'aluminium (AICI3). En présence de trichlorure d'aluminium, les flavonoides sont
capables de former un complexe acide stable de couleur jaunatre absorbant dans le visible a 510
nm, grace a la présence des groupements ortho-dihydroxyles sur les noyaux A ou B et les
groupements hydroxyles libres en position C-3 et C-5 ou le groupement cétonique en position C-

4 des flavonoides.
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» Mode opératoire
Dans un tube a essai, on introduit 1 mL de I'extrait méthanolique. 1 mL de la solution
d'AlCl; (2% dans le méthanol) est ajouté. Le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min

d'incubation, I'absorbance est lue a 430 nm.

» Préparation de la courbe d'étalonnage de la quercétine

Une courbe d'étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la quercétine comme contr6le positif. Une gamme de 10 concentrations de quercétine
allant de 40 a 2.5 pg/mL a été préparée a partir d'une solution mére a 400 pug/mL. La teneur en

flavonoides est exprimée en (ug Eq/g d'extrait).

2.2.4 .Dosage des tanins condensés
» Principe

Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec I’HCI. Cette méthode dépend de la réaction
de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des TCs et la formation de complexes
rouges cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur
rouge par réaction avec la vanilline. La teneur en tanins condensés a été déterminée par la

méthode de vanilline décrite par (Julkunen-Titto, 1985) .

» Mode opératoire

Un volume de 50 pl de chaque extrait a ét¢ ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol
a4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pl de 1’acide chlorhydrique
concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante
pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc. Différentes concentrations
comprises entre 0 et 1000 pg/ml préparées a partir d’une solution mere de la catéchine,

permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

2.2.5. Evaluation de P’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été realisée par cing
techniques chimiques (la capacité antioxydante totale, la réduction de fer, le piégeage du radical
libre DPPH, le piégeage du radical hydroxyle et le blanchiment du 3-caroténe

Dans ce travail, deux tests sont réalisés pour évaluer I’activité antioxydante in vitro de la

plante étudiée a savoir : I’activité antiradicalaire au DPPH, et la capacité antioxydante totale .
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2.2.6. Activité anti radicalaire
La capacité des extraits de 1’Azolla Pinnata de réduire le radical libre stable 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) a été évaluée selon la méthode décrite par (Burits et Bucar ,2000).

Le DPPH a été dissout dans 100 ml de méthanol pour préparer une solution mere, la
solution étalon a été préparée en diluant la solution mére de DPPH avec du méthanol pour obtenir
une absorbance de (0,98 = 0,02) a 517 nm. Un volume de 100 pl de chaque extrait a differentes
concentrations a été ajouté a 2,5 ml de solution méthanolique de DPPH diluée.

Le mélange a été agité et maintenu a I'obscurité pendant 30 min, I'absorbance de la solution
résultante a été mesurée a 517 nm. Un contrdle est préparé en remplacant la solution d’extrait par
le méthanol .

Le blanc pour chaque extrait est préparé en mélangeant 2,5 ml de méthanol avec 100 pl de
solvant d’extraction. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

L’acide ascorbique est utilise comme antioxydant de référence. Le pourcentage de 1’activité

scavenger du radical DPPH de chaque extrait est calculé comme suit :

Activité scavenger du radical DPPH+(%) = [(Ac — (At — Ab) / Ac)] 100%

Ou

Ac : Absorbance du contréle; ¢’est I’absorbance du solvant avec seulement le DPPH.
At : Absorbance du test; c’est 1’absorbance de la solution de DPPH. contenant 1’extrait.
Ab : Absorbance du blanc ; ¢’est I’absorbance de la solution de 1’extrait sans le DPPH.

Les résultats sont exprimés en IC50 qui est la concentration qui induit 50% d’activité scavenger
du radical DPPH.

2.2.7. Capacité antioxydant totale

La capacité antioxydante totale des extraits de 1’Azolla Pinnata a été évaluée par le test du
phosphomolybdéne selon la procédure décrite par (Prieto et al. ,1999). Une aliquote de 0,3 ml
de chaque extrait ou étalon a été mélangée avec 3 ml du mélange réactionnel (0,6 M d'acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium).

Ensuite, les mélanges ont été incubés a 95°C pendant 90 min et I'absorbance a été enregistrée a
695 nm.

L'activité antioxydante a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d'extrait sec
(mgEAG/g d’ES).

Le BHT et le BHA ont été utilisés comme standards de référence dans les mémes conditions.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Reésultats et discussion de I’étude physicochimique
1.1. Taux d’humidité

D'aprés les résultats obtenus, la plante étudiée présente un taux d'humidité de (6,41 *
0,13%) , une valeur supérieure a celle trouvée par (Madjoudj,2021) avec (2,12%). Cette teneur
lui confére une longue durée de conservation de la poudre.

Il convient de noter également qu'un taux d’humidité trop élevé favorise le développement
de micro-organismes (Hélene, 2014).

1.2. Taux de cendre

Dans la présente étude, la plante présente un taux de cendre de (19,31+0,23)%. Ce résultat
est conforme aux normes décrites dans 1I’encyclopédie (Feedipia ,2019), en accord avec celui de
(Van Hove,1995) et proche aux résultats évoquées par (Alalade et al.,2006) ) avec (16,2%) .

I’Azolla est trés riche en minéraux , Elle contient les macro et les microélements Cette
richesse en minéraux change en fonction des parametres de culture (Camacho Rodriguez et al.,
2009).

1.3.Teneur en fibre

En ce qui concerne la cellulose Weende ou fibres brutes, nos échantillons renferment un
taux de (12,04+0,4%) conforme aux normes décrites dans I’encyclopédie (FEEDEPIA,2019), Et
en accord avec ceux de (Alalade et al.,2006) mais supérieur a ceux de (Samanta et
Tamang.,1995).

D'aprés (Ramlu et Rao.,2003), la teneur en fibres est modulée par la localisation
géographique, la constitution génétique, I'état du sol, les conditions agronomiques et climatiques

de la culture, mais aussi par la méthode de dosage utilisée.

Du point de vue nutritionnel , les fibres alimentaires ont plusieurs effets bénéfiques sur la
santé, notamment l'augmentation du bol fécal, la diminution de la cholestérolémie et du taux de
LDL (Lipoprotéine de basse densité) plasmatique et la diminution de la glycémie et de

I'insulinémie post- prandiale ( Bruneton, 1999).

1.4. Teneur en lipides

La teneur en matiére grasse dans les fougeres aquatiques dépend de 1’espece et est affecté
par des conditions de culture telles que les nutriments,la salinité,la température, le pH et méme

I’association avec d’autres micro-organismes (Li et al ., 2007) .
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Dans notre étude , les résultats du dosage de la fraction lipidique ont montré une teneur
moyenne de (2,32+0,21%) Ce résultat est conforme aux normes mentionnées dans
I’encyclopédie (FEDEEPIA ,2019) , en accord avec celui de (Vanhove ,1995) et conforme aux
résultas mentionnés par (Alalade et al .,2006) .

Plusieurs parametres influent sur le taux de lipides comme la granulométrie, I’humidité ,la

nature du solvant et la méthode d’extraction utilisée (Gaouar ,2011).

1.5. Teneur en glucides

Il a été rapporté que les hydrates de carbone ont un role de structure car ils rentrent dans la
composition de la paroi cellulaire. Ce sont aussi une matiére de réserve énergétique de la cellule.
Il a été trouvé un taux de glucides (25,37 % =+ 0,29) inférieur a ceux rapportés par (Alalade et
al.,2006) avec (47%), mais largement supérieur a celui de (Van Hove ,1995) avec (3-5%) .

Comme toute la composition biochimique, le taux des glucides peut étre affecté par le changement des

paramétres de culture (Azote, température, pH, CO,.....).

’

VTR

Figure 7 : Evaluation de la teneur en glucides des différents concentrations

1.6. Teneur en protéines

Les protéines représentent un élément indispensable dans la cellule, dont ils jouent un réle capitale
dans leur croissance, réparation ainsi que leur maintenance. Il est aussi un régulateur cellulaire et de
défense contre les intrus qui menace la cellule (Djamai, 2019) .

Dans la présence étude les résultats du dosage de la fraction protéique ont montré une teneur
moyenne de (17,60+0,49 ).Ce résultat est également en accorde avec celui de (FEEDPEDIA, 2019) ,
proche a ceux de (Alalade et al .,2006) avec (21,4%) et de (Samanta et Tamang,1995) .
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Figure 8 : Résultats de I’analyse des parameétres physicochmiques d’Azolla pinnata.
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2. Résultats et discussion de I’étude phytochimique

2.1. Rendements d’extraction
Tableau Il: Résultat du rendement d'extraction par le solvant méthanol

aqueux de la poudre d’Azolla Pinnata .

Extrait méthanolique Extrait aqueux
Poids Sec (g) 10 10
RE (%) 40,37 18,37

Le taux le plus éleveé a éte detecté dans I'extrait méthanolique suivi par I'extrait aqueux .
Les résultats obtenus sont proches a ceux rapportés par (Madjoudj fateh Gaia, 2021) qui a

utilisé les mémes méthodes d'extraction avec les mémes solvants.

Il importe de noter que le rendement d'extraction dépend de la méthode d'extraction (a
chaud ou a froid), des conditions de séchage (lieu, température et durée de séchage), du stade de
croissance et de la nature du solvant utilisé dans I'extraction ou fractionnement et de sa polarité,

la taille des particules et le coefficient de diffusion du solvant (Lee et al., 2003; Fellah, 2006).

Le méthanol est le solvant d'extraction le plus utilisé par excellence dans les extraits

végetaux. selon (Mahmoudi S et al., 2013)

Figure 9 : Extrait méthanolique sec de I’Azolla Pinnata
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2.2.Reésultats du dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation. Ils sont
capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés en
réponse a des agressions de notre environnement (Daglia, 2011).

Tableau I11: Teneur en phénols totaux dans I’extrait méthanolique et aqueux de I’Azolla

Pinnata
Extrait methanolique Extraitaqueux

T“k'u,. ( EXI‘azt

My

"¢/mg)
Teneur en phénols totaux

) 127,42 107,28
(mg EAG / mg extrait)

EAG :équivalent acide galique

Les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits varient entre (127,42+4,9 mg EAG/q)
a (107,28+4,4 mg EAG/Q).

La concentration la plus élevée des phénols a été mesurée dans I'extrait méthanolique
avec un taux (127,42mg EAG/qg), par rapport a l'extraits aqueux , ou nous enregistrons des
teneurs de I'ordre de (107,28 mg EAG/Q).

Les valeurs obtenues dans I’extrait méthanolique sont largement supérieures a celles
mentionnées par (Berbache et al.,2022) qui ont rapporté des teneurs en polyphénols de (53,5mg
/g DW).

2.3. Résultats de dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(Safer, 2018).
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Tableau IV : Teneur en flavonoide totaux dans I’extrait méthanolique et aqueux de

I’Azolla Pinnata

Tene Extrait
Ur (mg/p, 2) méthanolique Extrait aqueux
Teneur en flavonoides (mg de EQ / mg extrait) 16,17 12,47

EQ : equivalent Quercitine

D’apres Les résultats présents dans le Tableau , montrent que les teneurs en flavonoides
totaux varient entre les deux types d'extraits. L'extrait aqueux qui renferme des teneurs plus
faibles (12,47+0,29mg EQ/g) en comparaison a la concentration des flavonoides dans I'extrait
méthanolique (16,17 + 0,31mg EQ/Q) .

Les valeurs atteintes dans 1’extrait méthanolique sont inférieures a celles obtenues par

(Berbache et al.,2022) qui ont relevé des teneurs en flavonoides de (46mg EC/g) .

La variation de la teneur en flavonoide est associée avec le type de cultivar, les méthodes

d'extraction , de dosage, et les conditions environnementaux (Maataoui et al; 2006) .

2.4 Résultats de dosage des tanins

Les tannins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...), ce sont des substances de saveur
astringente ayant la propriété de tanner la peau et de se combiner aux protéines animales par des

liaisons hydrogénes, ils sont solubles dans I’cau et caractérisés par leur astringence (Safer, 2018).

Tableau V : Teneur en tanins dans I’extrait méthanolique et aqueux de 1’Azolla

Pinnata .

Extrait

’ ) Extrait agueux
méthanolique

Teneur en tanins

(mg de EC/ mg extrait) 100,66 87,66
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D’apres les résultats présents dans le tableau,le taux le plus élevé a été détecté dans

I’extrait méthanolique (100,66 + 4,04 mg EC/g), suivi par I’extrait aqueux(87,66x 1,91mg EC/g)

Les vleurs obtenues dans 1’extrait méthanolique sont également supérieures a celles

évoquées par (Berbache été al.,2022) qui ont rapporté des teneurs en tanins de 16 mg EC/g.

Grace a leur astringence les tanins sont utilisés comme anti diarrhéiques, vasoconstricteurs
ethémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des varices et

hémorroides (Paris et Hurabielle., 1981).

IIs sont également largement employés dans I'industrie du cuir surtout dans les vernis et les

peintures (Paris et Hurabielle., 1981).

3.Résultats et discussion de I’activité antioxydante

Plusieurs études ont montré que 1’effet antioxydant des sources naturels est di a leurs
teneurs en composés phénoliques (Yang et al., 2002), et que les groupements hydroxyles dans
les composés phénoliques et flavonoides sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants
(Heignen et al., 2001; Heim et al., 2002). Pour les flavonoides, les formes aglycones sont plus
actives que les formes glycosylées (Shahidi et Naczk, 2004). Donc y a des relations entre les
structures chimiques des composes phénolique et leur capacités antioxydantes, 1’activité de ces
molécules a piéger les radicaux libres dépend essentiellement de leur structures, les flavonoides
les plus actifs sont ceux qui renferment des groupements 3°- 4° dihydroxy sur le cycle B et/ou un
groupement 30H sur le cycle C (Amic et al., 2003 ; Marfak, 2003 ; Sokol-Letowska, 2007).

2.2. Activité secavenger a légard du radical libre DPPH

Les résultats obtenus révelent que l'extrait méthanolique semble étre le plus actif
avec une IC50 de (0,35 + 0,02 mg/ml), suivi de l'extrait aqueux avec une valeur d’IC50 de

(0,95 + 0,01 mg/ml).
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Figure 10 : Histogramme montrant activité scavenger des différents extraits
d’Azolla Pinnata a I’égard du radical DPPH

Dans ce test, la vitamine C a été utilisée comme antioxydant standard a des fins

comparatives. Elle a montré une tres forte activité antiradicalaire avec une IC50 de (0,125 *

0,004 mg/ml).

2.3. Capacité antioxydante totale

Les résultats obtenus ont montré que I’activité antioxydante totale varie également en

fonction des différents extraits.

L’extrait le plus actif est 1’extrait méthanolique (37,14+0,14pg EAA / mg), puis I’extrait aqueux

(20,14+0,04 pg EAA / mg).
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Figure 11 : Histogramme montrant totale de la capacité antioxydante totale extraits
d’Azolla Pinnata.

Figure 12 : Evaluation de la capacité antioxydante totale des extraits d’Azolla Pinnata .
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Conclusion



Conclusion

IV. Conclusion

Notre étude, vise a la valorisation d’une plante fougere,Azolla Pinaata utilisée depuis
longtemps par les agriculteurs principalement en Asie pour nourrir leurs animaux et comme

engrais vert .I’ensemble des travaux présentés dans ce memoir s’articule autour de deux parties:

La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique sur les généralités d’Azolla

Pinnata

La deuxieme partie constitue une contribution a une meilleure connaissance des propriétés
physico-chimiques et phyto-chimiques de cette plante ,ainsi que sur 1’étude de certaines des ses
propriétés biologiques,a savoir I’activité antioxydante de différents extraits (méthanolique et

aqueux ).

L’analyse des parametres physico-chimiques de 1’Azolla Pinnata renferment un taux
d’humidité de 6,19 % ; un taux de cendre de 19,31 %; une teneur en protéines de 17,60% ,en
matiere grasse de 2,32 %; un taux de glucide de 25,37 % et une teneur en fibre de 12,04%.

Pour ce qui est des résultats d’extraction de la matiere seche d’Azolla Pinnata ,nous avons
pu constater que le rendement le plus élevé a été noté pour I’extrait méthanolique (40,37%)

suivi par I’extrait aqueux (18,37%) .

L’analyse quantitative des extraits étudiés montrent une richesse en polyphénoles,
flavonoides et en tanins dans cette plante . Les résultats de I’activité antioxydante montrent que
les extraits excercent une bonne capacité de piégeage des radicaux libres et une activité

antioxydante totale satisfaisante.

La composition de 1’ Azolla pinnata en fait donc 1’un des aliments de substitution les plus
économiques et les plus efficaces pour le bétail ,d’autant plus qu’il est facile a digérer par le
bétail en raison de sa teneur élevée en protéines et de sa faible teneur en liginine, ainsi sa

richesse en composés phénoliques .

Tous ce résultats indiquent bien que les composés phénoliques présent dans 1’Azolla
pinnata pourraient étre utilisés comme des antioxydants. Néanmoins ,des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de

cet effet .Donc il serait intéressant d’explorer d’autres aspects tel que :
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e Orienter 1’étude vers d’autres activités biologiques telles que les activités anti-
inflammatoires , anti-bactériennes ,anticancereuses et antifongiques.

e Compte tenu de sa richesse en minéraux , il est envisageable de formuler un médicament a
base de cette plante .

e  Etude de ’efficacité de ces extraits dans le domaine alimentaire afin d’établir leurs utilisation
comme agents antioxydants naturels dans la sécurité alimentaire .

e Il est tres important d’extraire et de tester les activités biologiques des huiles essentielles de
cette plante.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la valorisation

de la plante Azolla pinnata.
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Les annexes



Annexe 2 :Extracteur de soxhlet
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Annexe 4 : Courbe d’étalonnage du D-glucose
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Annexe 5 : Courbe d’étalonnage de I’acide galique .
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Absorbance a 430 nm

Absorbance 4500 nm

1.4
1,2

0,8
0,6
0.4
0,2

0.9
0.8
0,7
0.6
0.5
0.4
0,3
0,2
0,1

_.
= s //:./; .
e v = 0,034x
- Rz = 0,990
o -
o
5 10 15 20 25 30 35 40
[Quercétine| pg/ml
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Annexe 6 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
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