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Résumé

Le Saule Blanc (Salix alba L.) est un arbre dioique de la famille des Salicaceae, atteignant une
hauteur de 25 metres, caractérisé par une écorce crevassée. Il est localement connu en Algeérie
sous l'appellation de « Safsaf Labyadh ». Son écorce est riche en dérivés salicyles, notamment
la salicine, ainsi qu'en flavonoides et en tanins condensés, ce qui lui confére des propriéetés
analgésiques, anti-inflammatoires et antioxydantes reconnues.

Ce travail porte sur 1’étude phytochimiques, dosage des composés phénoliques, ainsi que
I’évaluation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des extraits bruts
hydrométhanoliques obtenus par macération et decoction a partir de 1’écorce de Saule Blanc
(Salix alba).

L'écorce a été préalablement dégraissée par extraction au Soxhlet au chloroforme, puis les
extraits bruts hydrométhanoliques ont été préparés dans un mélange méthanol/eau distillée
(70/30). L'extrait obtenu par décoction a présenté un rendement de 5,21 %, soit prés du double
de celui obtenu par maceration, établi a 2,61 %. Les deux extraits se distinguent par une
coloration marron et une solubilité totale dans 1’eau distillée.

Le dosage des composés phénoliques a révélé que I'extrait brut préparé par décoction présente
une teneur en polyphénols totaux et en tanins condensés de 1’ordre de 0,56 + 0,0740 mg
EAG/mg ES et 0,78 £ 0,029 mg EC/mg ES, supérieure a celle de I'extrait brut préparé par
macération (0,47 £ 0,0606 mg EAG/mg ES et 0,52 + 0,016 mg EC/mg ES), respectivement. En
revanche, la teneur en flavonoides est plus élevée dans I'extrait brut préparé par maceration
(0,14 £ 0,0654 mg EC/mg ES) que dans I'extrait brut préparé par décoction (0,076 = 0,0880 mg
EC/mg ES).

Le criblage phytochimique qualitatif a confirmé la présence de tanins, de flavonoides, de
terpénoides, de quinones libres et de composés réducteurs.

Quant aux propriétés antioxydantes, I'analyse du piégeage du radical DPPH démontre que
I'extrait brut préparé par macération posséde une capacité antiradicalaire plus optimale que
I'extrait brut préparé par décoction, au vu de sa concentration inhibitrice Clso de 215 pg/mL
plus faible contrairement a 242 pg/mL. Le test FRAP a confirmé cette tendance, les valeurs
d’ECso obtenues restant inférieures (et donc plus performantes) pour I'extrait obtenu par
macération (ECso de 240 ug/mL) comparativement au décocté 287,5 pg/mL.

Concernant l'activité anti-inflammatoire, évaluée par le test d'inhibition de la dénaturation de
l'albumine d'ceuf, l'extrait brut préparé par macération a affiché une Clso de 555,55 pg/mL
contre 763,8 pug/mL pour I'extrait brut préparé par décoction.

Mots clés : Salix alba, Ecorce, composés phénoliques, activité antioxydante, activité anti-
inflammatoire, dénaturation des protéines.



Abstract

White Willow (Salix alba L.) is a dioecious tree belonging to the Salicaceae family, capable of reaching
25 metres in height, characterised by its deeply furrowed bark, is locally known in Algeria as "Safsaf
Labyadh". Its bark is notably rich in salicylate derivatives, particularly salicin, as well as flavonoids and

condensed tannins, conferring recognised analgesic, anti-inflammatory, and antioxidant properties.

The bark was first defatted by Soxhlet extraction with chloroform, after which crude hydromethanolic
extracts were prepared in a methanol/distilled water mixture (70/30). The decoction extract yielded
5.21%, nearly double that of the maceration extract at 2.61%. Both extracts were characterised by a

brown colour and complete solubility in the hydromethanolic mixture.

Quantification of phenolic compounds showed that the crude decoction extract contained a higher total
polyphenol content of 0,56 + 0,0740 mg GAE/mg dry extract compared to the crude maceration
extract (0,47 £ 0,0606 mg GAE/mg dry extract). Conversely, the flavonoid content was higher in the
crude maceration extract (0,14 + 0,0654 mg CE/mg dry extract) than in the crude decoction extract
(0,076 + 0,0880 mg CE/mg dry extract). For condensed tannins, crude decoction extract again
recorded the highest content at 0,78 £ 0,029 mg CE/mg dry extract, compared to 0,52 + 0,0016 mg
CE/mg dry extract for the crude maceration extract. Qualitative phytochemical screening confirmed

the presence of tannins, flavonoids, terpenoids, free quinones, and reducing compounds in both extracts.

Antioxidant activity assessed by the DPPH radical scavenging test revealed that the crude maceration
extract exhibited an ICso of 215 pg/mL, lower than that of the crude decoction extract (242 pg/mL),
indicating stronger free radical scavenging activity for the maceration extract. The FRAP assay
confirmed this trend, with ECso values of 240 pug/mL for the crude maceration extract and 287.5

ug/mL for crude decoction extract.

Regarding anti-inflammatory activity, evaluated through the egg albumin denaturation inhibition test,
crude maceration extract displayed an ICso of 555.55 ug/mL compared to 763.8 ug/mL for the crude

decoction extract, confirming the superior activity of the maceration extract.

Keywords: Salix alba, White Willow, bark, , phenols compounds , antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, protein denaturation.
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Syntheése bibliographique

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est une pratique ancienne dont les

connaissances, transmises de génération en génération, ont été peu a peu rassemblées pour
constituer les bases des pharmacopées traditionnelles. L'étude des relations entre les sociétés
humaines et les plantes a été nommée « ethnobotanique » par Harshberger en 1895, avant que
Jones (1941) et Schultes (1968) ne précisent les liens étroits unissant I'étre humain a la
veégétation de son environnement (Laouar, 2025). Sur le plan scientifique, la validation de ces
remédes anciens a franchi une étape importante en 1971 avec l'identification de la
cyclooxygénase comme cible moléculaire, confirmant I'intérét biologique de substances
naturelles utilisées depuis des millénaires (Gheddab, 2016). Ce savoir empirique, aujourd'hui
confirmé par la recherche phytochimique moderne, reste un pilier essentiel de la santé des
populations (Gheddab, 2016; Laouar, 2025).

En Algérie, les premieres descriptions structurées de la flore médicinale datent de 1942,
suivies d'un développement notable aprés l'indépendance, notamment grace aux travaux de
référence de Farid Baba-Aissa sur les plantes médicinales algériennes publiés en 1991 (Laouar,
2025). A I'échelle mondiale, les ressources végétales représentent un secteur économique
majeur, avec un marché estimé a 40 milliards de dollars, qui pourrait dépasser les 400 milliards
d'ici 2026 (Latif & Nawaz, 2025). Cette croissance est portée par une demande industrielle
croissante pour des molécules bioactives, dont la valeur commerciale progresse de fagon
significative (Liu et al., 2026). En effet, environ un quart des médicaments cliniques actuels
sont issus ou dérivés de produits naturels, a I'image de molécules anticancéreuses comme le
paclitaxel (Botelho et al., 2025 ; Chaudhary et al., 2025). L'innovation s'accélere aujourd'hui
grace a l'intégration de technologies avanceées telles que la biologie synthétique et les méthodes
modernes d'analyse moléculaire, qui contribuent a une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans les maladies chroniques et la découverte de principes actifs sdrs et
efficaces (Botelho et al., 2025 ; Gadhoumi et al., 2025 ; Latif & Nawaz, 2025 ; Liu et al.,
2026).

Parmi les cibles thérapeutiques les plus étudiées figure le stress oxydatif, un déséquilibre
cellulaire impliqué dans de nombreuses pathologies chroniques. Un radical libre se définit
comme une molécule possédant un ou plusieurs électrons non apparies sur sa couche externe,
ce qui lui confere une grande instabilité et une réactivité biologique trés élevée (Derbal &

Fedali, 2015 ; Haioun & Hamoudi, 2015). De facon plus large, le terme « especes réactives

1
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de I'oxygéne » (ERO) désigne un ensemble de molécules dérivées de I'oxygene, incluant ces
radicaux libres ainsi que des molécules non radicalaires comme le peroxyde d'hydrogéne, toutes
dotées d'un fort pouvoir oxydant (Haioun & Hamoudi, 2015 ; Liu et al., 2026). L'oxydation
cellulaire se produit lorsque la production de ces especes dépasse les capacités de défense de
I'organisme, entrainant des dommages a plusieurs niveaux (Liu et al., 2026). Ainsi, les lipides
des membranes cellulaires subissent une peroxydation qui génére des produits toxiques comme
le malondialdéhyde (MDA), altérant I'intégrité membranaire (Haioun & Hamoudi, 2015 ; Liu
et al., 2026). Les protéines subissent egalement des dommages irréversibles tels que la
carbonylation, entrainant une perte de leur fonction biologique (Derbal & Fedali, 2015 ; Liu
et al., 2026). Enfin, les acides nucléiques peuvent subir des modifications oxydatives de leurs
bases ainsi que des cassures de brins d’/ADN, constituant la base des processus de mutation, de
vieillissement cellulaire et de développement des cancers (Derbal & Fedali, 2015 ; Haioun &
Hamoudi, 2015). Face a ces agressions, l'organisme dispose de systemes de défense
antioxydants, qui se divisent en deux catégories : les défenses produites par I'organisme lui-
méme, comprenant des enzymes comme la catalase et la Glutathion peroxydase GPx, et celles
apportées par l'alimentation, représentées notamment par les vitamines et les composés
phénoliques (Derbal & Fedali, 2015 ; Liu et al., 2026). Ces derniers, présents dans la quasi-
totalité des végétaux, jouent un réle protecteur important grace a leurs groupements hydroxyles,
en neutralisant les radicaux libres, en capturant les ions métalliques qui favorisent I'oxydation,
et en modulant l'activité d'enzymes pro-oxydantes (Derbal & Fedali, 2015 ; Haioun &
Hamoudi, 2015 ; Roumili, 2024).

Le stress oxydatif est étroitement lié a un autre processus pathologique fondamental :
I'inflammation. La réaction inflammatoire a pour but de neutraliser une agression et de rétablir
I'équilibre de I'organisme, et se déroule en trois phases successives : une phase vasculaire avec
dilatation des vaisseaux et formation d'un cedéme, une phase cellulaire avec recrutement des
globules blancs par migration a travers les parois vasculaires, et enfin une phase de résolution
correspondant a la cicatrisation (Haioun & Hamoudi, 2015 ; Roumili, 2024). Cette cascade
est déclenchée par des médiateurs chimiques tels que le systeme du complément, I'histamine,
les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6) et les prostaglandines, ces dernieres étant
directement impliquées dans la genese de la douleur (Derbal & Fedali, 2015 ; Roumili, 2024).
Le stress oxydatif et I'inflammation forment un cercle vicieux : lors de la réponse immunitaire,
les globules blancs produisent massivement des ERO pour éliminer les agents pathogénes, mais

un exces de ces molécules perturbe le fonctionnement des mitochondries et entraine la
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libération de signaux moléculaires (DAMPS) qui activent davantage de cellules immunitaires,
amplifiant ainsi le cycle inflammatoire (Haioun & Hamoudi, 2015 ; Roumili, 2024 ; Liu et
al., 2026). Pour contréler ce phénomeéne, deux grandes classes de médicaments sont utilisées :
les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui bloquent les cyclooxygénases (COX), et
les anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides), qui réduisent la production de cytokines
pro-inflammatoires (Haioun & Hamoudi, 2015 ; Roumili, 2024). Cependant, les effets
secondaires de ces traitements de synthése justifient la recherche active d'alternatives naturelles,
parmi lesquelles les polyphénols et les flavonoides végetaux retiennent particulierement
I'attention, car ils sont capables d'agir simultanément sur plusieurs voies de l'inflammation
(COX, LOX, TNF-a), associant ainsi 1’efficacité et la bonne tolérance (Aichour et al., 2018 ;
Malhotra et al., 2025 ; Roumili, 2024 ; Sifi et al., 2026).

C'est dans ce contexte que le Saule blanc (Salix alba L.), plante médicinale aux propriétés
reconnues confirmées depuis I'Antiquité, fait I'objet d'un intérét scientifique croissant.
Appartenant a la famille des Salicaceae et a I'ordre des Salicales, c'est un arbre a sexes séparés
(dioique) pouvant atteindre environ 25 métres de hauteur, au tronc droit et a I'écorce crevassée
(marquée de fissures profondes), avec des feuilles caduques (caractérisé par une abscission
automnale) en forme de lance (5 a 15 cm), une face supérieure verte et un revers grisatre, et

desfleurs en chatons cylindriques apparaissant entre avril et mai (Figure 1) (Roumili, 2024).

Figure 1 : Figure composite illustrant différentes parties de Salix Alba :(A) Feuilles ; (B)
Ecorce et (C) Arbre (Incroyables Plantes ; Robino, J)
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Il pousse préférentiellement en bordure de cours d'eau et dans les zones humides de
I'némisphére Nord. En Algérie, designé sous le nom local de « Safsaf Labyadh », il est présent
dans les régions nord du pays, notamment dans le Nord-Est au niveau de la wilaya de Sétif,
avec une distribution pouvant étre irréguliere selon les caractéristiques des zones de montagne
et la disponibilité en eau (Figure 2) (Baker et al., 2022 ; Roumili, 2024 ; Roumili et al., 2022).

Native I

A

Figure 2 : Carte de distribution indigene de Salix alba en Europe, en Afrique du Nord et en
Asie occidentale (Houston Durrant et al., 2016).

Sur le plan chimique, I'écorce de S. alba est riche en dérivés salicylés, dont la salicine est le
composé principal, accompagnée de la salicortine et de la trémulacine, ainsi qu'en flavonoides
et en tanins condensés, pouvant représenter jusqu'a 20 % de la matiére séche (Baker et al.,
2022 ; Oketch-Rabah et al., 2019 ; Roumili, 2024 ; Zaiter et al., 2016). La complémentarité
entre ces hétérosides salicylés et ces composes phénoliques explique le potentiel thérapeutique
global de I'espéce (Nahrstedt et al., 2007 ; Roumili, 2024). Ses propriétés analgésiques
découlent de la salicine, transformée dans I'organisme en acide salicylique, précurseur de
I'aspirine, dont l'isolement au XIXe siécle a d'ailleurs mené a la synthése de cette derniere en
1897 (Baker et al., 2022 ; Latif & Nawaz, 2025 ; Wu et al., 2024 ; Zaiter et al., 2016). Son
activité anti-inflammatoire repose sur le blocage des COX-2 et la réduction du TNF-a, tandis
gue son pouvoir antioxydant notable lui permet de neutraliser les radicaux libres et de bloquer
la peroxydation des lipides (Malhotra et al., 2025 ; Roumili, 2024 ; Wu et al., 2024 ; Zaiter
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etal., 2016). Aujourd'hui, des extraits standardisés de S. alba sont utilisés pour traiter les maux
de téte, les douleurs lombaires et I'arthrose, avec une meilleure tolérance digestive que les
médicaments de synthese (Figure 3) (Baker et al., 2022 ; Roumili, 2024).

INTESTIN ENZYMES
OH
O —B-D-Glucose
-
COOH

|n estion
saule

acnde sallcyllque

OH

saligénine

FOIE

Figure 3 : Transformation métabolique des dérivés de la salicine du Saule Blanc en Acide
salicylique (Saracila et al., 2021)

L'extraction de ces principes actifs repose sur la décoction aqueuse ou la macération dans
des solvants organiques comme le méthanol, favorisant la récupération d'une grande diversité
de molécules, avec des approches modernes comme l'extraction assistée par ultrasons
également employées, suivies d'étapes de filtration et de concentration par lyophilisation
(Gadhoumi et al., 2025 ; Roumili, 2024 ; Sifi et al., 2026 ; Zaiter et al., 2016). La
quantification des composés bioactifs repose sur le protocole de Folin-Ciocalteu pour les
polyphénols totaux, exprimant les résultats en équivalents d'acide gallique, et sur la méthode au
chlorure d'aluminium (AICI;) calibrée par rapport a la quercétine pour les flavonoides
(Gadhoumi et al., 2025 ; Lakas et al., 2026 ; Roumili, 2024). L'évaluation du potentiel
antioxydant utilise plusieurs tests complémentaires : le test DPPH mesure la capacité d'un
extrait a neutraliser un radical stable de couleur violette qui vire au jaune lorsqu'il est réduit, le
test FRAP éevalue la capacité des extraits a réduire le fer ferrique en fer ferreux, et le test de
piégeage du radical hydroxyle mesure la neutralisation de cette espece tres réactive produite
par la réaction de Fenton (Derbal & Fedali, 2015 ; Haioun & Hamoudi, 2015 ; Lakas et al.,
2026 ; Roumili, 2024 ; Sifi et al., 2026). Quant a I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire,
elle comprend des tests en laboratoire tels que I'inhibition de la dénaturation des protéines, le

blocage des lipoxygénases et la réduction de la production de monoxyde d'azote (NO), ainsi
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que des validations sur des modéles animaux par le test de I'eedéme de la patte au carraghénane
pour l'inflammation aigué et le test du granulome a la pelote de coton pour I'inflammation
chronique (Chaudhary et al., 2025 ; Lakas et al., 2026 ; Roumili, 2024).

Dans ce travail, nous avons procédé a la caractérisation phytochimique des extraits bruts de
Salix alba, incluant le dosage des composés phénoliques, des flavonoides et des tanins
condenses. L'activité antioxydante des extraits hydrométhanolique obtenus par maceération et
par décoction a été évaluée par deux méthodes complémentaires : le piégeage du radical libre
DPPH et le pouvoir réducteur du fer (FRAP).

Enfin, I’activité anti-inflammatoire des extraits a été étudiée in vitro par la méthode d’inhibition
de la dénaturation des protéines, en utilisant I’albumine d’ceuf comme substrat. Les matériels

et méthodes mis en ceuvre pour la réalisation de ces analyses sont présentés ci-apres.
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques, antifongiques,
physico-chimie, synthése et activite biologique », relevant de la faculté des sciences de la nature
et de la vie, des sciences de la terre et de 1’univers de 'université Abou Bekr Belkaid de

Tlemcen.

Cette étude a pour objectif de réaliser des tests phytochimiques, de doser les composés
phénoliques, ainsi que d’évaluer les activités antioxydante et anti-inflammatoire des extraits
bruts hydrométhanoliques obtenus par macération et décoction a partir de 1’écorce de Saule

Blanc (Salix alba).

1. Materiel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué d’écorces de Saule blanc (Salix
alba). Les troncs ont été achetés aupres de la pépiniére Boudaoud, située dans la commune de

Remchi, wilaya de Tlemcen. L’écorce a ensuite été prélevée a 1’aide d’un couteau et de lames

(Figure 4).

Le matériel obtenu a été conservé dans des boites hermétiqguement fermeées et a I’abri de la

lumiére, jusqu’a son utilisation.

Figure 4 : Ecorce de Saule Blanc (Salix Alba) séchée (Photo personnelle)
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2. Préparation des extraits

Dégraissage de la matiére végétale
» Principe

L'extraction par Soxhlet constitue une méthode de référence largement utilisée en raison de
son efficacite supérieure a celle des techniques d'extraction conventionnelles, a I'exception des
composés thermolabiles pour lesquels son application reste limitée (De Castro et Priego-
Capote, 2010). Parmi les différents solvants testés, le chloroforme s'est révélé le plus
performant pour I'extraction des lipides, permettant d'obtenir un rendement optimal pour une

durée d'extraction de 3 heures (Figure 5) (Ramluckan et al., 2014).

Chauffe ballon-—> ¥

Figure 5 : Montage expérimental d'une extraction solide-liquide au Soxhlet (LAPSAB, 2026)
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» Mode opératoire
Cette opération a été réalisée en cing essais dans les mémes conditions expérimentales :

e Placer 26 g d’écorce du Saule Blanc séchée dans une cartouche en cellulose ;
e Ajouter 250 mL de chloroforme dans le ballon du Soxhlet ;
e Chauffer le ballon jusqu'a I'ébullition du solvant ;

e Maintenir la température stable pour permettre I'extraction pendant 3 heures.

Le contenu du ballon obtenu lors d’extraction est récupéré et recueillie dans une fiole a I’abri

de la lumiére dans une température ambiante.

Le chloroforme sera ensuite évaporé a I’aide d’un Rotavapor a 45°C, afin de calculer le

rendement en huile par la formule suivante :
R(%)=P1-P2/P3)x100

v R (%) : Rendement exprimé en pourcentage ;
v P1: poids du tube rempli ;
v P2 : poids du tube vide ;

v' P3: poids de la matiére végétale insérée dans la cartouche ;

Le marc obtenu est ensuite récupéré pour préparer des extraits bruts hydrométhanoliques par

macération et décoction.

2.1. Préparation d’extrait brut hydrométhanolique par Macération
e Dans un bécher, introduire 20 g de matiére végétale dégraissée (marc) avec 300 mL d’un
mélange méthanol/eau distillée dans un rapport de (70/30), puis laisser macérer pendant
72 heures a I’obscurité et a température ambiante ;

e Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre et recupérer le filtrat.

L extrait obtenu (EBM) est ensuite mis dans une étuve jusqu'a séchage a 37°C pour obtenir

un extrait sec.

Il est conserve dans des tubes Eppendorf a I’abri de la lumiére jusqu’a leur utilisation pour
les tests phytochimiques, dosage des polyphénols totaux, des tanins et des flavonoides ainsi que

pour I'évaluation des activités biologiques.
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2.2. Préparation d’extrait brut hydrométhanolique par Décoction
e Introduire 10 g de marc d’écorce dégraissée dans un ballon muni d’un réfrigérant, puis
ajouter 150 mL d’un mélange méthanol/eau distillée (70/30) ;
e Porter le mélange a ébullition et le maintenir sous reflux & température constante
pendant 45 minutes ;

e Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre et réecupérer le filtrat.

L’extrait obtenu (EBD) est ensuite mis dans une étuve jusqu'a séchage a 37°C pour obtenir
un extrait sec. lls sont conservés dans des tubes Eppendorf a 1’abri de la lumiére jusqu'a leur
utilisation pour les tests phytochimiques, dosage des polyphénols totaux, des tanins et des

flavonoides ainsi que pour I'évaluation des activités biologiques.

2.3. Calcul du rendement
Le rendement des extraits bruts aqueux obtenus par macération et par décoction est

déterminé selon 1’équation suivante :
R(%)=M1/M0)x 100

v" R (%) : rendement exprimé en pourcentage ;
v" M1 : masse en gramme « g » de ’extrait sec obtenu ;

v" MO : masse en gramme « g » du matériel végétal ;

3. Dosage des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

La quantification des polyphénols totaux des extraits végétaux étudiés a été réalisée selon la
méthode colorimétrique décrite par Vermerius et Nicholson (2006), reposant sur l'utilisation
du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif, de couleur jaune, est constitué d'un mélange d'acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H;PMo012040). En présence de
composés phénoliques, il induit une réaction d'oxydation conduisant a la formation d'un
complexe coloré en bleu, composé de tungstene (W:O2) et de molybdéne (MosO23), dont

I'absorbance est mesurée a 700 nm.
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» Mode opératoire

e Introduire 100 pL d’extrait (1 mg/mL) dans 2 mL d’une solution de carbonate de sodium
Na:COs a2 %;

e Agiter le mélange puis incuber pendant 5 minutes ;

e Ajouter 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (1 N), puis incuber durant 30 minutes a
température ambiante et a I’abri de la lumiére ;

e Mesurer I’absorbance a 700 nm contre un blanc (Tableau 1).

Dans les mémes conditions expérimentales, une courbe d’étalonnage est établie a I’aide de
I’acide gallique utilisé comme composé de référence (controle positif), a partir d’une solution

mere de concentration 4 mg/mL.
» Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits étudiés (EBM et EBD) ont été déterminées
par interpolation a partir de I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage (y = ax),
établie a l'aide de concentrations croissantes d'acide gallique. Les résultats obtenus sont
exprimés en milligrammes d'équivalent acide gallique par milligramme d'extrait sec (mg
EAG/mg ES).

Tableau 1 : Méthode du dosage des polyphénols totaux

Extrait
La gamme d’étalon (acide gallique) (Img/mL)
EBM |EBD
[Acide gallique] pg/mL | Blanc| 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 - -
Acide gallique (mL) - 0050101502 |025|03]035|04 | 045 | 0,5 - -
Eau distillé (mL) 01 (09|09 08|08 |075| 07 |065| 06 | 055 | 0,50 - -
Extraits (mL) - - - - - - - - - - - 0,1 0,1

Na2CO3 (2%) mL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Agitation et incubation pendant 5 min

Folin-Ciocalteu (1N)

0,1 o1 ,01,01|012|01|01|01)]01]| 01 01| 01 0,1
(mL)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de 1’absorbance a 700nm

11
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3.2. Dosage des flavonoides

» Principe

La quantification des flavonoides totaux des extraits végétaux étudiés a été effectuée selon
la méthode colorimétrique décrite par Zhishen et al. (1999). Cette méthode repose sur
I’oxydation des flavonoides en milieu alcalin, en présence de nitrite de sodium (NaNO>) et de
chlorure d’aluminium (AICls), conduisant a la formation d’un complexe coloré en rose dont

I’absorbance est mesurée a 510 nm.

» Mode opératoire

e M:¢élanger 250 pL d’extrait (1 mg/mL) avec 1 mL d’eau distillée et 75 pL de solution de
NaNO:a 15 %;

e Incuber pendant 6 minutes a température ambiante, puis ajouter 75 pL de solution de
chlorure d’aluminium (AICL) a 10 % ;

e Apres 6 minutes, ajouter 1 mL de solution de NaOH a 4 %, puis compléter le volume
total a 2,5 mL avec de 1’eau distillée ;

e Agiter le mélange et incuber pendant 30 minutes a température ambiante et a 1’abri de
la lumiere ;

e Mesurer I’absorbance a 510 nm (Tableau 2).

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle en
utilisant la catéchine comme contrdle positif, pour des concentrations comprises entre 50 et 500

pg/mL.
» Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts étudiés a été déterminée par interpolation
a partir de I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage (y = ax), établie a I’aide
de concentrations croissantes de catéchine. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent catéchine par milligramme d’extrait sec (mg EC/mg ES).
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Tableau 2 : Méthode du dosage des flavonoides

Extrait

La gamme d’étalon (Catéchine) (Img/mL)
EBM | EBD
[Catéchine] pg/mL |Blanc [50 |100 [150 |200 |250 |300 |350 |400 |450 |500 - -
Catéchine (pL) - |250 250 |250 |250 [250 |250 |250 |[250 |250 |250 - -
Extraits (uL) - - - - - - - - - - - 250 |250

NaNO2 7% (mL) |75 75 75 75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 75 75 75

Incubation pendant 6 min a température ambiante

AICI3 10% (mL) |75 75 75 75 |75 |75 |75 |75 |75 75 75 75 75

Incubation pendant 5min a température ambiante

NaOH (1M) (pL) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Eau distillée (nL) | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500

Incubation pendant 30 min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 510nm

3.3. Dosage des tanins condensés
» Principe

Le dosage des tanins condensés est effectu¢ a I’aide du réactif de vanilline, selon la méthode
décrite par Sun et al. (1998). En milieu acide, les tanins condensés se dépolymérisent et
réagissent avec la vanilline pour former des anthocyanidols de couleur rouge, présentant une
absorbance a 550 nm. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la teneur en tanins

condensés présents dans les extraits.

» Mode opératoire

e Mélanger 50 pL de chaque extrait (Img/ml) avec 1500uL de la solution

vanilline/méthanol (4%, m/v) ;
e Agiter les tubes au vortex et ajouter 750ul du HCI(35%) ;
e Laisser le mélange incubé pendant 20min a temperature ambiante ;

e Mesurer I’absorbance a 550 nm.

Une gamme d’étalonnage de la catéchine, couvrant des concentrations comprises entre 100

et 1000 pg/mL, est préparée dans les mémes conditions expérimentales.
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» Expression des résultats

La teneur en tanins condensés des extraits bruts étudiés a été déterminée par interpolation a
partir de I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage (y = ax), établie a l'aide de
concentrations croissantes de catechine. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d'équivalent catéchine par milligramme d'extrait sec (mg Eq C/mg ES).

Tableau 3 : Méthode du dosage des tanins condensés

La gamme d’étalon (Catéchine) Extraits
(Img/mL)

Tube Blanc | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 EBD | EBM
[Catéchine] - 50 100 | 150 | 200 | 250 |300 |350 |400 |450 |500 |- -
pg/mL
Catéchine (uL) - 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 - -
Méthanol (uL) 50 - - - - - - - - - - - -
Extrait (uL) - - - - - - - - - - - 50 50
Solution 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
vanilline/méthanol
(4%) (uL)
HCI concentré 750 | 750 | 750 | 750 | 750 |750 |[750 |750 |[750 |750 |750 |750 | 750
(nL)

Mesure de I’absorbance a 550nm

4. Tests phytochimiques

Afin de mettre en évidence la présence des métabolites secondaires dans les extraits bruts
(EBM et EBD) des écorces de Saule Blanc (Salix Alba), un criblage phytochimique qualitatif
a été realise, reposant sur des réactions de coloration, de précipitation ainsi que sur I'observation
sous lumiere ultraviolette. Cette analyse a été conduite selon les protocoles établis par
Bruneton (1999) et Harborne (1998).

4.1. Les composés azotés

e Lesalcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 mL de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu avec
quelques gouttes de HCI (1 %), puis ajouter 0,5 mL du réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5 mL du réactif de Wagner dans le second. L apparition d’un précipité blanc ou brun révéele

respectivement la présence d’alcaloides.
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4.2.Les composés phénoliques

e Lestanins

Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser puis ajouter 250 pL d’une solution
aqueuse de FeCls (1 %). Apres incubation pendant 15 minutes a température ambiante,

I’apparition d’une coloration verdatre ou bleu-noiratre indique la présence de tanins.
e Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser, puis ajouter 1 mL de HCI concentré
et quelques copeaux de magnésium. L. apparition d’une coloration rose, rouge ou jaune met en

évidence la présence de flavonoides.
e Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser et ajouter 100pL de NaOH (1 %).

L’apparition d’une coloration jaune, rouge ou violette indique la présence de quinones libres.
e Lesanthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser puis ajouter 1 mL de NH+OH (10%)

avant agitation. L ’apparition d’une coloration violette révele la présence d’anthraquinones.
e Lescoumarines : fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser. Le premier tube sert de témoin,
tandis que 100 pL de NH4OH (10 %) est ajouté au second. Déposer ensuite une goutte de chaque
préparation sur un papier filtre et observer sous lumiere UV a 366 nm. Une fluorescence intense

indigue la présence de coumarines.

4.3. Les composés terpéniques

e Lessaponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 mL de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes puis
laisser reposer pendant 15 minutes. La formation d’une mousse persistante d’une hauteur

supérieure a 1 cm indique la présence de saponines.
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e Terpénoides
«» Test de Slakowski

Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser, puis ajouter 400 L de chloroforme
et 600 pL d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases ainsi qu’une coloration

marron a I’interface indiquent la présence de terpénoides.

4.4. Les composés réducteurs
Dans un tube a essai, mélanger 1 mL de liqueur de Fehling (500 pL du réactif A et 500 pL du
réactif B) avec 1 mL de I’extrait a analyser, puis incuber pendant 8 minutes dans un bain-marie

bouillant. L. apparition d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs.

5. Evaluation de I’activité antioxydante

5.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

> Définition

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est I’'un des premiers radicaux libres utilisés
pour I’étude de la relation entre la structure et ’activité antioxydante des composés phénoliques.

Ce composé se caractérise par la présence d’un électron non apparié localis¢ sur un atome du

pont azoique (Popovici et al., 2010).
» Principe

Ce test est fondé sur la capacité des extraits a réduire le radical libre DPPHe (2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyle), de couleur violette caractéristique, en sa forme réduite de teinte jaune. La
décoloration qui en résulte, proportionnelle a I'activité antioxydante de I'extrait, est quantifiée
par spectrophotométrie selon la méthode décrite par Brand-Williams et al. (1995).

» Mode opératoire

e Ajouter 50 uL des solutions d’extraits a différentes concentrations (0,2 a 2 mg/mL) a
1950 pL de solution méthanolique de DPPH (0,0025 g fraichement préparé dans le

méthanol) ;

« Pour chaque concentration, préparer un blanc en mélangeant 50 UL de I’extrait avec
1950 pL de méthanol ;

o En paralléle, préparer un contrdle négatif en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950

uL de solution méthanolique de DPPH ;
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>

Aprés une incubation de 30 minutes a température ambiante et a I’obscurité,

I’absorbance est mesurée a 517 nm ;

Le contrdle positif est représenté par I’acide ascorbique, utilis€ comme antioxydant

standard et analysé dans les mémes conditions que les extraits ;
Chaque concentration est testée en triplicat.

Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calcul¢ selon la formule suivante :

1% = [(A cont — A échan) / A cont] x 100

AVec :

>

1% : pourcentage d’inhibition ;
A cont : absorbance du contr6le négatif ;
A échan : absorbance de 1’échantillon testé.

Calcul de la Clso

La Clso correspond a la concentration de 1’extrait capable d’inhiber 50 % du radical libre

DPPH. Elle est déterminée graphiquement a partir des régressions logarithmiques du

pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits étudiés.

Plus la valeur de la Clso est faible, plus 1’activité antioxydante de I’extrait est importante.

5.2. Pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Antioxidant Power ; FRAP)

>

Principe

Le pouvoir réducteur constitue un indicateur important de 1’activité antioxydante d’un

extrait. Cette méthode repose sur la capacité des composés antioxydants présents dans 1’extrait

a réduire le fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] en fer

ferreux (Fe?*) (Karagozler et al., 2008).

>

Mode opératoire

Meélanger 100 pL d’extrait a différentes concentrations (0,2 a 2 mg/mL) avec 250 puL
de solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 250 uL de solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)sa 1 % ;

Incuber le mélange a 50 °C pendant 20 minutes ;
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e Laisser refroidir a température ambiante ;

e Ajouter 250 uL d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % afin de stopper la réaction ;

e Centrifuger le mélange a 3000 rpm pendant 10 minutes ;

e Prélever 500 uL du surnageant et les mélanger avec 500 uL d’eau distillée et 100 uL
d’une solution aqueuse de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 % ;

e Mesurer 1’absorbance a 700 nm contre un blanc préparé en remplagant I’extrait par de
I’eau distillée ;

e Chaque concentration est analysée en triplicat.

Le contrdle positif est représenté par 1’acide ascorbique, utilis¢é comme antioxydant de
référence. Celui-ci est testé dans les mémes conditions expérimentales que les extraits, a des

concentrations comprises entre 0,01 et 0,4 mg/mL.

Une augmentation de I’absorbance traduit une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits étudiés.
> Calcul de la CEso

Les résultats sont exprimés sous forme d’une courbe de régression linéaire représentant
I’absorbance en fonction des différentes concentrations de chaque extrait. Cette courbe permet
de déterminer la CEso, correspondant a la concentration nécessaire pour atteindre une

absorbance de 0,5.

La CEso (concentration efficace a 50 %) représente la concentration de I’extrait capable

d’exercer 50 % de son pouvoir réducteur sur le fer ferrique, exprimée en mg/mL.

Plus la valeur de la CE-so est faible, plus le pouvoir réducteur de ’extrait est élevée.

6. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire
L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire est réalisée selon la méthode d’inhibition de la

dénaturation des protéines décrite par Chandra et al. (2012).
» Principe

Cette méthode repose sur le principe que la dénaturation des protéines constitue I’un des
mécanismes impliqués dans les phénomenes inflammatoires. Les composés capables de
prévenir ou de limiter cette dénaturation sont susceptibles de posséder une activité anti-
inflammatoire. Le test consiste a soumettre I’albumine d’ceuf a une dénaturation induite par la

chaleur en présence ou en absence des extraits étudiés. L’activité anti-inflammatoire est ensuite
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évaluée par la mesure de I’absorbance a 660 nm, permettant de déterminer le pourcentage

d’inhibition de la dénaturation protéique.

» Mode opératoire

e Préparer un mélange réactionnel de 5 mL contenant 0,2 mL d’albumine d’ceuf fraiche,
2,8 mL de solution de tampon phosphate salin (PBS, pH 6,4) et 2 mL d’extrait a
différentes concentrations ;

e Préparer un blanc en remplagant 1’extrait par le méme volume de PBS ;

e Incuber les mélanges a 37°C pendant 15 minutes ;

e Chauffer ensuite les tubes & 72 °C & I’aide du bain-marie pendant 5 minutes afin
d’induire la dénaturation des protéines ;

e Laisser refroidir les préparations a température ambiante ;

e Mesurer ’absorbance a 660 nm contre un blanc ;

e Reéaliser chaque essai en triplicat.

Le controle positif est représenté par le diclofénac sodique, utilisé comme anti-

inflammatoire de référence et testé dans les mémes conditions expérimentales que les extraits.
» Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines est calculé selon la formule

suivante :
1% = [(A cont — A échan) / A cont] x 100
Avec :
e 1% : pourcentage d’inhibition ;
e Accont: absorbance du contrble négatif ;
e Aéchan : absorbance de I’échantillon testé.
» Calcule de la Clso

Une courbe de régression est établie en portant les pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits ou de standard. Cette courbe permet de déterminer la Clso,

correspondant a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de la dénaturation proteique.

Plus la valeur de la Clso est faible, plus I’activité anti-inflammatoire de I’extrait est

importante.
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Résultats et interprétations

1. Caractéristiques des extraits préparés

Les extraits aqueux bruts issus de la macération et de la décoction (EBM et EBD) d'écorces
du Saule Blanc (Salix alba) préalablement séchées et dégraissées sont soumis a une pesee afin
de déterminer leur masse seche respective. Les rendements d'extraction sont ensuite calculés

par rapport a la masse initiale de matiere végétale seche et a la masse de I'extrait sec obtenu.

L'extraction au Soxhlet & I'aide du chloroforme a été réalisée dans le but de dégraisser la
matiére végétale avant l'extraction hydrométhanolique. Cette opération avait pour objectif
déliminer les lipides et autres composés gras susceptibles d'interférer avec I'extraction
hydrométhanolique ultérieure et d'influencer la composition des extraits obtenus. Ainsi, I'extrait
chloroformique n'a pas fait I'objet d'une évaluation quantitative du rendement. Seul le marc

dégraissé obtenu apres cette étape a été utilisé pour I'extraction hydrométhanolique.

Les caractéristiques physico-chimiques des extraits hydrométhanoliques, notamment la
couleur, l'aspect, la solubilité ainsi que leurs rendements d'extraction, sont présentées dans le
tableau ci-apres (Tableau 4)

Tableau 4: Caractéristiques physico-chimiques des extraits hydrométhanoliques d'écorce du
Saule Blanc (Salix alba) obtenus par maceération et par décoction

Extraits Rendements % | Solubilité Couleur Aspect
EBM 2,61% Eau distillée Marron Cristallisé
EBD 5,21% Eau distillée Marron Poudre cristallisée

EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

Ces résultats révelent que les extraits d'écorces de Salix alba présentent de fortes similitudes
sur le plan qualitatif, tout en accusant des différences notables sur le plan quantitatif. En effet,
les deux extraits partagent une coloration marron identique ainsi qu'une solubilité totale dans
I’eau distillée. Concernant I'aspect physique, I'extrait par macération (EBM) se présente sous
forme cristallisée, tandis que I'extrait par décoction (EBD) se distingue par une texture de
poudre cristallisée, une différence due a la chaleur lors du processus d'extraction. Sur le plan
des rendements, une divergence significative est observée : I'extraction par décoction (EBD)
affiche un rendement de 5,21 %, soit pres du double de celui obtenu par macération (EBM),
établi a 2,61 %. Cet écart s'explique par I'effet de la température élevée propre a la décoction,
qui favorise une meilleure extraction des composeés solubles présents dans les écorces du Saule

Blanc (salix alba).

20



Résultats et interprétations

2. Dosage des composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques totaux, en flavonoides et en tanins condensés des extraits

hydrométhanoliques bruts issus de la macération et de la décoction (EBM et EBD) des écorces

du Saule Blanc a été déterminée par dosage spectrophotométrique UV-visible.

2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux est réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu, sur

la base d'une mesure d'absorbance a 700 nm, en utilisant I'acide gallique comme étalon de

référence pour la construction de la courbe d'étalonnage. Les teneurs sont exprimées en

milligrammes équivalents d'acide gallique par milligramme d'extrait sec (mg EAG/mg ES) et

calculées a partir de I'équation de régression linéaire y =2.6021 x, obtenue avec un coefficient
de corrélation de Rz = 0.9975 (Figure 6).

Absorbance a 700 nm

14
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1

0,8 o

0,6
y =2,6021x
e R2 = 0,9922

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration mg/mL

Figure 6: Courbe d'étalonnage d'acide gallique (dosage des polyphénols totaux)

Le tableau ci-dessous présente les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits, exprimées

en mg Eq AG/ mg d’extrait.

Tableau 5: Teneurs en polyphénols totaux des deux extraits d'écorce du Saule Blanc (Salix

alba)
Extraits | Teneurs en Polyphénols totaux (mg Eq AG/ mg ES) * Ecart type (n=3)
EBM 0,47 + 0,0606
EBD 0,56 + 0,0740

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction.
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Ces résultats ont montré que ’extrait préparé par décoction (EBD)donne une teneur en

polyphénols plus élevée (0,56 + 0,0740 mg Eq AG/mgES) qu’a celui préparé par macération

(EBM) (0,47 +

la température

0,0606 mg Eq AG/mgES). Cette variation pourrait étre attribuée a l'impact de

élevée pendant la décoction qui favorise une extraction plus efficace des

composés phénoliques.

2.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits d’écorce du Saule Blanc (Salix alba) obtenus par

macération et par décoction a été évaluée par spectrophotométrie UV-visible. Une courbe

d'étalonnage a été établie a partir de la catéchine comme standard de référence (Figure 7), en

mesurant I'absorbance en fonction de concentrations croissantes. Les teneurs en flavonoides de

chaque extrait ont ensuite été déduites a partir de I'équation de régression linéaire
correspondante (y = 3,2432x ; R =0,9942).

Absorbance a 510 nm
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Figure 7: Courbe d’étalonnage de la catéchine utilisée pour le dosage des flavonoides

Le tableau ci-dessous présente les teneurs en flavonoides des deux extraits, exprimées en mg

Eq C/mg d’extrait sec.

Tableau 6: Teneurs en flavonoides des deux extraits d'écore du Saule Blanc (Salix alba)

Extraits Teneurs en Flavonoides (mg Eq C/mg ES) + Ecart type (n=3)
EBM 0,14 + 0,0654
EBD 0,076 £ 0,0880

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction.
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Ces résultats montrent que la macération permet d'extraire une quantité plus importante de
flavonoides que la décoction. Cette différence s'explique par la sensibilité thermique des
flavonoides, qui peuvent se dégrader ou s'oxyder sous I'effet de la chaleur lors de la décoction.
La macération a température ambiante représente donc le procédé le plus approprié pour

extraire et préserver ces COmposés.

2.3.Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés dans les extraits obtenus par macération et par
décoction a été effectuée par spectrophotométrie, selon une méthode fondée sur la réaction des
tanins avec la vanilline en milieu acide. Les teneurs ont été déterminées a partir d'une courbe
d'étalonnage établie avec la catéchine comme étalon de référence, en appliquant I'équation de

régression linéaire correspondante avec y = 0,1315x et R2 = 0,9843 (Figure 8).
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-3 .
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s 0,02 R
xe y =0,1315x
2 0,01 R?=0,9843
= e

0e @
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

Concentration mg/mL

Figure 8: Courbe d’étalonnage de la catéchine utilisée pour la détermination des tanins
condensés

Le tableau ci-dessous présente les teneurs en tanins condensés des deux extraits, exprimées en

mg Egq C/mg d’extrait Sec.

Tableau 7: Teneurs en Tanins condensés des deux extraits d'écorce du Saule Blanc (Salix

alba)
Extraits Teneurs en Tanins (mg Eq C/ mg ES) * Ecart type (n=3)
EBM 0,52 £ 0,0016
EBD 0,78 £ 0,029

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction.

Ces résultats montrent une tendance inverse a celle observée pour les flavonoides totaux.

L'extrait par décoction (EBD) enregistre la teneur la plus élevee avec 0.78 + 0,029 mg Eq C/mg
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ES, contre 0,52 + 0,0016 mg Eq C/mg ES pour I'extrait de macération (EBM). Cette différence

s'explique par I’effet de la chaleur appliquée lors de la décoction. Cette-ci représente donc le

procédé le plus approprié pour extraire ces COmposes.

3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a identifier les principaux groupes chimiques a l'aide de

réactifs spécifiques, par observation de changements de couleur, de précipitation ou de

formation de mousse. Les résultats obtenus pour les extraits EBM et EBD sont présentés dans
le tableau suivant :

Tableau 8: Résultats des tests phytochimiques des extraits d'écorce du Saule Blanc (Salix
alba) obtenues par macération et décoction

Meétabolites Tests et réactifs Résultats Remarques EBM EBD
secondaires
Saponines Test de mousse Présence de saponines ++ B
dans EBM
Absence de saponines
dans EBD
Alcaloides Mayer Absence totale de ~ ~
précipitation ce qui
Wagner signifie ’absence des - -
alcaloides
Tanins FeCI3 (1%) Coloration verdatre : +++ F++
présence de tanins
Flavonoides MgCI2 Coloration jaune pale +++ +++

indique la présence

des flavonoides
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Présence de quinones ++

i ! .'p
me ! libres indiquée par une

variation de couleurs

Quinones libres NaOH (1%)

entre jaune et rouge

+++

Anthraquinones | NH40OH (10%) Absence de la
coloration violette qui
indique la presence

des anthraquinones

Térpenoides e CHCIL Présence de ++4+

e H.SO. térpenoides marqué

(Slokowski) par la formation de

deux phases et une
couleur marron a

I’interphase

+++

Coumarines NH40H (10%) Absence totale de

fluorescence

Composés Liqueur de A Test positif marqué +++

réducteurs Fehling par une precipitation

rouge brique

++

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction.
(-) : Test négatif ; (+) : Test positif ; (++) : Test moyennement positif ; (+++) : Test fortement positif

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits hydrométhanoliques d'écorces de Salix alba
obtenus par macération (EBM) et par décoction (EBD) révélent des profils chimiques
globalement similaires, mais avec des variations quantitatives selon le procédé utilisé. Les
tanins, mis en évidence par une coloration verdatre au chlorure ferrique, et les flavonoides,

révelés par une coloration jaune péle au chlorure de magnésium, sont fortement présents et a

25




Résultats et interprétations

des teneurs comparables dans les deux extraits. Les terpénoides, testés par la méthode de
Salkowski, affichent également une forte présence identique dans I'EBM et 'EBD, caractérisée
par la formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase. Les quinones libres sont
détectées dans les deux préparations, bien que leur intensité soit plus marquee dans le décocté
que dans le maceérat. Les saponines, en revanche, ne sont présentes que de fagon modérée dans
I'EBM et totalement absentes dans I'EBD, ce qui témoigne de leur sensibilité a la chaleur. Les
composés réducteurs, révelés par la formation d'un précipité rouge brique a la liqueur de
Fehling, sont fortement concentrés dans I'EBM et modérément dans I'EBD. A I'opposé, les
alcaloides sont totalement absents des deux extraits, les tests de Mayer et de Wagner n'ayant
donné aucune précipitation. 1l en est de méme pour les anthraquinones et les coumarines, dont
I'absence est confirmée respectivement par le defaut de coloration violette et I'absence de
fluorescence sous rayonnement ultraviolet. Ces résultats soulignent la richesse de I'écorce de
Salix alba en métabolites secondaires et confirment que le procédé d'extraction influence de

maniere significative la composition qualitative et quantitative des extraits obtenus.

4. Evaluation de ’activité antioxydante

4.1. Test Piégeage du radical libre DPPH

L'activité antiradicalaire des extraits d'écorces de Salix alba a été évaluée par le test de
piégeage du radical libre DPPH, en mesurant I'absorbance a 517 nm, ce qui a permis de calculer
les pourcentages d'inhibition correspondants. Les figures (9), (10) et (11) présentent
respectivement les variations du pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction de la
concentration, de I'acide ascorbique et le BHA (Butylated Hydroxyanisole) utilisés comme
références, l'extrait hydrométhanolique obtenu par macération (EBM) et [I'extrait

hydrométhanolique obtenu par décoction (EBD).
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Figure 9: Evolution des pourcentages d'inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’acide ascorbique et du BHA (Molécules de références)
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Figure 10: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’extrait brut hydrométhanolique préparé par maceration (EBM)
d’écorce du Saule Blanc (Salix alba).

27



Résultats et interprétations

120
0 Y
@..-" POt ®
o ..

%0 K
o
8 60
= -

y =34,472In(x) - 139,28
40 R?=0,9887
20 o
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentrations en pg/mL

Figure 11: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD)
d’écorce du Saule Blanc (Salix alba).

» Détermination de la concentration inhibitrice de 50% (C150)

Les valeurs de C150, exprimées en pug/ml, correspondent a la concentration nécessaire pour
inhiber 50 % des radicaux libres DPPH. Elles ont été déterminées graphiquement a partir des
équations de régression logarithmique des figures (9), (10) et (11), pour les deux extraits
hydrométhanolique bruts obtenus par macération (EBM) et par décoction (EBD), ainsi que

pour l'acide ascorbique et le BHA utilisés comme références.
Les résultats sont présentés dans le tableau 9.

Une valeur de CI50 faible reflete un pouvoir antioxydant élevé, ce critere servant de base a la
comparaison du potentiel antiradicalaire des extraits étudiés.

Tableau 9: Les valeurs de C150 obtenues lors du piégeage du DPPH de I’acide ascorbique,
BHA et les extraits bruts (EBM) et (EBD) d'écorce du Saule Blanc (Salix alba)

Extrait Référence
EBM EBD Acide ascorbique BHA
C150 215 242 101,51 61,61
(ug/mL)

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction

Les molécules de réference, le BHA (CI150 = 61,61 pg/mL) et I'acide ascorbique (CI150 =

101,51 pg/mL), affichent logiquement le potentiel antioxydant le plus élevé en tant que
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composés purs. Parmi les extraits d'écorces de Salix alba, 'EBM présente une meilleure activité
avec une CI50 de 215 pg/mL, contre 242 pg/mL pour I'EBD. Cette supériorité de 'EBM
s’explique par le fait que la macération a température ambiante favorise la preservation des

composés antioxydants, qui peuvent étre altérés par la chaleur lors de la décoction.

4.2. Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

La capacité réductrice des extraits d'écorces de Salix alba a été évaluée par la méthode
FRAP, basée sur la réduction du fer ferrique (Fe*") en fer ferreux (Fe**). Cette activité a été
mesurée par spectrophotométrie a 700 nm, en comparaison avec l'acide ascorbique et le BHA
comme références. Les valeurs d'absorbance obtenues a différentes concentrations pour chaque
extrait et pour la référence ont été représentées sous forme de courbes de régression linéaire,
présentées dans les figures (12), (13) et (14).

1,8
y = 0,0041x + 0,0209
16 R2 = 0,994 e
..

1,4 .
e X3
S 1)
S A
I .
[} .
Q .
S 08
s o y = 0,002x + 0,3472
= e 5 RZ= 4
5 06 L 0,99
S @
< 0,4 o :

0,2

°
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentrations en pg/mL

® BHA Acide ascorbique

Figure 12: Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) en présence des molécules de référence :
Acide ascorbique et BHA

29



Reésultats et interprétations

1,2
= )
1 o
£
S 0,8 Rl y =0,0017x + 0,0915
.t 2 _
- R?=0,9918
8 0,6
s
= [ ]
CG .
= o
204 .-
o
<C ."'
0,2
0
0 100 200 300 400 500 600 700

Concentrations en pug/ml

Figure 13: Pouvoir réducteur du fer en présence d’extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération (EBM) d’écorce du Saule Blanc (Salix Alba)
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Figure 14: Pouvoir réducteur du fer en présence d’extrait brut hydrométhanolique préparé par
décoction (EBD) d’écorce du Saule Blanc (Salix alba)
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» Détermination de la concentration efficace (EC50)

Les valeurs d'EC50 correspondent a la concentration efficace pour laquelle I'absorbance
atteint 0,5. Elles ont été déterminées graphiquement a partir des équations de régression linéaire
établies pour chaque extrait et pour I'acide ascorbique utilisé comme référence, sur la base des
figures (12), (13) et (14). Les résultats sont consignés dans le tableau 10.

Tableau 10: Les valeurs des EC50 du pouvoir réducteur du fer d’acide ascorbique, BHA et
des extraits bruts (EBM) et (EBD) d’écorce du Saule Blanc (Salix alba)

Extrait Référence
EBM EBD Acide ascorbique BHA
EC50 (ug/mL) 240 287,5 76,4 117

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction

Les resultats consignes dans le tableau 10 montrent que l'acide ascorbique présente le
pouvoir réducteur le plus élevé suivis par le BHA, avec une EC50 de 76,4 pg/mL et 117 pg/mL,
respectivement, ce qui confirme leurs puissance antioxydante en tant que références. Les
extraits d'écorces de Salix alba affichent des valeurs d'EC50 plus élevées, traduisant une activité
inférieure a celle de la référence. Entre les deux extraits, 'EBM se distingue par une meilleure
efficacité, avec une EC50 de 240 pg/mL, contre 287,5 pg/mL pour I'EBD. Rappelons qu'une
valeur d'EC50 faible refléte une activité antioxydante plus importante, une plus faible quantité

de substance étant alors suffisante pour atteindre I'absorbance cible de 0,5.
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5. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des extraits d'écorces de Salix alba a été évaluee par le test
d'inhibition de la dénaturation de l'albumine d'ceuf, basé sur la mesure de 1'absorbance a 660
nm. Les pourcentages d'inhibition obtenus pour le diclofénac utilisé comme molécule de
référence, 'EBM et I'EBD sont représentés graphiquement en fonction de la concentration dans

les figures (15), (16) et (17) respectivement.
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Figure 15: Evolution des pourcentages d'inhibition de dénaturation d’albumine en fonction
des différentes concentrations du diclofénac (Molécule de référence)
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Figure 16: Evolution des pourcentages d’inhibition de dénaturation d’albumine en fonction
des différentes concentrations d’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération
(EBM) d’écorce du Saule Blanc (Salix alba)
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Figure 17: Evolution des pourcentages d’inhibition de dénaturation d’albumine en fonction
des différentes concentrations d’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD)
d’écorce du Saule Blanc (Salix alba)
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» Détermination de la concentration inhibitrice de 50% (C150)

Les valeurs de C150, exprimées en pug/ml, correspondent a la concentration nécessaire pour
inhiber 50 % de dénaturation d’albumine. Elles ont été déterminées graphiquement a partir des
équations de régression logarithmique des figures (15), (16) et (17), pour les deux extraits
hydrométhanolique bruts obtenus par macération (EBM) et par décoction (EBD), ainsi que

pour le diclofénac utilisé comme référence.
Les résultats sont présentés dans le tableau ci-aprés (Tableau 11).

Une valeur de CI50 faible refléte un pouvoir anti-inflammatoire éleve, ce critére servant de base

a la comparaison du potentiel anti-inflammatoire des extraits étudiés.

Tableau 11: Les valeurs de CI50 obtenues lors du test d’inhibition de dénaturation
d’albumine du diclofénac et les extraits bruts (EBM) et (EBD) d'écorce du Saule Blanc (Salix

alba)
Extrait Référence
EBM EBD Diclofénac
CI50 (pg/mL) 555,55 763,8 96

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction

L'EBM affiche une CI50 de 555,55 pg/mL, inférieure a celle de I'EBD établie a 763,8
pug/mL, ce qui indigue une meilleure activité anti-inflammatoire pour l'extrait obtenu par

macération.

Les deux extraits restent cependant nettement moins actifs que le diclofénac, dont la C150

de 96 pg/mL témoigne d'une efficacité inhibitrice bien supérieure.

La différence observée entre les deux extraits pourrait s'expliquer par une meilleure
préservation des composés bioactifs lors de la macération a température ambiante, la chaleur
appliquée durant la décoction étant susceptible de dégrader certaines molécules

thermosensibles.
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L'analyse approfondie des résultats obtenus sur I'écorce de Salix alba L. trouvée dans la
région de Tlemcen révele des caractéristiques physico-chimiques et biologiques qui, bien que
confirmant le potentiel thérapeutique de I'espece, se distinguent de maniére significative des
données rapportées dans la littérature algérienne, notamment par (Roumili 2024), et mettent en
lumiere des variations biogéochimiques notables soulignant I'influence prépondérante du terroir

sur le métabolisme secondaire des Salicaceae.

En premier lieu, I'évaluation des rendements d'extraction démontre une supeériorité
quantitative de la décoction (5,21 %) sur la macération (2,61 %), un phénomene
thermodynamique classique ou I'apport de chaleur favorise la solubilisation des métabolites en
accroissant la solubilité des solutés. Ces valeurs demeurent néanmoins largement inférieures au
rendement exceptionnel de 40,03 % rapporté par (Roumili 2024) pour I'extrait méthanolique
d'écorce de Sétif. Cette disparité majeure pourrait s'expliquer a la fois par des différences de
polarité des solvants et par I'impact déterminant des facteurs environnementaux sol, climat et
variations écologiques extrémes entre I'Ouest et le Nord-Est du pays sur le métabolisme

secondaire de la plante.

Sur le plan de la composition phytochimique, notre étude identifie une stabilité thermique
des polyphénols totaux, dont la concentration est optimale dans le décocté (0.56 mg Eq AG/mg)
comparativement au macérat, suggérant une meilleur extraction de ces composeés lors d'une
chauffe prolongée. A l'inverse, les flavonoides semblent mieux préservés par macération (0.14
mg Eq C/mg), illustrant une thermosensibilité de ces métabolites, en accord avec les profils de
Pigtczak et al. (2020) qui précisent que les flavanols et procyanidines peuvent constituer
jusqu'a 77,1 % des composés phénoliques de I'écorce de Salix alba. Cette nette dégradation des
flavonoides lors d'une exposition thermique prolongée s'explique par des mécanismes
d'oxydation accélérée et de scission hydrolytique des liaisons glycosidiques Volkova et al.,
(2021). A l'inverse, la stabilité apparente ou l'augmentation des polyphénols totaux dans le
décocté pourrait résulter de la libération de composés phénoliques initialement liés aux
polymeres de la paroi cellulaire (tels que les tanins condensés ou les lignines), sous I'action

combinée de la chaleur et de la pression de vapeur Juhaimi et al., (2018).

L'évaluation du potentiel antioxydant via le piégeage du radical DPPH confirme la
supériorité de I'extrait préparé par macération (Clso = 215 pg/mL) sur I'extrait préparé par
décoction (Clso = 242 pg/mL), une tendance validée par le test FRAP ou la macération permet

une meilleure préservation des molécules dotées d'un pouvoir réducteur capable de convertir le
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fer ferrique en fer ferreux. Néanmoins, cette puissance antiradicalaire reste modeste face aux
performances des extraits récoltés dans la région de Sétif (Clso = 6,7 pg/mL) selon (Roumili,
2024). Ces écarts suggerent une concentration moins dense en principes actifs dans nos
échantillons, possiblement liée a une récolte a un stade phénologique différent, a des variations
d'exposition lumineuse ou a des facteurs saisonniers, comme l'ont documenté Forster et al.
(2008) pour les variations de glycosides phénoliques chez le genre Salix. Cette variabilité
quantitative en principes actifs dicte directement le profil antioxydant ; la supériorité de I'extrait
par maceration face au radical DPPH s‘aligne avec sa richesse préservée en flavonoides,
reconnus pour leur capacité a céder facilement un atome d'hydrogene grace a leurs groupements
hydroxyles libres Sulaiman et al., (2013). La corrélation étroite observée entre le pouvoir
réducteur (FRAP) et la teneur en composes thermosensibles indique que le potentiel
d'oxydoréduction de I'écorce de Tlemcen repose sur des structures moléculaires spécifigues,

altérees par la décoction, ce qui différencie nos échantillons de ceux de Setif (Roumili, 2024).

Enfin, I'activité anti-inflammatoire mesurée par I'inhibition de la dénaturation des protéines
révéle une meilleure efficacité pour I'EBM (Clso = 555,55 pug/mL) par rapport a I'EBD (Clso =
763,8 ug/mL), bien que ces performances demeurent trés éloignées du Diclofénac (Clso = 96
pg/mL). Ce pouvoir inhibiteur est intrinséquement lié a la synergie entre les flavonoides et les
dérivés salicylés (salicine, salicortine), qui, comme l'explique Gheddab (2016) et le confirment
Wau et al. (2024) sur Salix tetrasperma, agissent en modulant les voies NF-«xB et en inhibant la
cyclooxygénase-2 (COX-2), réduisant ainsi la production de médiateurs pro-inflammatoires
tels que le TNF-a. Ces données valident scientifiguement l'usage ancestral du Saule Blanc
comme ancétre naturel de I'aspirine, offrant une alternative thérapeutique alliant I’efficacité et

I’innocuité digestive par rapport aux molécules de synthése.
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Conclusion

Le présent travail s'inscrit dans une approche intégrée de valorisation des plantes
médicinales locales, en mettant en évidence le potentiel de I'écorce de Salix alba L. trouvée
dans la région Tlemcen comme source naturelle de composés bioactifs a intérét therapeutique.
Les analyses réalisées ont permis de confirmer la présence de métabolites secondaires majeurs,
notamment les polyphénols, les flavonoides et les tanins, dont la répartition et la concentration
sont étroitement liees aux conditions d'extraction et aux caractéristiques écologiques de la

région de récolte.

Les résultats obtenus ont révélé que I'extrait hydrométhanolique issu de la décoction se
caractérise par une teneur plus élevée en polyphénols totaux, ce qui se traduit par une bonne
activité antioxydante, mise en évidence a travers les tests DPPH et FRAP. A l'inverse, I'extrait
obtenu par macération présente une meilleure teneur en flavonoides ainsi qu'une activité anti-
inflammatoire Iégérement différenciée selon la méthode d'extraction. Cette dualité met en
évidence non seulement I'influence déterminante de la méthode d'extraction, mais également la
complexité des relations entre la composition chimique et les activités biologiques : I'activité
antioxydante dépend principalement de la quantité totale de composés phénoliques, tandis que
I'activité anti-inflammatoire est davantage liée a la synergie entre les flavonoides et les dérivés

salicylés, notamment la salicine.

Les activités observées dans notre étude restent significatives dans le cadre d'une approche
privilégiant des procédés simples, aqueux et compatibles avec un usage thérapeutique
traditionnel. Ces résultats confirment que les variations biogéochimiques liées au terroir
influencent la densité en principes actifs, sans pour autant remettre en cause le potentiel

pharmacologique intrinséque de l'espece.

Toutefois, certaines limites doivent étre prises en considération, notamment le caractere in
vitro des essais réalisés ainsi que I'absence d'identification précise des composeés actifs par des
méthodes chromatographiques avancées telles que la HPLC ou la LC-MS. De méme, l'influence
du stade phénologique de récolte, de la saisonnalité et des conditions pédoclimatiques locales
sur la composition phytochimique mériterait d'étre approfondie. Ainsi, des études
complémentaires, incluant des analyses structurales poussées et des essais in vivo, sont
nécessaires afin de confirmer ces résultats, d'élucider les mécanismes d'action précis et

d'envisager une standardisation des extraits.

En définitive, notre étude confirme que Salix alba de Tlemcen constitue une ressource

pharmacologique authentique et bio-active précieuse, dont les propriétés antioxydantes et anti-
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inflammatoires sont optimisées par une extraction a froid, pour la lutte contre le stress oxydatif

et les pathologies inflammatoires.
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Résumé
Le Saule Blanc (Salix alba L.) est un arbre dioique de la famille des Salicaceae, atteignant une hauteur de 25 métres, caractérisé par une écorce
crevassée. Il est localement connu en Algérie sous I'appellation de « Safsaf Labyadh ». Son écorce est riche en dérivés salicylés, notamment la
salicine, ainsi qu'en flavonoides et en tanins condensés, ce qui lui confére des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et antioxydantes
reconnues.

Ce travail porte sur I’étude phytochimiques, dosage des composés phénoliques, ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante et anti-
inflammatoire des extraits bruts hydrométhanoliques obtenus par macération et décoction a partir de I’écorce de Saule Blanc (Salix alba).

L'écorce a été préalablement dégraissée par extraction au Soxhlet au chloroforme, puis les extraits bruts hydrométhanoliques ont été préparés dans
un mélange méthanol/eau distillée (70/30). L'extrait obtenu par décoction a présenté un rendement de 5,21 %, soit pres du double de celui obtenu
par macération, établi a 2,61 %. Les deux extraits se distinguent par une coloration marron et une solubilité totale dans 1’eau distillée.

Le dosage des composés phénoliques a révélé que I'extrait brut préparé par décoction présente une teneur en polyphénols totaux et en tanins
condensés de 1’ordre de 0,56 + 0,0740 mg EAG/mg ES et 0,78 + 0,029 mg EC/mg ES, supérieure a celle de I'extrait brut préparé par macération
(0,47 £ 0,0606 mg EAG/mg ES et 0,52 + 0,016 mg EC/mg ES), respectivement. En revanche, la teneur en flavonoides est plus élevée dans I'extrait
brut préparé par macération (0,14 + 0,0654 mg EC/mg ES) que dans I'extrait brut préparé par décoction (0,076 + 0,0880 mg EC/mg ES).

Le criblage phytochimique qualitatif a confirmé la présence de tanins, de flavonoides, de terpénoides, de quinones libres et de composés réducteurs.

Quant aux propriétés antioxydantes, I'analyse du piégeage du radical DPPH démontre que I'extrait brut préparé par macération possede une capacité
antiradicalaire plus optimale que I'extrait brut préparé par décoction, au vu de sa concentration inhibitrice Clso de 215 pg/mL plus faible
contrairement & 242 pg/mL. Le test FRAP a confirmé cette tendance, les valeurs d’ECso obtenues restant inférieures (et donc plus performantes)
pour I'extrait obtenu par macération (ECso de 240 pg/mL) comparativement au décocté 287,5 pug/mL.
Concernant I'activité anti-inflammatoire, évaluée par le test d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine d'ceuf, I'extrait brut préparé par macération
a affiché une Clso de 555,55 pg/mL contre 763,8 pg/mL pour I'extrait brut préparé par décoction.
Mots clés : Salix alba, Ecorce, composés phénoliques, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, dénaturation des protéines.

Abstract

White Willow (Salix alba L.) is a dioecious tree belonging to the Salicaceae family, capable of reaching 25 metres in height, characterised by its
deeply furrowed bark, is locally known in Algeria as "Safsaf Labyadh”. Its bark is notably rich in salicylate derivatives, particularly salicin, as
well as flavonoids and condensed tannins, conferring recognised analgesic, anti-inflammatory, and antioxidant properties.

The bark was first defatted by Soxhlet extraction with chloroform, after which crude hydromethanolic extracts were prepared in a methanol/distilled
water mixture (70/30). The decoction extract yielded 5.21%, nearly double that of the maceration extract at 2.61%. Both extracts were characterised
by a brown colour and complete solubility in the hydromethanolic mixture.

Quantification of phenolic compounds showed that the crude decoction extract contained a higher total polyphenol content of 0,56 + 0,0740 mg
GAE/mg dry extract compared to the crude maceration extract (0,47 + 0,0606 mg GAE/mg dry extract). Conversely, the flavonoid content was
higher in the crude maceration extract (0,14 + 0,0654 mg CE/mg dry extract) than in the crude decoction extract (0,076 + 0,0880 mg CE/mg dry
extract). For condensed tannins, crude decoction extract again recorded the highest content at 0,78 + 0,029 mg CE/mg dry extract, compared to
0,52 £+ 0,0016 mg CE/mg dry extract for the crude maceration extract. Qualitative phytochemical screening confirmed the presence of tannins,
flavonoids, terpenoids, free quinones, and reducing compounds in both extracts.

Antioxidant activity assessed by the DPPH radical scavenging test revealed that the crude maceration extract exhibited an ICso of 215 pg/mL,
lower than that of the crude decoction extract (242 pg/mL), indicating stronger free radical scavenging activity for the maceration extract. The
FRAP assay confirmed this trend, with ECso values of 240 pg/mL for the crude maceration extract and 287.5 pg/mL for crude decoction extract.
Regarding anti-inflammatory activity, evaluated through the egg albumin denaturation inhibition test, crude maceration extract displayed an ICso
of 555.55 pg/mL compared to 763.8 pug/mL for the crude decoction extract, confirming the superior activity of the maceration extract.
Keywords: Salix alba, White Willow, bark, , phenols compounds , antioxidant activity, anti-inflammatory activity, protein denaturation.



