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INTRODUCTION GENERALE

Depuis notre existence, I’homme a vite connu l'utilité et l'intérét des plantes. En effet, la
biodiversité représente une ressource naturelle essentielle a la production alimentaire, a la
production de médicaments, a lI'industrie et a la recherche scientifique [1].

Grace a leurs principes actifs trés variés, les plantes font 1’objet de beaucoup d’études
scientifiques qui ne cessent d’augmenter. Par le passé, ces études ont abouti a des résultats
phénoménaux et ont permis la découverte des milliers de substances qui sont devenues
indispensables a notre vie [1].

Le nord ouest Algérien possede une flore riche et diversifiée ou beaucoup de plantes ne sont
pas encore valorisées. L’étude qui fait I’objet du présent mémoire rentre dans le cadre de la
valorisation d’une plante algérienne pour la recherche de molécules bioactives nouvelles
d’origine végétale.

Nous nous sommes donc intéressés a 1’investigation phytochimique et I’évaluation des
activités antioxydantes de quelques extraits d’une plante de la région de Tlemcen : Rhus
pentaphylla Desf. A notre connaissance, aucun travail n’a été rapporté sur la composition
chimique de I'huile essentielle de R. pentaphylla obtenue par hydrodistillation et de son
hydrolat ainsi que sur son activité antioxydante. Par ailleurs, ses acides gras n’ont pas encore
été étudiés. +

Notre étude sera répartie en trois parties principales :

La premiére est consacree a une synthése bibliographique menée essentiellement sur 1’espéce
en question.

La deuxiéme concerne le travail expérimental qui consiste a :

- Faire un criblage phytochimique préliminaire pour déceler les différents groupes chimiques
présents dans chaque espéce.

- Extraire les huiles essentielles de R. pentaphylla et de son hydrolat ainsi que les acides gras
et la détermination de leurs compositions chimiques par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse.

-Investiguer la classe des polyphenols par leur extraction et leur dosage.

-Evaluer in vitro les propriétés anti-oxydantes des différents extraits par deux méthodes
différentes : DPPH et FRAP.

Dans la troisieme partie, une discussion sera donnée et une conclusion résumera 1’essentiel du

travail réalisé.
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I. Famille des Anacardiaceae:

La famille botanique des Anacardiaceaec compte des arbres et des arbustes qu’on trouve trés
fréguemment dans les régions tropicales et subtropicales et dans les régions de I'hémisphere Nord

tempéré [2].

La composition de cette famille n’est pas connue exactement et difféere d’un auteur a 1’autre.
D'aprés Guyots (1992), il est mentionné que cette famille a 60 genres et 600 espéces, et selon
Mabberley (1987) il compte 73 genres et 850 espéces dont le genre le plus grand dans cette famille
est Rhus dont on compte une centaine d’espéces. Selon Pell (2004), cette famille contient 82 genres
et 700 espéces [3].

I.1. Genre Rhus[4] :
Le Rhus est constitué d’arbres ou d’arbustes, appelés sumacs qui signifie la couleur rouge, car les

plantes de ce genre ont une forte concentration en tanins, ce genre comporte 125 especes.

En Algérie, on trouve principalement trois types de Rhus : Rhus coriaria, Rhus tripartitum et Rhus

pentaphylla [4].

1.2. Caractéres botaniques de la famille :
Les plantes de cette famille sont des plantes ligneuses. Elles sont dotées de canaux secréteurs oléo
résineux qui contiennent généralement de la résine ou méme de la cire, et une seve laiteuse, mais

qui peuvent parfois étre nocives ou créer des réactions allergisantes [4].

Les feuilles des plantes de cette famille ont un systéme de feuillage sans stipules. Les feuilles

poussent de facon alternée. Le fruit est petit et comestible pour la plupart des especes [4].

1.2. Présentation de I’espéce Rhus Pentaphylla [5]:

» Autre nom communs : Sumacs, ou Summaq

» Non scientifique : Rhus Pentaphylla (Jacq.), Rhus pentaphyllum.

» Non vernaculaire : Tizra, Tizrha, Taza, jdari, sommacco cinquefogliato
1.2.1. Etymologie :

Le nom de cette plante est constitué de trois parties, Rhus, penta et phylla. Rhus est le genre
botanique de cette plante qui provient du syriaque et signifie rouge car les graines sont caractérisées
par la couleur rouge. Penta veut dire cing et phylla signifie feuille. Il s’agit donc du Rhus a cinq
feuilles [6].

1.2.2. Ecologie et habitat :

Cette plante pousse généralement avec 1’arganier et Pistacia lensiscus L, sa présence dans

un sol est un indicateur que c’est un sol peu fertile est qui n’est pas bon pour la plantation en

géneral. Elle est souvent présente dans les sols rocailleux plus ou moins, dans les foréts arides e
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dans les montagnes basses a moins de 1 Km de hauteur. A Tlemcen, elle est présente plut6t dans la
région de Zarifet, de Ghazaouet et Beni-saf [7].

1.2.3. Classification systématique :

Régne plantae
Sous-regne Angiospermes
Division Eudicots
Classe Eudicots
Sous-classe Magnoliophyta
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Rhus

1.2.4. Description botanique :
C’est un arbrisseau épineux et touffu de la famille des Anacardiaceae qui peut atteindre 5 & 6 m. Ses

feuilles caduques sont en 5 folioles cunéiformes de 5-7 fois plus longues que larges, entiéres ou plus

Figure 1 : Rhus pentaphylla
1.2.5. Utilisations traditionnelles :

Rhus Pentaphylla est une plante médicinale connue pour sa grande concentration en tanins et dont
les extrais sont utilisés pour le tannage [8]. Les racines, les feuilles et les écorces de cette plante
depuis longtemps sont utilisés en décoction contre les troubles gastriques et gastro-intestinaux [9].
Les fruits de cette plante on un effet remarquable contre les diarrhées [9]. Les femmes des

compagnes ont I’habitude d’utiliser cette plante en cuisine [10].
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1.2.6. Travaux scientifiques réalises sur Rhus pentaphylla :

L’espéce dont nous nous sommes intéressés, appartient a la famille des Anacardiaceae ; il s’agit de
Rhus pentaphylla Desf.. Les travaux scientifiques publiés sur cette famille sont largement inferieurs
a ceux rapportés sur d’autres familles comme les Asteraceae ou les Fabaceae. Suite a une recherche

bibliographique approfondie, R. pentaphylla Desf. Reste jusque-1a, trés peu étudiée.

Jusqu'a présent, les efforts de recherche effectués sur les extraits du genre Rhus révélent un
potentiel prometteur pour cette famille de plantes a fournir des produits naturels renouvelables avec
des activités biologiques tres diverses. En effet, les propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et

anti-inflammatoires des extraits de Rhus sont bien documentées [11-14].

Par ailleurs, des études faites sur les effets hypolipidémiants de Rhus sur des animaux ont donné des
résultats prometteurs [15-16].

D’autre part, des tests in vitro et in vivo sur des cellules humaines et des rats des tiges de Rhus

oxyacantha ont montré des potentiels cardioprotecteurs [17].

D’autres activités ont aussi été investiguées ; il s’agit des effets antitumoral, hypoglycemiant et

antidiarrhéique [18-19].

En dépit des travaux antérieurs qui se sont concentrés surtout sur les activités biologiques et sur,
seulement quelques membres de cette grande famille de plantes, 1’étude phytochimique des
membres du genre Rhus a permis quand méme d'identifier plusieurs types de composés bioactifs.
En effet, les composés phénoliques, les triterpénes ainsi que les flavonoides sont quasi présents [20-
21].

Ces ¢études ont permis d’identifier plus de 200 composés dont des acides organiques, des acides
phénoliques et des dérivés de flavonoides, des tanins hydrolysables avec des anthocyanines et des
dérivés terpéniques [22-23].

Cependant, les données phytochimiques existantes sur R. pentaphylla restent limitées.

Une étude a montré que les extraits aqueux de graines, de feuilles et de racines de R. pentaphylla
sont riches en tanins, en flavonoides et en coumarines et par conséquent possedent une activité
antibutyrylcholinestérasique importante qui pourrait étre utilisée pour le traitement de la maladie
[24].

Dans une investigation phytochimique de R. pentaphylla, Oukacha et al. ont évalué les polyphénols

et les flavonoides présents dans les feuilles et dont les quantités respectives sont de 39.33 + 0.66 €
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7.45 * 0.53 pg/mg. D’autre part, I’activité antioxydante par deux méthodes différentes DPPH et
FRAP, a donné respectivement les valeurs 80.12 + 0.24 % et 932.41 + 5.15 pumole/g [25].

Concernant le profil aromatique des membres du genre Rhus, la littérature rapporte trés peu de
travaux sur ce sujet. En effet, les fractions volatiles et les huiles essentielles de fruits de Rhus
coriaria d’Italie et de Turquie ont été caractérisées par analyse chromatographique CPG et CPG-
SM. Les résultats obtenus montrent que la composition de I’huile essentielle en provenance du Rhus
d’Italie est caractérisée par une quantité ¢levée de composés non terpéniques (de 27,5 a 55,1%),
suivis par les sesquiterpénes et les diterpénes. Par contre, les volatiles présentent une variabilité
chimique ou les monoterpenes ont été identifiés comme étant la principale classe de constituants des
fruits recueillis dans deux des quatre régions (42,1% a 59,9%), tandis que les composés non
terpéniques prédominaient dans les deux autres sites (46.1-52.8%) [26].

Pour les échantillons en provenance des différentes régions de Turquie, les auteurs ont indiqué une
grande variabilité observée dans la composition en huile essentielle. Cependant, les hydrocarbures
monoterpéniques étaient presents comme principaux constituants dans les échantillons analysés
(limonéne (9,4%), nonanal (10,7-13,1%) et (Z) -2-décénal (9,9-42,3%), ainsi que le cembréne
(6,3%) [27-28].

Pour la plante Rhus pentaphylla, elle n'est pas aromatique, méme si pendant le séchage de plusieurs

jours, les tiges coupées donnent une saveur caracteristique.

Quant a ses huiles essentielles et son hydrolat ainsi que ses acides gras, la littérature ne rapporte a

ce jour, aucune étude permettant la détermination de leurs compositions chimiques.
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Les metabolites secondaire sont nécessaires pour la plante, ils ont pour activité de protéger la
plante contre les animaux ou insectes, ou la soigner, se sont des molécules organiques, et ils
sont classés en trois grandes familles qui sont les polyphénols, les alcaloides et les terpenes.
I1. Polyphénols :

Les polyphénols constituent la grande majorité des métabolites secondaires. Ils sont
responsables d’un grand nombre d'activités présentes dans les plantes, et ils sont caractérisés
par un ou plusieurs noyaux benzéniques attachés a un groupement OH. On compte plus de
8000 composés connus a ce jour dans la famille des polyphénols [29].

I1.1. Flavonoides :

Les flavonoides nommés aussi bioflavonoides, sont la plus grande sous famille des
polyphénols. Géneralement, ces molécules sont responsables de la coloration des fleurs et
aussi des fruits [30].

11.1.1. Structure et classification :

IIs ont une structure bien définie qui est de deux cycles aromatiques mis en relation par trois
autre carbones pour redevenir de type Cs-C3-Cs. Souvent, on trouve relié a cette chaine une

partie hétérocyclique Cs ou Cs (cycle contenant 1I’oxygene généralement) [30].

Figure 2 : Structure de base des flavonoides

11.1.2. Principales classes de flavonoides :

a) Les flavones et les flavonols :
Parmi les classes des flavonoides majoritairement on a les flavones et flavonoles qui
constituent plus de 90 % des flavonoides. La structure de base de ces molécules est définie

par deux groupements hydroxyle sur le carbone Cs et C7 de la structure des flavonoides [31].
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O O
OH
O
O
Figure 3 : Structure de base des flavones Figure 4 : Structure de base des flavonols

b) Les flavanones et les dihydroflavonols :
Ils respectent aussi la forme de base des flavonoides mais on les reconnait par une liaison
double CC entre C» et Cs. Ce sont des molécules asymétriques, et on peut trouver une variété
de composés qui appartient a cette structure de base avec des ramification de groupement
hydroxyle comme les flavones et flavonols, on peut séparer les dihydroflavonols des

flavanones par un groupement hydroxyle sur le carbone C3 des dihydroflavonols [31].

I1.2. Tanins :

Apreés les flavonoides, les tanins sont aussi des métabolites secondaires trés importants pour la
plante. D’une structure polyphénolique, ils ont une propriété astringente qui a pour effet
d'éloigner les animaux ou les insectes herbivores. Aussi, ils ont généralement une forte
couleur qui pigmente la peau [32].

11.3. Huiles essentielles :

L’huile essentielle, appelée aussi essence végétale, est un liquide organique huileux
hydrophobe, constitué majoritairement de composés terpéniques ; molécules a base d’un
motif terpénique Cs

L’utilisation des huiles essentielles ne cesse d’augmenter en aromathérapie, en parfumerie ou
en pharmacie et aussi dans le domaine du cosmétique. Leur utilisation est liée aux différentes

activités dont elles sont dotees [33] .

11.3.1.Méthodes d’extraction [34] :
Il existe plusieurs méthodes de distillation dont voici les principales:

11.3.1.1. L'entrainement a la vapeur d'eau :
L’extraction basee sur le fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux
sont entrainables par la vapeur d'eau, du fait de leurs point d'ébullition relativement bas ainsi

de leur caractere hydrophobe.
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11.3.1.2. L'hydrodistillation :
Le principe de I'nydrodistillation consiste a immerger la biomasse végétale dans un ballon

rempli d'eau, que I'on porte ensuite a I'ébullition.

11.3.1.3. Autres :
> Ladistillation a vapeur saturée.
» L'hydrodiffusion.
» L'expression a froid

I1.4. Acides gras et insaponifiables :

11.4.1. Acides gras :

Les acides gras composent la partie huileuse lourde de la plante. 11 s’agit de grosses molécules
regroupées genéralement en triester du glycérol. Les acides gras naturels possedent une chaine
carbonée allant de 4 a 36 atomes de carbone. Ils constituent également des sources

importantes d'énergie métabolique [35].

11.4.2. Insaponifiables :
Ce sont des molécules organiques insolubles dans 1’eau. C’est un mélange complexe constitué
d’alcools gras, de stérols, des triterpénes, de vitamines, et d’autres fractions. IlIs ont des

utilisations diverses, surtout dans le domaine du cosmétique [35].
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I11. Antioxydants :

111.1. Définition :

Les molécules antioxydantes sont des molécules trés utiles pour le corps humain. Elles ont le
pouvoir de diminuer les rancissements, et aussi inhiber la réaction de la peroxydation lipidique, et
ca, sans qu’il ait des effets secondaires néfaste sur les aliments. Les antioxydants sont de bons
conservateurs car ils ont I’effet de prolonger la conservation des aliments [36].

II1.2. Mécanisme d’action :

Le principe d’une molécule antioxydante c’est qu’elle stoppe la réaction d’oxydation d’une autre
substance en s’oxydant elle-méme. En effet, les molécules antioxydantes ont tendance a s’oxyder
plus rapidement que les autres substances. Ce pouvoir est du généralement, grace a leur cycle

aromatique qui est riche en électrons [37].
111.3. Radicaux libres :

Un radical libre est une espéce chimique qui a un ou plusieurs électrons qui ne sont pas appariés. Il

est instable et cherche toujours a attirer les électrons pour saturer sa couche externe [38].
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IV.1.Matériel végétal :

1VV.1.1 Origine géographique et période de récolte de la plante :

La récolte de la plante pour I’étude a été faite en Février 2017 autour de la localité de Marsat Ben
M'hidi a environ 90 km au nord ouest de Tlemcen, Algérie (100 m, 35 ° 03'25.7 "N 2 © 12'40.6" W).
1V.1.2 Identification botanique :

Le matériel végétal a été authentifié par des botanistes appartenant aux deux laboratoires:
"Laboratoire d'Ecologie et Gestion des Ecosystemes™ et "Laboratoire de Gestion Conservatoire des
Eaux, Sols et Foréts et Développement Durable des régions montagneuses de la région de Tlemcen",
Université de Tlemcen.

1V.1.3 Préparation du matériel végétal :

Une fois transportés au laboratoire, les racines ont été séparées de la partie aérienne, lavées
rapidement sous l'eau du robinet, rincées abondamment a I'eau distillée, puis essuyées avec du
papier Joseph. Le matériel végétal a été séché a l'air dans une piéce ventilée et conserve a l'abri de
la lumiere et de la poussiere jusqu'a utilisation. Pour extraire les acides gras et d'autres composés
polyphénoliques, différentes parties séchées de R. pentaphylla ont été broyées en utilisant un
mixeur de laboratoire pour obtenir des poudres fines, qui ont été conservées dans des dessiccateurs
fermés a une température basse avant utilisation.

IV.2. Criblages phytochimiques :

1V.2.1.1. Préparation des extraits bruts :

1- Extrait au solvant organique :

L’extraction se fait a chaud a 1’aide d’un soxhlet. On place 10 g de la matiere végétale broyée, dans
une cartouche poreuse qu’on on met a l'intérieur du siphon. On ajoute 100 ml du solvant
correspondant qui, apres extraction on filtre la solution obtenue et on la concentre a 1’évaporateur

rotatif. L'extrait obtenu est stocké dans un flacon stérile [29].

Figure 5 : Montage de soxhlet.
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2- Extrait aqueux :

La préparation de I’extrait aqueux est faite par reflux pendant une heure du mélange de 10 g de la
matiére végétale broyée avec 100 ml de I’eau distillée. Apres filtration sur du papier-filtre, la
solution récupérée est centrifugée pendant une dizaine de minutes a 3900 tours par minute. On
récupere la solution qui surnage et on fait une deuxieme filtration sur du papier-filtre, le produit
obtenu sera transvasé et étalée dans des boites de pétri, et sera placée dans 1’étuve a 40 °C, jusqu’a

évaporation totale de 1’eau. L’extrait obtenu est conservé dans le dessiccateur [40].
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Figure 6 : Montage du reflux.

1VV.2.1.2. Extraction par macération :

1) Dégraissage du matériel végétal [41] :

Le dégraissage s’est fait par le soxhlet. On met 10 g de la matiére végétale broyée, dans une
cartouche poreuse et on ajoute 100 ml de I’hexane. Le mélange est chauffé pendant 4h, puis, on
évapore le solvant. Le résidu obtenu sera récupéré et stocké dans un flacon stérile.

2) Extraction des flavonoides [42] :

dans un ballon on met 2 g de la matiére végétale broyée dégraissée , on ajoute 80 ml du méthanol et
20 ml d’eau, le mélange ensuite laissé¢ pour macération pendant 48 h, a température ambiante,
ensuite I’extrait obtenue est filtrée et concentrée jusqu'a 1'évaporation du méthanol et on procede
comme sulit :

a) Extrait a I’acétate d’éthyle :

Dans une ampoule a décanter, on mélange l'extrait concentré obtenu avec 50 ml d’acétate d’éthyle
et on récupere la fraction d’acétate d’éthyle. On lave trois fois, la fraction d’acétate d’éthyle
récupérée et on la concentre a sec. Le résidu obtenu sera ensuite récupéré par 2 ml du méthanol et

stocké dans un flacon stérile.
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b) Extrait au butanol :

Apreés le lavage par I’acétate d’éthyle, la phase aqueuse restée est lavée trois fois par le butanol et la
phase organique récupérée sera concentrée. Le résidu obtenu sera ensuite récupéré par 2 ml du
méthanol et stocké dans un flacon stérile.
3) Extraction des tanins [43]:
L’extraction des tanins s’effectue par une macération de 72 h. On mélange de 2.5g de la matiere
végétale broyée avec 100 ml d’un mélange constitué d'acétone et d’eau distillée (10/4 V/V). Apres
3 jours, la solution filtrée est ensuite concentrée. La solution aqueuse restante sera lavee par 15 ml
de dichlorométhane CH2Cl, ce qui permettra d’¢éliminer de la solution tous les acides gras qui
peuvent étre présents.
La phase aqueuse sera lavée deux fois par 15 ml d'acétate d'éthyle, ensuite la phase d'acétate
d'¢thyle récupérée sera évaporé a sec, le résidu obtenu est ensuite pris dans 2 ml d’éthanol et stocké.
1VV.2.1.3 Calcul du rendement :
Le rendement d'extraction est le rapport entre la masse d’extrait pur obtenue divisée par la masse de
la matiére végétale utilisée pour cette extraction, et la formule est comme suit :
R(%) = (M/Mo) X 100

R : Rendement en %,
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant,
Mo : Masse en gramme de la matiere végétale obtenue apres dégraissage.
IVV.2.2.Tests de caractérisation :
Les tests phytochimiques sont faits pour déterminer la présence ou ’absence de familles de
molécules ou groupes chimiques dans I’extrait de la plante en question. Généralement, ces tests sont
des réactions complexations ou de précipitation qui, pour les premieres, aboutissent a des
complexes insolubles caractérisés par une couleur bien définie. Cela est du a la formation de
conjugaisons ou a une instauration qui vas étre créé par la réaction. Les réactions de précipitation
seront révélées par un solide qui précipite au fond du tube a essais.
IV.2.2.1. Epuisement par I’éthanol :
L’extrait éthanolique qui est obtenu par soxhlet va étre le sujet des tests suivants :

1. Alcaloides sels : [44]
Le test d'alcaloides se fait par le suivant :
-on prend 20 ml de I’extrait éthanolique et on le soumet a une évaporation jusqu'a 1'évaporation
totale de tout 1’éthanol présent dans la solution.
-on ajoute 5 ml de 1’acide chlorhydrique, au residu obtenu, et on chauffe le mélange dans un bain

marie.
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-apres une filtration on ajoute quelques goutes de NH4OH a 10 % et on mesure le pH, on ajoute
jusqu'a pH =9, ensuite dans une ampoule a décanter on fait un lavage de la solution par I'éther
diéthylique, ensuite la phase éthérée est récupérée et concentrée a I'évaporateur rotatif a sec.

Le résidu obtenu est ensuite pris dans 2ml de HCI a 2 % et cette solution sera séparée en deux
parties :

-la premiére partie sera traitée par le réactif de Mayer, on doit observer un précipité blanc qui va
indiquer la présence des alcaloides.

- la deuxiéme partie est traitée par le réactif de Wagner, on doit observer un précipité brun qui va
confirmer la présence des alcaloides.

2. Flavonoides [45] :
On prend 5 ml de I’extrait méthanolique et on ajoute 1 ml de 1’acide chlorhydrique a 37 %, on
ajoute ensuite un demi-gramme de tournure de magnésium, si on observe une couleur rose ou rouge
apres environ 3 minutes, ¢a révele la présence des flavonoides dans 1’extrait.

3. Tanins [44] :
Dans un tube a essai on ajoute a Iml de I’extrait éthanolique, 2ml d’eau et aussi quelque gouttes
d’une solution diluée de FeCls et ensuite on observe la couleur obtenue, si on voit une coloration
bleue verte, ¢a indique la présence des tanins catéchiques dans la solution, si par contre la couleur
est bleue foncée voir noire, ¢a indique la présence des tanins galliques dans la solution.

4. Composes réducteurs [46] :
La révélation des composés réducteurs dans 1’extrait est faite par 1’ajout dans un tube & essais de 1
ml de I’extrait méthanolique dilu¢ avec 2 ml d’eau distillée et une vingtaine de gouttes de la liqueur
de Fehling. Le mélange est chauffé dans un bain-marie jusqu’a ébullition. Un précipité rouge brique
indique un test positif.

5. Anthracénosides, coumarines et anthocyanosides [44] :
- On mélange 25 ml de I’extrait éthanolique avec 15 ml de 1’acide chlorhydrique. Le tout est porté a
reflux pendant une demi-heure.
- La solution est laissée refroidir a 1’air libre. Dans une ampoule a décompter, on fait un triple
lavage par 15 ml d’éther diéthylique. Pour déterminer la présence de ces familles, on fait le suivant:
a) Les coumarines :
On effectue une évaporation a sec de la solution d'éther diéthylique récupérée, on ajoute au résidu
obtenu 2 ml d’cau distillée ensuite on sépare cette solution sur 2 tubes :
-1 ml de la solution aqueuse dans un tube a essai est préservé comme témoin.
-1 ml de la solution agueuse dans un autre tube a essai et on ajoute un demi-millilitre de
NH;OH10%.
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- A I’aide d’une lampe UV, on observe une fluorescence dans le deuxiéme tube qui va indiquer que
le test est positif pour les coumarines.
b) Les anthracénosides :
Le test est fait par le mélange de 8 ml de I’extrait méthanolique avec le réactif de Borntrdger. Si on
observe une coloration vive variant de I'orange-rouge au violet-pourpre, ¢a vas nous indiquer qu’il y
a une quantité des anthracénosides présente dans la plante.
c) Les anthocyanosides :
Les anthocyanosides peuvent étre utilisés comme des indicateurs pour un titrage acido-basique, ce
qui vas nous révéler leur présence on fait un titrage par NaOH, de la solution aqueuse a laquelle on
a ajouté un peu de HCI concentré, si on observe un changement de couleur a pH entre le 4 et le 6 du
rouge vers le bleu, le test sera marqué comme positif.

6. Stérols et stéroides [47] :
Pour les stérols et stéroides, on fait deux tests qui peuvent réveler leur présence dans I’extrait :
a) Premier test
- Evaporation de 10 ml de I’extrait éthanolique a sec.
- Récupération du résidu obtenu dans 10 ml de chloroforme anhydre.
- Filtration pour éliminer toutes les impuretés qui peuvent étres présentes.
- A 5 ml de cette solution, on ajoute 5 ml d’anhydride acétique puis on met juste quelques gouttes
de H2SO04 concentré pour acidifier le milieu. On agite pendant une minute et on laisse la réaction
s’effectuer a température ambiante pendant quelques minutes (20-40 minutes).
Le test est marqué comme positif si on observe une coloration violacée fugace qui vire un peu vers
le vert.
b) Deuxiéme test
- Evaporation de 10 ml de I’extrait éthanoique a sec.
- Ajout au ballon d'évaporation, un demi-millilitre d’anhydride acétique, et un méme volume de
chloroforme. Aprés une faible agitation, la solution est filtrée et le produit est traité par la réaction
de Libermann-Burchardt.
On peut observer deux couleurs aprés cette réaction :
- Une couleur verte-bleue nous indique la présence des hétérosides stéroidiques dans I’extrait.
- Une couleur verte-violette nous indique la présence des composés triterpéniques dans la solution.
1V.2.2.2.Epuisement par I’eau :
On prend 1g d’extrait aqueux et on le fait dissoudre dans 20 ml d’eau distillée et on effectue les

tests suivant :
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1. Amidon [48] :

L'amidon est un homopolymere de D-glucose ce qui lui donne la caractéristique de constituer
une réserve d’énergie pour les végétaux, et pour s’assurer de sa présence dans l'extrait, on procede
comme suit : On prend 5 ml de I’extrait aqueux et on ajoute 10 ml d’une solution saturée de NaCl.
On fait chauffer le mélange dans un bain-marie jusqu’a I'ébullition et ensuite on ajoute le réactif
d'amidon. S'il y a une présence d’amidon dans le milieu, on doit observer une coloration bleue
violacée.

2. Saponosides [49] :

Pour faire le test de saponoside on doit mesurer la mousse qui peut étre produite apres une forte
agitation de I’extrait :

Dans un tube a essais, on prend 1 ml d’extrait aqueux et on ajoute 2 ml d’eau distillée. On applique
une forte agitation pour environ une minute. Apres, on laisse le mélange reposer pour une vingtaine
de minutes, ensuite par rapport a la hauteur de la mousse, on détermine la présence des saponosides :
- Absence de mousse : le test sera marqué comme négatif (-).

-1 cm d’épaisseur de mousse : le test sera marqué comme faiblement positif (+).

-entre 1 et 2 cm d’épaisseur de mousse : le test sera marqué comme positif (++).

-supeérieur a 2 cm d’épaisseur de mousse : le test sera marqué comme fortement positif (+++).

3. Lestanins [46] :

Le test des tanins s’effectue par le mélange de 1 ml d’extrait aqueux et 1 ml d’eau distillée. On
ajoute une ou deux gouttes d’une solution 1 % de FeCls On s’attend a observer une couleur bleue
verte ou un vert foncé qui va indiquer une présence de tanins.

4. Les anthraquinones [44] :

Pour la détermination de la présence des anthraquinones, on procede comme suit :

- Dans un tube a essais, on ajoute a 1 g de la matiere végétale, 10 ml de KOH 0.5 M et 1 ml de I’eau
oxygenée a 5 %.

- On chauffe le mélange jusqu'a I'ébullition et aprés, on laisse le mélange refroidir a température
ambiante. Apres filtration, on ajoute au filtrat quelques gouttes d’acide acétique.

- La solution obtenue est ensuite lavée avec 10 ml du toluene.

- La fraction de toluéne obtenue est agitée en présence de 5 ml de NH4OH.

S’il y a présence des anthraquinones, on doit observer une couleur rouge au niveau de la couche
alcaline.

1VV.2.2.3. Epuisement par I’éther diéthylique :

L’extrait éthéré est soumis a trois tests phytochimiques qui sont les suivants :
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1) Acides gras [50] :

- On pend 20 ml de I’extrait de 1’éther de pétrole et on le concentre dans un évaporateur rotatif.

- On récupére le résidu obtenu dans le méthanol et on ajoute a la solution une solution basique de
NaOH.

- Aprés, on dilue la solution avec un peu d’eau et dans une ampoule a décompter on fait une
extraction avec I’éther diéthylique. La phase éthérée est évaporée a sec. Le résidu obtenu doit étre
gras ce qui vas nous indiquer la présence des acides gras dans la matiere végetale traitée.

2) Huiles volatiles [50] :

Pour révéler la présence de I’huile volatile dans la plante, on doit concentrer a sec 20 ml de I’extrait
éthéré.

Le résidu obtenu sera repris avec 2 ml de I’éthanol, puis a 1’aide d’un évaporateur rotatif, on
concentre la solution alcoolique. Le test est positif si on obtient un résidu aromatique.

3) Alcaloides bases [44] :

A T’aide d’un évaporateur rotatif, on évapore a sec 10 ml de I’extrait éthéré. Ensuite, on dissout
I’extrait sec obtenu dans 1.5 ml d’acide chlorhydrique 0 2%. On ajoute a la solution, une ou deux

gouttes de réactif de Mayer.

IVV.2.3.Reéactifs de caractérisation : (voir annexe 1)

IVV.3. Dosages des métabolites secondaires :

1VV.3.1. Dosages des polyphénols totaux : [42]

On estime la quantité des composés phénoliques totaux qui peuvent étres extraits de la matiéere
végétale par le réactif de Folin-Ciocalteu en utilisant la spectrophotométrie UV-Visible.
1V.3.1.1. Mode opératoire :

On prépare le mélange de 0.2 ml de I’extrait aqueux et 0.8 ml de Na2COs a 7.5 % dans un tube a
essais, et on applique une forte agitation. On ajoute ensuite 1 ml de la solution diluée de Folin-
Ciocalteu (solution de Folin-Ciocalteu 10/eau distillée 90) (V/V), puis on laisse le mélange a
température ambiante pendant 2 heures. Ensuite, on fait la lecture a 760 nm contre un blanc.
1V.3.1.2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

Au laboratoire et aux mémes conditions utilisées pour le dosage des polyphénols totaux, une
gamme d’étalons allant de 0.01 a 0.2 mg/ml d’acide gallique, a été établie afin de permettre le
dosage des composés phénoliques qui sont contenus dans chaque extrait.

Les resultats en équivalent-mg d’acide gallique sont exprimés par gramme d’extrait.
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VxD

Ou : T sera la teneur de I’extrait en polyphénols totaux.

C est la concentration des polyphénols totaux déduite de la courbe et exprimée en équivalent
d’acide gallique.

V est le volume de I’extrait étudié,

D est le facteur de dilution utilisé dans cette expérience,

Ps est le poids initial de la matiere séche utilisée pour la préparation de 1’extrait.

1VV.3.2. Dosages des flavonoides [51] :

1VV.3.2.1. Mode opératoire :

On ajoute a 1ml de I’extrait méthanolique dans un tube a essais 1ml de AICIz dissous dans le
méthanol (2 %), aprés une forte agitation du mélange, on le laisse 10 minutes pour incubation,
ensuite on fait la lecture a 430 nm.

1V.3.2.2. Courbe d’étalonnage de la quercétine :

Aux mémes conditions opératoires effectuées sur les flavonoides, on a fait la courbe d'étalonnage de
la quercétine contre un blanc en variant la concentration de 2.5 a 40 pg/ml (par dilution d’une
solution mere a 400 pg/ml). Les valeurs de la teneur des flavonoides extraites depuis cette courbe
seront exprimés en pugEq/g d’extrait.

1VV.3.3. Dosage des tanins [52] :

La méthode utilisée pour la détermination de la teneur en tannins, est la méthode a la vanilline en
milieu acide. Le principe de cette méthode est que la vanilline a la capacité de former des
complexes avec les tanins condensés en milieu acide. Les complexes produits seront colorés et on
peut faire la lecture a 500 nm.

1VV.3.3.1. Mode opératoire :

Dans un erlenmeyer, on introduit 5 ml du réactif d’analyse qui contient : 2.5 ml de la solution de
vanilline a 1% mélangée a 2,5 ml de la solution de HCI a 8% (8 ml de HCI complétés a 100 ml avec
du méthanol). On ajoute 1 ml de I’échantillon (préparé dans le méthanol) et on agite le mélange
pendant une minute. On additionne 5ml de la solution de HCI a 4%. L’erlenmeyer est ensuite
introduit au bain marie a 30°C et laissé pendant 20 min La lecture des absorbances est faite a 500
nm.

1V.3.3.2. Courbe d’étalonnage de la catéchine :

Pour effectuer la courbe d’étalonnage de la catéchine, on doit appliquer les mémes conditions

opératoires et utiliser la catéchine comme contréle positif, contre un blanc dans les mémes
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conditions sans catéchine. La gamme utilisée était de 0.06 jusqu’a 0.3 mg/ml, la solution mére a été
de concentration 4.4 mg/ml.

V.4 Huiles essentielles [41] :

IV.4.1 Procédé d’extraction :

Pour I’extraction des huiles essentielles il existe plusieurs méthodes connues dont I’extraction par

micro ondes, I’extraction par COz, I’extraction par ultrasons, I’hydrodistillation et plusieurs autres

méthodes moins connues.
Pour notre étude, la méthode utilisée a été I’hydrodistillation en utilisant un montage de type
clevenger. Il est constitué d’un chauffe ballon qui contient un ballon de 6L, surmonté d’un

clevenger.

Figure 7 : Montage de 1’hydrodistillation

Le principe d’extraction est basé sur I’éclatement des cellules de la matiére végétale par la chaleur
de I’eau dont la vapeur va entrainer les molécules volatiles jusqu’au réfrigérant ou elles seront
condensées en une substance organique appelée I’huile essentielle. Cette dernicre sera séparée de
I'nydrolat par simple décantation et remontera a la surface.

L’huile essentielle récupérée est débarrassée de traces d’eau par I’ajout d’un desséchant (sulfate de
magnésium anhydre). L’huile essentielle récupérée sera conservée dans un pilulier en verre ambre a
0 °C jusqu’a son utilisation.

IV.4.2. Calcul du rendement :

Le rendement de 1’hydrodistillation est le pourcentage du rapport entre la masse pure obtenue de
I’huile essentielle apres évaporation du solvant sur la masse initiale de la matiére végétale utilisée

pour I’hydrodistillation.
R(%) = (Mi/Mo)x100%

R: Rendement de I’huile essentielle,
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Mt Masse finale obtenue de 1’huile essentielle,

Mo: Masse initiale de la matiere végétale.

IV.4.3. Procédé d’obtention de ’extrait d’hydrolat [43] :

La quantit¢ de I’hydrolat récupérée a été purifiée par une extraction liquide-liquide par 1’éther
diéthylique dans une ampoule a décompter. La quantité de 1’éther utilisé pour chaque lavage est le
tiers en volume de la quantité de I’hydrolat qu’on veut purifier. Ensuite, la phase organique
récupérée sera concentrée au rotavapeur et 1’hydrolat récupéré sera stocké dans un pilulier en verre

nettoyé et pese préalablement.
Ru = (V/Vo) X 100%

R : Rendement de I’hydrolat.

V : Volume total de I’hydrolat purifié avec 1’éther diéthylique

Vo: Volume de I’hydrolat avant purification.

IV.5. Analyse de I’huile essentielle et I’hydrolat par CPG-SM [53] :

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode de chromatographie utilisée spécialement
pour la séparation des composeés volatiles comme les huiles essentielles. Elle nous permet de
calculer les indices de rétention pour chaque composg, et a partir des aires dans le chromatogramme,
on peut aussi avoir une idée plus au moins claire sur 1'abondance d’un composé dans 1’huile.

La CPG couplée a la spectrométrie de masse peut nous donner une idée plus claire sur les composes
présents dans 1’huile car elle va nous donner les spectres de masse correspondants a chaque
molécule.

IVV.5.1. Conditions opératoires :

Le chromatographe est de marque Perkin-Elmer (Waltham, MA, USA) Autosystem

XL, équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) et deux colonnes capillaires en silice
fondue, polaire Rtx-wax, polyethyleneglycol et apolaire Rtx-1 (DB5), polydimethylsiloxane).
Programmation de température : de 60 a 230 °C a 2°C/min Température de I’injecteur : 280 °C.
Température du détecteur : 280°C.

Injection : mode split (1:50).

Gaz vecteur : Hélium (1ml/min). Volume injecté : 0.2 pL.

IVV.6. Extraction des acides gras et insaponifiables [54]:

1V.6.1. Extraction des insaponifiables :

A partir d’'un gramme de I’extrait hexanique, on fait le mélange avec 50ml de KOH dans le
méthanol d’une concentration de (2 mol/L). On laisse le mélange pendant une heure de reflux,
ensuite on fait un lavage par 20 ml de I’eau distillée. Apres, les insaponifiables sont extraits avec un

triple lavage par 20 ml d’éther diéthylique,ensuite le solvant est €liminé au rotavapor, puis pesé.
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IV.6.2. Extraction des acides gras :

La solution savonneuse obtenue du premier lavage des insaponifiables est acidifiée avec de I’acide
chlorhydrique 1N, jusqu’a pH 5-6. On devra voir une précipitation des acides gras, ensuite on fait
un triple lavage par 20 ml de I’éther diethylique, la fraction éthérée récupérée est séchée par I’ajout
de MgSOg. Une fois le solvant évaporé.

Les acides gras sont transformés en leurs esters méthyliques par addition d’une solution
méthanolique de BFs a 10 % et les esters méthyliques obtenus sont extraits trois fois avec 50 ml
d’hexane. La couche organique est séchée sur Na;SO4 et évaporée.

Calcul du rendement:
Le rendement est le rapport de la quantité de 1’extrait recueillie aprés extraction sur la quantité de la

biomasse, exprimée en pourcentage.
Rendement (%) = (P1 - P2)/ P3 x 100

P1 : poids du ballon aprés évaporation ;
P2 : poids du ballon avant évaporation (vide);
P3 : poids de la matiere végétale de départ.
IV.7. Evaluation de I’activité antioxydante :
On peut déterminer le pouvoir antioxydant d’une substance par plusieurs méthodes dont une grande
majorité est détectable par UV-Visible. Elles sont généralement basées sur une différence de
couleur qui peut étre déterminée avec précision par I'UV-Visible. Pour notre part, les deux
méthodes utilisées sont le FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) qui est basé sur la
détermination du pouvoir du composé qu’on veut €tudier sur les ions de fer et le DPPH qui est le
test de piégeage des radicaux libres.
IV.7.1. Test de piégeage du radical libre DPPH [55] :
Pour chaque extrait, on prépare un mélange de 2 ml, dont 1.95 ml est constitué d’une solution de
DPPH dans le méthanol 0,0025 g/L, et 0.05ml de I’extrait. Le test sera fait contre un contrdle
négatif qui contient 1.95 ml de la solution du DPPH semblable pour les autres tests a laquelle on
ajoute 0.05ml du méthanol pure. On laisse la réaction s’effectuer pendant une trentaine de minutes a
une température ambiante et a I'abri de la lumiére. La lecture se fera a 517 nm, le contrdle positif est
présenté par une solution de I’acide ascorbique qui est antioxydant standard. La lecture des valeurs
de I’absorbance est faite dans les mémes conditions que tous les autres tests, les résultats ont été
exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1(%) = [(absorbance controle- absorbance test)/ (absorbance contrdle)] X100

Calcul de la concentration ICsp :
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L’IC50 est la valeur qui détermine la concentration de 1’extrait responsable de 50 % d’inhibition des
radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement, par la régression linaire graphique traces, donnant
le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations.

IV.7.2. Test de la réduction du fer FRAP [56] :

Pour effectuer le test de FRAP, on doit préparer le mélange qui est constitué¢ de 1 ml de I’extrait
avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate, a une concentration de 0.2 M (pH 6.6). On ajoute
ensuite 2.5 ml de KsFe(CN)s a 1%, le mélange ensuite sera incubé pendant une vingtaine de
minutes a 50 °C et a I’abri de la lumiére, ensuite pour stopper la réaction on ajoute 2.5 ml d’acide
trichloroacétique a 10 %. Le mélange est centrifugé pendant une dizaine de minutes a 3000 tours
par minute. Ensuite, on prend 2.5 ml du liquide surnageant auquel on ajoute le méme volume en eau
distillée et 0.5 ml de FeCls a 1 %.

La lecture se fera a 700 nm contre un blanc qui sera préparé dans les mémes conditions opératoires.



Chapitre V : Résultats et discussion



Chapitre V: Résultats et discussion.

V.1. Calcul du rendement :

Les rendements des extraits bruts secs des deux parties feuilles et racines sont exprimeés en

pourcentage et présentés dans le tableau suivant:

Rendement (%)
Extrait Feuilles Racines
Méthanolique 22 21.8
Aqueux 12 6
Tanins 9 12
Fraction n-buOH 7 3
Fraction Ac-Et 9 7

Tableau 1: Rendement en (%) des extraits bruts sec des feuilles et des racines.

Les résultats montrent que les rendements en extrait méthanolique sont les plus élevés pour les deux

parties feuilles et racines. L’extraction des tanins a donné des taux élevés 12% pour les racines et 9%

pour les feuilles. Nous remarquons que les racines possédent un rendement en fraction d’acétate

d’éthyle 7% supérieur a celui de la fraction au n-butanol 3%. D’autre part, les feuilles possedent un

rendement en fraction d’acétate d’éthyle 9% plus important que celui présenté par les feuilles en

fraction au n-butanol 7%.

Nous constatons que les feuilles possédent une teneur en flavonoides plus importante que celle des

racines.

V.2. Criblage phytochimique:

Les résultats des tests phytochimiques on été effectués sur les feuilles et les racines de Rhus

pentaphylla sont regroupés dans le tableau 2:

Résultats Rhus pentaphylla
Famille Racines Feuilles
Flavonoides ++ F++
Tannis +++ 4+
Anthocyanosides - -
Anthracénosides - -
Anthraquinones - -
Coumarines - -
Alcaloides - -
Saponosides - -
Stérols et stéroides +++ 4+
Acides gras + +
Huiles volatiles - ++
Composés réducteurs +++ T

22
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Amidon - -
Mucilage ++ +++
Tableau 2: Résultats des tests phytochimiques
Réaction faiblement positive : + Reaction fortement positive : +++
Reéaction négative : - Réaction moyennement positive : ++

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des feuilles et des
racines de la plante. On a utilisé des solvants de polarités différentes: eau, éthanol, et éther
diéthylique, ainsi que des réactifs spécifiques de révélation.

Les résultats montrent une forte présence des tanins, des stérols et stéroides et des composés
réducteurs. La présence des flavonoides dans les feuilles est forte alors qu’elle est faible dans les
racines. Les tests d’amidon, des coumarines, des alcaloides, les osides, produisent une inférence
négative.

Par ailleurs, la plante est riche en composés phénoliques tels que les tanins et les flavonoides dont

les propriétés antioxydantes sont importantes.

V.3.Résultats des dosages :

Polyphénols Tanins Flavonoides

(mg EqG/g) (mg EqC/g) (mg EqQ/g)
Feuilles 26.93 13.52 8.52
Racines 44.00 39.74 2.61

Tableau 3: Résultats de dosage des composés phénoliques.

Les extraits de notre plante possédent une teneur plus élevée en polyphénols et tanins.

Nous remarquons que les racines sont les plus riches en tanins (39.74 mg EqC/g).Par contre, les
flavonoides sont en quantité acceptable dans les feuilles mais faible dans les racines avec des
valeurs respectives de 8.52 mg EqQ/g et 2.61mg EqQ/g.

V.4. Huiles essentielles et hydrolat:

V.4.1. Extraction des huiles essentielles et d’extrait d’hydrolat:

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation au moyen d’un Clevenger (extraction
solide-liquide) et de I’hydrolat par extraction liquide-liquide en utilisant 1’éther diéthylique a donné
un rendement faible de 0.02 %.

V.4.2.Analyse de I’huile essentielle et de I’hydrolat par CPG-SM:

L’huile essentielle et ’hydrolat ont été injectés dans les conditions opératoires décrites auparavant.

Les résultats sont présentés dans le tableau 4:

Pic Composés IR HE % Hy %

1 2-Phényléthanol 1082 0.2 2.5

2 linalool 1087 04 4.6
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3 isophorone 1129 0.2 1.6
4 borneol 1150 0.5 2.6
5 terpinen-4-ol 1161 0.6 2.8
6 alpha terpineol 1172 0.5 5.2
7 lyratyl acetate 1256 0.3 2.1
8 2-tridecanone 1492 0.1 4.1
9 spathulenol 1564 14.9 14.2
10 Acide hexadecanoique 1963 31.5 4.2
Total identifies % 96.9 92.5

Diterpenes oxygénés 0.6 0.3

Sesquiterpenes 40.1 30.1

Sesquiterpénes oxygénés 30.3 30.1

Sesquiterpénes hydrocarbonés 9.8 /

Monoterpénes 6 29.8

Monoterpenes 0xygénes 3.8 29.8

Monoterpenes hydrocarbonés 2.2 /
Composés non terpéniques 50.2 32.3
Non terpéniques oxygeénés 46.7 32.3

Non terpéniques hydrocarbonés 3.5 /

Alcools 32.8 60

Tableau 4: Compositions de I’huile essentielle et de I’hydrolat.
Dans le tableau, les composés les plus importants sont listés suivant 1’ordre de leur temps de
rétention.
L'analyse des échantillons par CPG et CPG-SM a permis une identification des composés
représentant respectivement 96.9 % et 92.5% de la composition totale de 1’huile essentielle et de
I’extrait d’hydrolat.
Dans I’huile essentielle, I’acide hexadecanoique et le spathulenol, apparaissent comme les
constituants majoritaires (31.1 % et 14.9 % respectivement).
Pour I’hydrolat, le composé majoritaire est le spathulenol, avec un pourcentage de 14.2 %, alors

que les autres composés se trouvent a de faibles pourcentages.
V.5.Acides gras et insaponifiables :

V.5.1. Rendement des extractions:

Rendement (%)

Acide gras Insaponifiables

Racines 25 15

Tableau 5: Rendement des acides gras et insaponifiables.
Les resultats montrent que le rendement des acides gras est de 25 % et les insaponifiables est de
15 %.
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V.5.2 Analyse des acides gras par CPG-SM:
Les résultats de la composition en acides gras sont exposés dans le tableau 6.

Pic Composés IRa® Racines (%)

1 Acide nonanoique (C9:0) 1214 10.1
2 Acide decaoique (C10:0) 1279 9.7
3 Acide palmitoléique (C16:1) 1904 9.1
4 Acide palmitique (C16:0) 1939 43.2
Total identifiés % 91.2

Acides gras saturés 76.1

Acides gras monoinsaturés 134

Acides gras polyinsaturés 1.7

Tableau 6: Composition en acides gras des racines de Rhus Pentaphylla
Le total des composés identifiés est de 91.2 %. Le composé le plus présent est I’acide palmitique
dont le pourcentage est de 43.2%, suivi par 1’acide nonanoique, 1’acide décanoique, et I’acide
palmitoléique avec des pourcentages respectifs de 10.1%, 9.7% et 9.1%.
V.6. Evaluation de I’activité antioxydante :
V.6.1 Méthode du piégeage du radical libre DPPH :
L’activit¢ antioxydante des différents extraits de Rhus Pentaphylla a été évaluée par
spectrophotométrie suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517 nm.
Les valeurs d’ICso représentent la concentration de 1’extrait pour laquelle 50 % des radicaux libres
seront réduits. Plus la valeur d’ICsp est faible, plus 1’activité antioxydante est forte.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le Tableau 7 et illustrés par les figures 08, 09, 10, 11,
12,13.

Extraits Partie utilisée I1Cso0 (mg/ml)

Acide Ascorbique (A.A) / 0.07

Extrait d’hydrolat Feuilles 6.40

Huile essentielle Feuilles 21.90

it méthanoli Racines 0.11

Extrait méthanolique Feuilles 106

Extrait aqueux Rac.l nes 0.71

Feuilles 1.32

Extrait en tanins Racines 0.01

Feuilles 0.09

Extrait d’acétate d’éthyle Rac-l nes 0.10

Feuilles 0.12

i Racines 0.10
Extrait au n-butanol ;

Feuilles 0.16

Tableau 7 : Valeurs d’ICso des différents extraits par la méthode DPPH.
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Les courbes de I’activité antioxydante sont exprimées en pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de 1’extrait utilisé. L’acide ascorbique est pris comme antioxydant de référence.
L’interprétation des courbes montre que I’activité antioxydante des extraits augmente avec
I’augmentation de leurs concentrations pour se stabiliser a la fin.

Le test au DPPH révele que I’huile essentielle et I’hydrolat sont les deux extraits les moins actifs
comme piégeurs du radical DPPH.

En ce qui concerne les polyphénols, qu’il s’agisse de tanins, d’extraits a 1’acétate d’éthyle ou de la
fraction butanolique, les deux parties de la plante manifestent une activité antioxydante tres
intéressante.

Par ailleurs, 1’extrait méthanolique présente un pouvoir antiradicalaire supérieur a celui de I’extrait

aqueux.
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V.6.2.Méthode de reduction des ions ferriques FRAP :

Les réducteurs présents dans les extraits des plantes provoquent la réduction de fer ferrique Fe®*"en

fer ferreux. L’évolution de la couleur bleue a été évaluée en mesurant sa densité dans le milieu

réactionnel a 700 nm.

Les valeurs des ICso obtenues sont reportées dans le Tableau 8 et illustrés par les figures 19, 20, 21,

22, 23,24.
Extraits Partie utilisée I1Cso0 (mg/ml)

Acide Ascorbique (A.A) / 0.01
Hydrolat Feuilles 0.44
Huile essentielle Feuilles 0.72
Extrait méthanolique Rac.l nes 0.10
Feuilles 1.12
i Racines 0.38

Extrait aqueux 5
Feuilles 1.85
Extrait en tanins Racines 0.03
Feuilles 0.04
. Racines 0.22

Extrait d’acétate d’éthyle -
Feuilles 0.34
Extrait n-butanol Racines 0.10
Feuilles 0.14

Tableau 8 : Valeurs des 1Cso des différents extraits par la méthode FRAP.
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La lecture des courbes montre que la capacité de réduire le fer des extraits augmente avec
I’augmentation de leurs concentrations.

Il ressort des résultats obtenus, que les tanins des deux parties de la plante ont révélé une capacité
a réduire le fer proche de celle de 1’acide ascorbique et plus importante que celles des autres extraits.
Parmi les autres extraits, ce sont les extraits au n-butanol des deux parties des la plante, et I’extrait

méthanolique des racines qui présentent les meilleurs pouvoirs antioxydants.
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L’étude faite dans ce mémoire rentre dans le cadre des travaux de recherche ayant comme

objectif la valorisation de la flore de la région de Tlemcen.

Nous nous sommes intéressés a une plante de la famille des Anacardiacea; Rhus pentaphylla
Desf.

Sur la base d’une recherche bibliographique détaillée, il a ét¢ montré que R. pentaphylla reste
tres peu étudiée. En effet, et jusqu’a ce jour, I’huile essentielle, I’extrait d’hydrolat, ainsi que

les acides gras n’ont jamais fait I’objet d’aucune étude.

Apres un criblage phytochimique basé sur des réactions de coloration et/ou de précipitation et
réalisé sur la plante, plusieurs familles chimiques ont été identifiées: les tanins, les stérols et
stéroides et les composeés réducteurs. Si les flavonoides sont présents dans les feuilles, ils sont
en faible quantit¢ dans les racines. Par ailleurs, les tests d’amidon, des coumarines, des

alcaloides, les osides, produisent une inférence négative.

Les extraits de R. pentaphylla possédent une teneur élevée en tanins dans les racines alors
que les flavonoides sont en quantité acceptable dans les feuilles.

L’analyse par CPG et CPG-SM des huiles essentielles, de I’extrait d’hydrolat ainsi que des
acides gras a montré que I’acide hexadecanoique (31.1 %)et le spathulenol (14.9 %),
apparaissent comme les constituants majoritaires de I’huile essentielle.

Pour I’hydrolat, le spathulenol constitue le composé majoritaire a un pourcentage de 14.2 %.
En ce qui concerne les acides gras, le composé le plus présent est I’acide palmitique (43.2%).
Afin d’évaluer D’activité antioxydante de nos extraits, deux méthodes différentes (DPPH et
FRAP) ont été employées. Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle et 1’extrait
d’hydrolat sont les moins actifs comme piégeurs du radical DPPH. Par contre, les tanins, les
extraits a ’acétate d’éthyle ou la fraction butanolique, des deux parties de la plante sont
d’une activité antioxydante trés intéressante.

La deuxiéeme méthode utilisée a montré que les tanins des deux parties de la plante ont
révélé une capacité a réduire le fer proche de celle de I’acide ascorbique et plus importante
que celles des autres extraits. Parmi les autres extraits, ce sont les extraits au n-butanol des
deux parties des la plante, et I’extrait méthanolique des racines qui présentent les meilleurs

activités antioxydantes.



Les résultats obtenus ont permis de mieux connaitre la plante investiguée dont les huiles
essentielles, I’extrait d’hydrolat, ainsi que les acides gras ont ét¢ identifiés pour la premiere
fois.

En perspectives, nous envisageons d’¢largir le spectre des activités biologiques et définir les
molécules qui en sont responsables.

Enfin, nous souhaitons que ce modeste travail contribuerait a la valorisation de la flore du

nord ouest Algérien qui est en nette régression.
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ANnnexe



Annexe 1

-Réactifs de Wagner : on fait dissoudre 2 g de Kl et 1.27 d’I12 dans 75 ml d’cau, la solution ainsi
obtenue est ajoutée a 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité blanc.
-Reactif de Mayer : on dissout 1.358 g de HgCl> dans 60 ml d’eau et 5 g de Kl dans 10 ml d’eau,
on mélange ensuite les deux solutions et on ajuste le volume total a 100 ml d’eau. Les alcaloides
donnent avec ce réactif une trouble plus un précipité blanc.

-Réactif d’amidon : une solution de 1.2 g d’iode dans 50 ml d’cau distillée contenant 2.5 g
d’iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie, 5 ml de la solution a tester avec 10 ml de la
solution d’une solution de NaCl satur¢ jusqu’a I’¢bullition.

-Réaction de liqueur de Fehling : Mélanger 5 ml de liqueur Fehling A avec 5 ml de liqueur
Fehling B. Le caractere réducteur des aldoses ou des cétoses donne un précipité rouge brique.
-Réaction de Libermann-Burchardt : Mélanger 5 ml de la solution a tester avec 5ml d’anhydride
acétique et quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter et laisser reposer la solution 30
minutes a 21°C.

-Reéaction de Borntréger : En milieu alcalin aqueux (NH4OH), les anthracénosides donnent a la
solution une teinte vive variant, selon la structure et les substituants de la quinone, de 1’orangé

rouge au violet pourpre plus ou moins violacé.



Annexe 2
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