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Introduction

Depuis la plus haute antiquité, ’homme a appris a exploiter les plantes qu’il a trouvées
a sa disposition pour subvenir a ces besoins nutritionnels, et a acquises la capacité a
différencier entre les plantes toxiques et les plantes a caracteres bénéfiques pour maintenir sa

survie (Desmier, 2016).

A travers les siecles, les grandes civilisations ont su agrandir leur connaissance et
développer des techniques d’exploitation des plantes aux vertus thérapeutiques dont la
société moderne en profit encore, gradce aux avancées scientifiques, des études plus
approfondis en permis de mieux comprendre les effets des plantes médicinales en étudiants
les substances contenues dans les plantes, et d’identifier les principes actifs. Pour ensuite les
utilisés comme agents préventives, tels que les antioxydants, qui agissent comme des agents
vitales possédant la capacité de protéger I’organisme humain des dommages que le stress
oxydatif induit par les radicaux libres est susceptible de causer, c’est pour cela qu’il existe de

nos jour un intérét croissants vis-a-vis des antioxydants (Desmier, 2016).

La flore algérienne est considérée parmi les flores les plus riches du bassin

méditerranéen pour sa diversité taxonomique a laquelle s’additionne la tradition d’utilisation

des plantes (Bedou, 2015).

Notre étude va se baser essentiellement sur 1’évaluation de I’activité antioxydante du
Rhamnus alaternus collecté dans la ville de Tlemcen, c’est une plante médicinale qui pousse
dans le bassin méditerranéen, elle est tres utilisée en Algérie pour ses propriétés medicinales

et thérapeutiques.
Ce travail de recherche est scindé en trois parties :
La premiére partie est dédiée a la synthése bibliographique elle est subdivisée en 3 chapitres :

Le 1° présente un apercu général de la plante médicinale et les métabolites secondaires, le
2éme comprennent un rappel sur ’activité antioxydante et le dernier est une description

botanique détaillée de la plante étudiée.

La deuxieme partie est expérimentale, elle est consacrée a :
» L’extraction de la matiére végétale a 1’eau et au methanol par reflux et par macération
a température ambiante.
» Tests phytochimiques.

» Extraction de I’huile essentielle par hydro distillation.
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» Etude du pouvoir antioxydant in vitro de la plante par mesure du pourcentage
d’inhibition du radical DPPH, et le pouvoir réducteur (FRAP).

Dans la troisieme partie, nous présenterons les resultats obtenus avec des illustrations

graphiques et leur interprétation et nous terminerons par une conclusion et perspectives.
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Chapitre 1 : Généralité sur
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meétabolites secondaires



Chapitre 1 Généralités sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires

I.1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont définies comme des drogues végeétales dont au moins une
partie posséde des propriétés médicamenteuses qui leur permettent de soulager, prévenir ou

guérir certains problémes de santé (Dutertre, J. M-J. 2011).

Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisée, soit le plus
souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (Sofowora, 2010). Elle peut s’utiliser de

différentes maniéres (infusion, macération, décoction...) (Beloued, A. 2001).

La phytothérapie correspond a I'utilisation des plantes dans le but de traiter ou prévenir
les maladies. Les parties utilisées sont les feuilles, fleurs et sommités fleuries, racines ou
plantes entieres. Des plantes spontanées ou cultivées peuvent étre utilisées mais les conditions

réglementaires de culture propre doivent étre exigées (Létard et al, 2015).
1.2. Métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires aux plantes pour se
défendre contre les agressions extérieures et sont des agents protecteurs contre le stress
physique. lls appartiennent a divers groupes chimiques, alcaloides, composés phénoliques et
terpénes (Macheix, 2005).

1.3. Les composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques représentent un groupe de métabolites
secondaires complexes, sont largement répondu dans le regne VVégetal (Sonia et jean, 2011).

Ils sont caractérisés par leur structure de base constituée d’un cycle aromatique hydroxylé,
le phénol. Lorsqu’ils comportent plus d’un noyau benzénique, ces composés sont qualifiés de
polyphénols (ElI Gharras, 2009 ; Legrand, 2015). lls sont issus de deux grandes voies

métaboliques : la voie du shikimate et celle de I’acétate figure : 1 (Bruneton, 1999).
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Figure 01 : Différents classes des composés poly phénoliques. (Bruneton, 1999).
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1.3.1. Principales classes des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre regroupes en plusieurs classes dont la plupart
ont des représentants chez de nombreux végétaux. Les premiers criteres de distinction entre
ces classes concernent le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la structure de base du

squelette carboné. (Tableau 1) (Macheix, 1996).

Tableau 1 : Structure et squelettes des principales classes de composés phénoliques
(Macheix, 1996).

Squelette carboné classe structure
C6 Phénols simples
Catéchol
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzolque
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques Acide caféique
coumarines Scopline
C6-C2-C6 Stiblénes Résvertol
C6-C3-C6 Flavonoides kamphérol
(C6-C3): Lignanes pinorésinol
(C6-C3) n Lignines
(C15)n Tanins Tanin gallique
Proanthocyanidine

1.3.2. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al,
2013). On distingue deux classes: les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques.
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e Les acides benzoiques :

Ce sont des dérivés hydroxylés de ’acide benzoique, dont leur structure chimique de type

C6C1 .Ces composés rencontrés couramment sous forme libre ou sous forme esters. Les

principales acides hydroxybenzoiques sont vanillique, p-hydroxybenzoique, syringique,

protocatéchique, gentisique et gallique (Bruneton, 1993).

g R,=R;=H,R,=R;=0H acide protocatéchique
R,=R,;=H,R;=0CH,.R; =OH acide vanillique
R,AQCOOII R,=H,R,=R;=R,=0H acide gallique

R, =H.R,=R;=0CH,;,R; =OH acide syringique
R,=0OH,R,=R;=R,;=H acide salicylique
R,=R;=OH,R,=R;=H acide gentisique

R,=R,=R;=R,;=H acide benzoique (non phénolique)
R,=R,=R,=H,R;=0H acide p-hydroxybenzoique

Figure 02 : Acides hydrobenzoiques

e Les acides cinnamiques :

Ce sont des dérivés hydroxylés de 1’acide cinnamiques qui sont caractérisés par un

squelette de type C6C3. Les principales acides hydroxycinnamiques sont: acides p-

coumarique, caféique, férulique, sinapique (Bruneton, 1993). L’acide cinnamique et caféique

sont des représentants communs d’un groupe de dérives de phénylpropane, a I'état d'oxydation

le plus élevé (Cowan, 1999).

R1 Acides R
hydroxycinnamiques 1
HO \ @) Acide p-coumarique H
Acide caféique OH
R2 OH Acide 3,4,5 OH
trihydroxycinnamique
Acide férulique OCH,
Acide sinapique OCH,

OCH

Figure 03 : Principaux acides hydroxycinnamiques
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1.3.3. Flavonoides
Les flavonoides sont des composés phénoliques genéralement présents dans les plantes
vasculaires sous forme de pigment responsable de la coloration jaune, rouge et orange de
différents végétaux, ils peuvent étre libres ou glycosylés. Ils comprennent deux noyaux
benzéniques (A et B) liés par trois carbones en chaine C6-C3-C6 (Ghedira, 2005).

Les flavonoides possedent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que
Iactivité antimicrobienne (Ulanowska, Tkaczyk et al. 2006), antifongique (Ortufio, Baidez
et al. 2006), antiinflammatoire (Park, Lee et al. 2008) et une activité contre la peroxydation

lipidique et 1“atteinte hématologique (Park, Lee et al. 2008).

Figure 04 : Structure chimique des flavonoides (ghedira, 2005)

Selon leur squelette de base, les flavonoides peuvent étre divises en six classes, dont on
caractérise principalement : les flavonols, les flavones, flavane-3-ols, flavanones,

anthocyanidines et les isoflavones (Figure 05).

4

iz

Anthocvanidine Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 05 : Structures de base des principaux flavonoides
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1.3.4. Les tannins

Les tannins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da, une propriété de précipiter la gélatine et d’autres protéines et
de se colorer par les sels ferrique (Krief, 2003). Les tanins sont tres répandu dans le régne
végetal, lls sont présents dans divers organes : les feuilles, les fruits, I’écorce, les racines et les
graines. (Khanbabaea et Ree, 2001).

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogenétique :

e Tannins hydrolysables :

Sont des oligos ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide
phénolique. Le sucre est géneralement le D-glucose et 1’acide phénolique est soit ’acide
gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins

classiquement dénommes ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

Castalagine

Figure 06 : Structure chimique de quelque tannins hydrolysable




Chapitre 1 Généralités sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires

e Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols :

Les tannins condensés ou proanthocyanidols sont des polymeres flavaniques constitues
d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone, le plus souvent en position
C4-C8 ou C4-C6 (Bruneton, 1999).

OH
OH

BO oL .
R
od oH
o# oH
HO o .
R
n
o p
oH oR
HO oL .,
R
OB
ol

R=H :unité procyanidine, dénvée de la catéchine
R =0H : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine

Figure 07 : Structure chimique de tannins condensés

1.3.5. Coumarines

Ce sont des molécules largement distribuées dans tout le regne végétal. Les coumarines
sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base benzo-2-pyrone (C6-C3)
Caracterisés par une intense fluorescence bleue en lumiere ultraviolette (Muanda, 2010).

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques,
tandis que les formes hétérocycliques sont plus au moins solubles dans I’eau (Crozier, 2006 ;
Bruneton, 2009).

La structure des coumarines permet une fonction préventive contre la peroxydation des

lipides membranaires et une capacité a capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
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peroxyles (Attou, 2011). Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).

Figure 08 : Structure des coumarines (Iwueke et Nwodo, 2008).

1.3.6. Quinones
Ce sont des cycles aromatiques avec deux substitutions cétoniques (Arif et al, 2009).
Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou,
éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) (Bruneton,
1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le régne végétal et sont

fortement réactifs (Cowan, 1999).

1.3.7. Anthocyanes
Ce sont des pigments vacuolaires , qui sont responsables de la coloration rouges, roses,
mauves, pourpres, bleus ou violets de la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993).

Ils existent sous forme d’hétérosides appelés les anthocyanosides et leurs génines (les
anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments montrent des signaux visuels qui attirent les animaux

pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al, 1997 in Bahorum, 1997).
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Anthocyanidines
R = H, R* = glucose R, R,
* : forme monoglucoside

Malvidine OCH, OCH,
Péonidine OCH; H
Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH, OH
Cyanidine OH H

Figure 09 : Structure chimiques de quelques anthocyanidines (sarni-manchado et cheynier,
2006)

1.3.8. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes des substances volatiles et
composés lipophiles extraites de plantes par hydrodistilation ou entrainement a la vapeur. lls
sont incolores ou jaune clair et sont caractérisees par 1’odorants. 1Is peuvent avoir des activités
antioxydantes, antiseptiques, antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires ou

répulsives.
1.3.8. 1. Propriétés physiques

Les HE sont volatiles et odorantes ce qui les différencie des huiles fixes, leur densité
inférieur en géneéral a celle de I’cau. Elles ne sont que rarement colorées soluble dans les
solvants organiques et dans les alcools. Elles sont liposolubles, leur indice de réfraction éleve.
Elles sont liquides a température ambiante (Pharmacopée Européenne, 2010).

1.3.8.2. Composition chimique des huiles essentielles

Il s’agit d’un mélange variable et complexe des composants dépendant a deux groupes
qui sont caractérises par des origines biogénetiques différentes : les composés aromatiques

dérivés du phenylpropane et les composes terpeniques (Cu, 1990).
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1.4. Les terpenes

Les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires. Leur
classification est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de base isoprene (a 5 atomes de
carbone) (Harkati, 2011). On distingue : les monoterpénes en C 10, les sesquiterpenes en

C15, les diterpenes en C 20, les triterpénes en C30 et tétraterpénes en C 40 (Rahmani, 2017).

CH

3

__CH,

H,C

Figure 10 : Structure de I’isopréne (Morot-Gaudry, 2006).

1.5. Les saponosides

Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les
végétaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives. Ils se dissolvent dans I’eau en

formant des solutions moussantes.

Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes selon la nature de leur génine :

saponosides a génine stéroidiques et saponosides a génine triterpéniques (Bruneton, 1999)

Les saponines sont utilisées traditionnellement pour leurs propriétés molluscicidales,
antimicrobiennes, insecticides, hémolytiques (Vincken et al, 2007), anti-inflammatoire (Das
et al, 2012), anti tumoral et cytotoxique (Chwalek et al, 2006).

1.6. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle contenant un ou

plusieurs atomes d’azote avec un caractere basique de degré plus ou moins fort.

Les alcaloides sont classés selon leur forme et leur origine biosynthétique, On distingue
trois types d’alcaloides représenté dans le tableau : 02 (Bruneton, 2009 ; Ghedjati, 2018).

12
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Tableau 02 : Les différents types des alcaloides classés selon la forme et 1’origine

(Bruneton, 2009 ; Ghedjati, 2018)

Type Définition Exemple
Les alcaloides vrais Issus du seul régne végétal et sont bio
synthétiquement formés, ils sont N Men,
formes a partir des acides amines e
H,cO ©O
buchénavianine
Les pseudo-alcaloides | possedent les mémes caractéristiques o
des alcaloides vrais, mais ils ne ‘*“@H
dérivent pas des acides aminés. N
CH3

Les proto-alcaloides Ce sont des amines simples dont
I’azote n’est pas inclut dans le I‘,\p
systeme hétérocyclique, ils ont un 7 ‘ N E
caractére basique Hy
q \\N
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e Introduction

L’oxygene est un élément indispensable a la vie, il permet aux cellules du corps

d’exercer leurs activité en leur fournissant de 1’énergie.

Toutefois, une partie de cet oxygene produit dans des conditions physiologiques des
métabolites particulierement toxique appelés espéces réactives de I’oxygéne ou ROS (reactive
oxygene species) (Lesgards, 2000), qui contribuerait au développement et la progression de
plusieurs maladies grave en particulier le cancer, les maladies neurodégenératives comme la
maladie de 1I’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de Charcot (Guinebert et al.,
2005), les maladies inflammatoires, le diabéte, le vieillissement et 1’altération de 1’ADN
(Favier, 2003).

Les radicaux libres constituent une proportion importante des espéces réactives de
I’oxygéne, un RL est une substance chimique atome ou molécule portant un ou plusieurs
électron(s) célibataire(s) sur sa couche périphérique lui conférant une grande instabilité et

donc une forte réactivité sur les molécules biologiques (figure 01) (Desmier, 2016).

Electrons appariés

g, Electron
‘-  non-apparié

—.
\

Electron

Antioxydant Radical libre

Figure 11 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Carange, 2010).
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Ces radicaux libres sont produits par I’organisme en permanence a faible dose, c’est une
conséquence normale du métabolisme aérobie, cette production est maitrisée par des systemes
de défense, cependant dans certain cas la balance antioxydants/ pro-oxydants se
déséquilibrent, soit par déficit en antioxydants, soit par une surproduction immense de
radicaux, 1’excés de ces radicaux est communément appelé « stress oxydatif » (figure 12)

(Gutteridge, 1993).

Enzymes antioxydantes
; 3 Cofacteurs : Zn, Se
Espéces réactives de I'0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie
Metaux lourds : Fe, Cu

_ Antioxydant
acteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 12 : Mécanisme montrant un stress oxydant au sein d’une cellule (Garrel, 2017)

I1.1. Source de radicaux libres
La production physiologique de radicaux libres se fait en continue dans le corps et
augmente avec 1’¢lévation de la consommation d’oxygéne (Gauche et Hausswirth, 2006), de

nombreux mécanismes et systemes sont responsables de cette production (figure 13).
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'O,
CRxygEne singeled

Arginine

NO-

Moo xvde d azole

Louamiere LW

Ry ygene

Cweles redox
MATDPH oax

mitochondrie

Anion superoxyde

axydases

e N B

Superaxyde

disrmutases

Fei+

O~

-

PO R

N

Radical hydroxyle

Mitration des
protéines

Activation
des cascades

Oxvdation
des protéines

Feroxyvdation
lipiclicguae

Oxydation de
1" ATN

de Kinases

Figurel3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1I’oxygene

impliqué en biologie (Favier, 2003).

I1.1.1. Les sources endogenes

e La mitochondrie :
Elle est considérée comme la plus grande source productrices d’ERO qui génere environ
0,4 a 4% des électrons libérés de la mitochondrie qui passeront directement dans le
cytoplasme, ces électrons vont réagir avec 1’oxygéne dissous et donneront naissances a des

especes oxygenés actives (Delattre et al ,2005) .

e Le NADPH oxydase :

Le NADPH oxydases est un complexe enzymatique membranaire, il catalyse la réaction
d’oxydation du NADH par 1’02 ce qui produit du O2°, NADP* et du H* selon la réaction

suivante :
202+ NADPH — 3 Oz + NADP+ H*
Le H" et le NADP™ vont ensuite réagir entre eux pour former du H205.

02"+2H+ —> H202
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11.1.2. Les sources exogeénes

Les radicaux libres exogénes proviennent au cours d’une exposition a des agressions de
I’environnement tels que les agents infectieux (xénobiotiques, insecticides, pesticides...), les
rayonnements UV, irradiation gamma, I’ingestion d’alcool, des toxiques comme le NO>, le
NO...

11.2. Les cibles biologiques des ERO

La génération de radicaux libres oxygénés se faits en continue, toutes les biomolécules a
doubles liaisons sont particulierement affectées par les radicaux libres, ce qui rend ces
produits chimiques hautement réactifs a I’ADN, aux lipides et aux protéines (Favier,2003)
qui constituent les trois grandes cibles des ERO et entrainent des dommages irréversibles

comme 1’oxydation de I’ADN, la peroxydation lipidique et la carbonylation des protéines
(Mougeolle, 2015).

11.2.1. Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (-CH=CH-CH>-CH=CH-)) sont particuliérement réactifs
avec les ERO, leurs oxydation est appelées peroxydation lipidique (ou lipoperoxydation)
(Bensakhria, 2018).

L’attaque des radicaux libres au sein des liaisons lipidiques membranaire provoque une
cascade de peroxydation, causant un désordre complet au niveau de la membrane (Davies,
2000).

e Quelques conséquences de la peroxydation lipidiques
= Dysfonctionnements cellulaires.
= Modification de la structure des lipoprotéines.
= Amplification des dommages cellulaires.

11.2.2. Les protéines

Les acides aminés soufrés et aromatiques sont des cibles potentielles par les ERO ils
sont tres sensible a leur attaques due a 1’abondance du groupement sulthydryles (SH) dans

leurs structures (Haleng et al, 2007).
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e Quelques conséquences :
= Perte d’activité enzymatique.
= Perturbations métaboliques.
= Perte de spécificité ligand-récepteur.
11.2.3. L’ADN
L’ ADN nucléaire et mitochondrial est aussi une cible majeure des ERO.

e Quelques consequences :
= Cassures chromosomiques.
= Mutations.

= Dysfonctionnement mitochondriale.

11.3. Les espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

11.3.1. Les différents dérivés d’ERO
Les ERO regroupent les dérivés non radicalaires ne possédant pas d’¢électron célibataire

ils peuvent étre dérivés de 1’oxygene, du chlore, et de 1’azote (tableau 03).

Elles regroupent aussi des dérivés radicalaires ou radicaux libres de 1’oxygéne (RLO)

possédant un électron célibataire (tableau 04).

Tableau 03 : Exemples d’especes non radicalaires oxygénés

Dénomination Formule chimique
Le peroxyde d’hydrogene H202
L’oxygene singulet 10,
L’acide hypochlorique HOCI
Le nitreperoxyde ONOOCH
Le peroxynitrine ONOO
L’ion hypochlorite CIO
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Tableau 04 : Exemples d’espéces radicalaires 0xygénes

Dénomination Formule chimique
Le radical perhydroxyle HO>
L’anion superoxyde 02~
Le radical hydroxyle OH

11.3.2. Les facteurs influengant le stress oxydatif

Plusieurs facteurs peuvent influencer la production des espéces réactives de 1’oxygene, le

tableau 05 indique quelques-uns :

Tableau 05 : Les facteurs influengant sur les ERO

Facteurs intensifiant la production des Facteurs réeduisant la production des
ERO ERO
L’activité sportive intense. Malnutrition.
L’hypertension artérielle. Déficits enzymatiques.

11.4. Les antioxydants

11.4.1 Définition

Les antioxydants sont définis par Halliwell comme «toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé retarde ou inhibe 1’oxydation de
ce substrat », ils sont des composés puissants ils interviennent en protégeant les cellules des

dégats causés par les radicaux libres (Halliwell, 2019).

Quelques antioxydants sont synthétisés par le corps humains comme les enzymes,
d’autres telles que les minéraux, les vitamines, et les composés phénoliques doivent étre

apportés par I’alimentation.
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Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs natures chimiques (naturelles et de

synthéses) :
11.4.2. Les antioxydants de syntheses

Les principaux antioxydants synthétiques incluent le butyl hydroxy anisole (BHA), le
butyl hydroxy toluéne (BHT) trés utilisés dans 1’industrie agroalimentaire, ils sont stable dans
les conditions opératoires de la plupart des procédés industriels, ils sont aussi moins chers et
tres efficaces par rapport aux antioxydants naturels, le 2-tertiobutyle-4-hydoxyquinone
(TBHQ) et les gallates de propyle, d’octyle et de dodécyle sont également des antioxydants
synthétiques. (karray, 2013).

Actuellement 1’utilisation des antioxydants synthétiques est remise en cause apres que
des études ont montrés qu’ils peuvent présentées des risques toxicologiques potentiels et de

cancérisation a haute dose et donc leur utilisation est en baisse (karray, 2013).
11.4.3. Les antioxydants naturels

L’organisme posséde des systémes de défense trés efficaces. Il existe deux classes : les
antioxydants enzymatiques qui sont principalement les super oxydes dismutases, la catalase,

les glutathions peroxydases et les antioxydants non-enzymatiques (vitamine E, vitamine C...).
11.4.3.1. Les antioxydants enzymatiques

» Lacatalase (CAT) :

C’est une enzyme intracellulaire présente principalement dans les hématies et les
peroxysomes hépatiques, elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne H2Oz en libérant

de ’oxygene et de I’cau elle ne 1’élimine pas totalement.

CAT
2H0, ——» 02+2H20

Les catalases sont moins efficaces que les glutathion peroxydases (Goudable, 1997).

» Les super oxydes dismutases (SOD) :
Sont des métalloprotéines assurant la dismutation des Oz~ en O 2 et en H20, ( Haleng et

al.2007) selon la réaction suivante :
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20, +2H" —— 0O, + H,O»

» Les glutathion peroxydase (GPX) :

Ce sont des sélénoproteines capable d’assurer la réduction du peroxyde d’hydrogene
H20- et les hydroxydes lipidiques par la déshydrogénation du glutathion (GSH) qui agit

comme cofacteur aidant a transférer I’oxygene.

Le stress oxydant peut engendrer une modification de synthése des glutathions peroxydases

ou une inactivation de I’enzyme selon sa nature et son intensité (Goudable, 1997).

21

—
| —



Chapitre 2

Stress oxydatif

Molécule
d'oxygene

Radical
superoxyde

§),
&

GSHPx

Peroxyde

d'hydrogene catalase

Fe2t

Fes

Radical hydroxyle

GSH  GSSG

Peroxydation
lipidique

GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé ; GSHPX : glutathion peroxydases

Figure 14 : Principaux étapes de production des espéces réactives de 1’oxygéne (Goudable,

1997).

11.4.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

» Lavitamine E :

La vitamine E ou a-tocophérol est le principal antioxydant de la famille des tocophérols,

sa structure moléculaire est composée d’un noyau chromonal (extrémité hydrophile) et une

chaine phytyle (extrémité hydrophobe) (figurelb).

La vitamine E permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire
et les LDL, suite a une attaque radicalaire causant une peroxydation lipidique 1’a-tocophérol

libére son hydrogéne qui se trouve dans le noyau phénolique en réduisant le radical RO2

(Bourguerne, 2012 ; Do et al.2015).

22

—
| —



Chapitre 2 Stress oxydatif

Noyau Chromanol

Vitamre E

Figure 15 : Structure de la vitamine E (Ldpezet al. 2005)
» Lavitamine C :

Chimiquement parlant il s’agit de 1’acide ascorbique et de I’acrobate, c’est une vitamine
hydrosoluble elle agit principalement comme piégeur direct des espéces réactives de

I’oxygéne majoritairement ’O2".

L’acide ascorbique présent une fonction importante de cofacteur enzymatique en tant

qu’agent réducteur (Chen et al.2015).

Figure 16 : Structure de la vitamine C (Vertuaniet al, 2004)
> Le B- carotene :

C’est un précurseur de vitamine A, il est apporté par I’alimentation, il comporte une
chaine constituée de huit unités isopréniques, et une série de onze doubles liaisons (figure 17)

il peut capter I’oxygene singulet sous faible pression d’oxygéne (Goudable, 1997).
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Figure 17 : Structure chimique de la beta caroténe. (Shankaranarayanan, 2018)

» Lesoligo-éléments :

Les oligo-¢éléments (zinc, cuivre, sélénium...) constituent une classe de nutriments ils
réagissent comme des cofacteurs d’enzyme, ils jouent un réle important dans la lutte contre

les radicaux libres (Haleng, 2007).

> Lestanins:

C’est des donneurs de protons de radicaux libres lipidiques produits lors de la
peroxydation, un radical libre de tanin plus stable est alors formé et par conséquent la réaction

en chaine de 1’auto-oxydation des lipides est arrétée (Diallo, 2005).

I1.5. Méthodes d'évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Il existe de nombreuses méthodes pour évaluer ’activité antioxydante, parmi ces méthodes,

nous citons :

e la méthode FRAP (pouvoir antioxydant de réduction du fer).

e la méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

e la méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-ethyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox).

e La méthode de Blanchiment du -caroténe.

e la méthode TRAP (Paramétre du piégeage du radical totale).
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e lamethode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux).
e laméthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-p-phenylenediamine).
e la méthode d’hémolyse.

¢ la méthode photochémiluminescence (PCL).
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I11. Présentation de la plante étudiée

I11.1. Généralité sur la famille rhamnacée

La famille Rhamnacée est une famille de plante dicotylédone qui contient environ 950
especes et 45 genres, parmi les Rhamnacée on caractérise essentiellement : Rhamnus (150
espéces), phylica (150 espéces), Zizyphus (100 especes), Gouania (60 espéces), pomaderris
(55 espéces) (Spichiger, R. 2004).

Cette famille est quasiment cosmopolite en termes d’arbres, des arbustes, ou des plantes
herbacees, souvent épineux, ou des lianes a vrilles, volubiles, ou étayée par les branches
axillaires, parfois a nodules symbiotiques abritant des bactéries fixatrices d’azotes Elle est
dispersé un peu partout dans le monde, mais plus particulierement dans les régions tropicales
et subtropicales (Judd et al. 2002).

I11.2 Description botanique
Rhamnus alaternus est un arbuste toujours vert, d'origine méditerranéenne (Bas et al.
2009), qui peut atteindre 5 metres de haut, ayant des feuilles coriaces, persistantes, alternes,

épaisses, elles sont ovales et Iégerement dentées.

L’inflorescence est en petit grappe qui est réfléchit si elle comporte des fleurs males, ou
dressée si elle comporte des fleurs femelles. La fleur est généralement dioique et mono-

sexuée, petite et de couleur jaunatre (Ait Youssef, 2006).

Cette floraison se produit entre mars et avril. (Beloued, A. 2001). Ses fruits charnus
marissent & la fin du printemps et le début de I'été (Gulias et al. 2004).

La récolte des baies se produit en septembre et octobre que I’on récolte pour leurs

propriétés thérapeutiques (Bardin .2004).
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Figure 18 : Rhamnus alaternus
111.3. Nomenclature

Les noms vernaculaires du R.alaternus sont cités dans le (Tableau 6).

Tableau 6 : les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus L

Noms communs Nerprun, Bourg-épine, épine de cerf
(Bardin, 2004)

Nom kabyle Imlilesse, mlilesse

Noms arabe Méliles, Qaced (Beloued, 2001); Ouchbat el
safar (Said et al., 2002); Oud el khir
(Beloued, 2001; Ben Ammar et al., 2008;
Ben Ammar et al., 2009)

Noms francais Nerprun méditerranéen (Izhaki et al.2002)
Noms anglais Mediterranean Buckthorn (Akerreta, 2009)
Nom Italien Alaterno, Legno Puzzo
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I11.4. Classification botanique

Le tableau ci-dessous présente la classification botanique de la plante Rhamnus
alaternus (Yi-ling et Pan-kai, 1982).

Tableau 7 : La classification botanique de la plante Rhamnus alaternus

Taxon Nom

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus

Espéce Rhamnus alaternus

111.5. Habitat et distribution géographique

Rhamnus alaternus L. & une large distribution méditerranéenne on le retrouve sur la
cote sud de I’Europe et dans les pays d’Afrique du Nord Guilias et al, (2004) en France il
est focalisé en Isére, en Ardéche et en Bretagne. Il est tres commun en Algérie, il pousse

principalement dans les foréts et les rocailles (Ait Youssef M.2006).

111.6. Usage thérapeutique

Le Rhamnus alaternus L. est beaucoup utilisé dans la médecine traditionnelle dans de
nombreux pays Africains. La plante est employée en tant qu’agent: diurétique, laxatif,
hypotensif et pour le traitement des troubles hépatiques et dermatologiques (Ben Ammar et
al, 2008). Les tiges et les feuilles de Rhamnus alaternus étaient utilisées en Algérie par les
constantinois, contre la jaunisse et les troubles hépatiques provoqué par le paludisme. Le fruit
était utilise en Algérie comme purgatif doux ; au Maroc dans le Haut Atlas et le Moyen Atlas,
il est toujours employé comme laxatif (Ait Youssef, 2006).
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111.7. Les Travaux antérieur sur R. alaternus

Des études phytochimiques réalisées par Ben Ammar et al. (2008) sur les extraits de la
partie aérienne et les racines de R. alaternus a démontré la présence de diverses quantités

d’anthraquinones, de coumarines, de tannins et en particulier des flavonoides.

D’autre étude sur Rhamnus alaternus qui est caractérisée par des quantités abondantes
de composés phénoliques particulierement les tanins, les anthraquinones telles que 1’émodin,
chysophanol, alaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés des

parties aériennes de Rhamnus alaternus (1zhaki et al. 2002).

Par ailleurs, des études in vitro ont affirmé que les extraits organiques de R. alaternus
inhibent significativement ’activité des carboxyles estérases, enzymes largement distribuées
dans les tissus animaux, Cette propriété inhibitrice est attribuée aux flavonoides qui exercent

une activité non compétitive (Stocker et al. 2004).

Les extraits de R alaternus ont un potentiel antioxydant lié a la composition de la plante

en flavonoides et phénols (Ben Ammar, et al. 2008 ; Bhouri et al.2012).

Elle contient trois flavonoides tri-glycosidique, le Kaempferol 3-O-B-isorhamninoside,
rhamnocitrin 3-O-B-isorhammininoside et le rhamnetin-3-O-B-isorhamninoside, d’autre part
trois flavonoides aglycones ont été identifiés : I’apigénine, le kaempferol et la quercétine (Ben
Ammar et al. 2009).

En outre, des études révélent que 1’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus entraine
une activité antimicrobienne contre une gamme trés vaste des microorganismes, notamment

les bactéries résistantes aux multiples antibiotiques, (Percival, 2004).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végetal

I.1.1. Origine géographique et période de récolte de la plante

Cette étude a était réalisee sur la plante médicinale du genre Rhamnus alaternus L. qui a
été récoltée au mois de février 2021 dans la région de Zariffet de la wilaya de Tlemcen.

Tableau 8 : Les caractéristiques géographiques des stations d’études

Plante Station Latitude(N) Longitude(W) | Altitude(Km)

Rhamnus alaternus | Zariffet 34°47'55" 1°26’01" 2.84

1.1.2. Identification botanique

L’identification des espéces a été réalisée au niveau du laboratoire d’Ecologie et Gestion
des Ecosystémes Naturels, Universitt ABOU BEKR BELKAID -Tlemcen-(Algérie) par le
professeur Hassani F.

1.1.3. Préparation des échantillons

La partie aérienne de la plante a été sechée a 1’air libre, a I’ombre et a température
ambiante pendant 15 jours, Une fois séchées les différents organes de la plante étudiée ont été
soumis aux extractions.

a)

Figure 19 : la partie aérienne de Rhamnus alaternus a)séche b) broyée
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1.2. Méthode d’extraction

1.2.1. Extraction

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon plusieurs modes
d'extraction : en maceération ou sous reflux. En utilisant deux solvants de polarité différente

(I’eau et le méthanol).

1.2.1.1. Préparations de I’extrait aqueux sous reflux

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, une quantité de 10g de poudre R.
alaternus a été mis en présence de 200 ml d’eau distillée. Le mélange a été porté a reflux
pendant une heure. Apres refroidissement a température ambiante, 1’extrait aqueux obtenu a
été filtré a I’aide d’un papier wattman N°03. Ensuite le filtrat est récupéré et versé dans une
boite a pétri et mis dans une étuve a 40°C pendant 48 h pour sécher. L’extrait sec est conservé

dans un pilulier au réfrigérateur (Jouad et al.2002).
1.2.1.2. Préparation de I’extrait aqueux par macération

10g de poudre de R.alaternus sont macérés dans 200mL d’eau distillée. Le mélange est
maintenu sous agitation magnétique pendant 24 heures a une température ambiante. Apres la
macération, le macérat obtenu a été filtré a ’aide d’un papier wattman N°3. Ensuite le filtrat
est récupéreé et versé dans une boite & pétri et mis dans une étuve a 40°C pendant 48 h pour

sécher. L’extrait sec est conservé dans un pilulier au réfrigérateur.
1.2.1.3. Préparation de I’extrait méthanolique sous reflux

10g de poudre R. alaternus a été mis en présence de 100 ml de méthanol. Le mélange a
été porté a reflux pendant une heure. Aprés refroidissement a température ambiante, I’extrait
méthanolique obtenu a été filtré, le filtrat obtenu a été séché en évaporant le solvant dans le

rota vapeur.
1.2.1.4. Préparation de I’extrait méthanolique par macération

On prépare 10g de poudre de R.alaternus, qui a été mis a macérer dans 100 ml de
méthanol & température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 24 heures, avec un
maximum d’agitation. Ensuite le mélange est filtré sur papier Wattman (n°3). Les filtrats

obtenus sont évaporés a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif a une température de 40 - 50 °C.
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L’extrait sec est conservé au réfrigérateur (Belhattab et al, 2004 ; Ben Ammar et al,
2008).

Figure 20 : Montage de I’extraction sous
reflux (extrait aqueux)
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1.3. Calcul des rendements en extraits bruts secs

Le rendement des extraits bruts (aqueux et méthanolique) exprimé en (%) de la plantes a été

déterminé par la formule suivante :

R (%)= M /Mox 100

e R (%) : rendement exprimé en %.
e M: masse en gramme de I’extrait sec récupéré.

e Mo : masse en gramme du matériel végétal sec pour chaque extrait Carrée et al, 1953).
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Matériel végétal de Rhamnus alaternus

Une semaine a I’obscurité et 1’aire libre

+200ml eau distillé

+100mI méthanol

Macération Filtration

Extrait aqueux Extrait méthanolique
‘— - ———
’ Extrait brut ‘

— ~

Screening ‘ Activité _
(\ photochimique } ( antioxydante /
\v/ v

Figure 21 : Protocol expérimental d’extraction
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I.4. Screening photochimique

Les quatre extrait préparés ont fait 1’objet de quelques tests phytochimiques a fin de
mettre en évidence la présence ou I’absence de certaines familles chimiques. Pour cela nous
avons réalisé sur nos extraits des tests qualitatifs basés sur des réactions de coloration ou de

précipitation et I’examen sous la lumiére UV visible.

e Les flavonoides
A 5 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’HCI concentré et
0.5milligrammes de tournures de magnésium. L’apparition d’une couleur rouge— rose

confirme La présence des flavonoides (Karumi et al.2004).

e Lesalcaloides

On ajoute 5 ml d’HCI1 1% a 1ml de chaque extrait, chauffer le mélange au bain marie,
puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de
Mayer, ’autre par le réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révele la
présence des alcaloides.
Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suit :
-Réactif de Mayer :

Dissoudre 1.358 g d’HgCl> dans 60ml d’eau distillée puis 5g de KI dans 10ml d’eau

distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.

-Réactif de Wagner :

Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 1.27 g d’I>. Le volume obtenu est
ajusté a 100 ml avec I’eau distillée. (Majob, 2003).

e Tanins

1 ml de chaque extrait avec 2 ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de la solution de FeCls
diluée a 1%, agiter et laisser reposer quelques minutes. Un test positif est confirmé par
I’apparition d’une couleur verdatre confirme la présence des tanins catéchiques, ou bleu —

noiratre qui indique I’existence des tanins galliques (Karumi et al.2004).

e Coumarines

Dissoudre le résidu de chaque extrait dans 1’eau chaude, diviser le volume en deux tubes.
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On ajoute a un des tube 0.5 ml de NHsOH 10% et le deuxieme tube représente un
témoin, ensuite en préleve une goutte de chaque tube et la déposé sur un papier filtre qui sera
observé sous la lumiere U.V a 366 nm. La fluorescence des taches montre la présence des

coumarines (Bruneton, 1999).
e Anthraquinones

Leur detection consiste a ajouter quelque goutte de HCI a 0,5 ml de chaque extrait. Un

test positif est révélé par I’apparition d’un précipité de couleur rouge (Oloyede, 2005).
e Saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau distillée a 2 ml de
chaque extrait, ensuite agiter fortement pendant 20 secondes et laisser reposer 20 mn. La

formation d’une mousse persistante révele la présence des saponosides (Mamadou, 2005).
e Hétérosides

3 ml de chaque extrait a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. La présence des triterpénes hétérosidiques est indiquée par 1’apparition

d’une coloration rouge marron.
e Amidon

Le test effectué consiste a ajouter 5 ml de chaque extrait a 10 ml d’une solution de NaCl
saturée, chauffer le mélange dans un bain marie jusqu’a ébullition, ensuite ajouter le réactif

d’amidon. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue violacée.

1.5. Extraction d’huile essentielle

L’huile essentielle de R. alaternus a été obtenue par la méthode d’hydrodistillation, a
I’aide d’un appareil de type Clevenger. Elle consiste @ immerger la matiére végetale 250g
(séchées et découpées en petit morceaux) dans un ballon rempli d’eau. Le tout est porté a
ébullition pendant 4h a 5h. Les vapeurs hétérogenes sont condensée par un réfrigérant. L'eau
et I'huile se séparent par différence de densité. L’huile essentielle obtenue est conservée a

-4°C jusqu'a son usage.
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1.5.1. Calcul du rendement de I’huile essentielle

Le pourcentage en huile essentielle est calculé par la formule :

R (%)= (MHE/MMV) x100

e MHE : masse de I'huile essentielle obtenue

e MMV : masse de la matiére végétale utilisée

Figure 22 : Montage d’hydrodistillation (type
clevenger)
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1.6. Evaluation de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, 1’activité antioxydante in vitro des huiles
essentielles, de I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique.
Dans notre étude on utilise deux techniques chimiques : le piégeage du radical libre DPPH, la
réduction de fer FRAP.

1.6.1. Etude de I’activité antioxydante

1.6.1.1. Piégeage du radical DPPH

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est souvent le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse. La méthode de DPPH présente plusieurs avantages
du fait qu’elle soit indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette) en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur
capacité a réduire ce radical (Figure 23). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus,
ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde. (Chaouche,
2013).

e Principe:

DPPH est un radical libre stable, il présente un maximum d’absorbance dans I’intervalle
515 - 520 nm, caractérisé par une couleur violette intense et possédant un électron non apparié

sur I’un des atomes d’azote, permet de mesurer un pouvoir anti radicalaire.

Elle repose sur la réduction du radical DPPH (couleur violet) en DPPH-H (forme non
radicale) de couleur jaune. Le virage vers cette coloration est proportionnel a la capacité des

antioxydants qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517 nm (Popovici et al.

2009).
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Ou AH est un composé antioxydant capable de céder un H au radical DPPH,

Figure 23 : Forme réduite du radical DPPH

e Protocole :

e Préparation de la solution de DPPH :

0,006g de DPPH ont été dissout dans 100 ml d’éthanol 96% (v/v), le mélange a été placé
sous agitation pour avoir une solution parfaitement soluble, aprés nous le mettons dans un
flacon opaque et on recouvre avec du papier aluminium et nous le conservant dans le frigo

afin d’empécher toute dégradation.

e Mode opératoire :

Une solution éthanolique de DPPH est mélangée avec différentes concentrations des
extraits aqueux et méthanolique de R. alaternus. Dans des tubes a hémolyses 1 ml de chaque
dilution des extraits sont ajoutés a 1 ml de la solution éthanolique de DPPH puis laisser
incuber durant 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante. Lire I’absorbance a 517
nm, a I’aide d’un spectrophotométre UV visible contre un blanc qui contient de 1’éthanol pur.
Le contr6le négatif est composé de 1 ml d’éthanol et 1 ml de la solution de DPPH, I’acide
ascorbique (contrble positif) et 1’huile essentielle sont préparé dans les mémes conditions

opératoires.
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Figure 24 : Réduction du Figure 25 : Spectrophotometre
radical DPPH violet au jaune U.V visible

L’activité de piégeage des radicaux libres a été exprimée en pourcentage selon la formule

suivante :

% Inhibition= % % 100

e Abs C : absorbance de control

e Abs P : absorbance de produit

ICso ou concentration inhibitrice de 50 % : ICso sont calculés graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testes.

La valeur de I’ ICs0 la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée.

1.6.1.2. Méthode de la réduction du fer FRAP

La méthode de pouvoir réducteur de fer est basée sur le changement de coloration lors
de la réduction du fer de forme ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?*) en présence d’un
antioxydant (Chung et al, 2006, Benzie et Devaki, 2018). La forme réduite donne une

couleur bleue vert du fer ferreux (Fe?"). L’intensité de cette coloration est mesurée & 700 nm.
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Protocole :
Préparation des solutions :

e lasolution de trichloracétique TCA (10%) : 5g de TCA a été mis dans une fiole
jaugée de 100 ml et complété par 1’cau distillée jusqu’au trait de jauge.

e la solution de chlorure ferrique FeClsz (0,1%) : 0,1g de FeClz a été solubilisé dans
I’eau distillée dans une fiole jaugée de 100 ml.

e la solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s (1%) : 1g de KsFe(CN)s a été
dissous dans 100 ml d’eau distillée.

e solution tampon : on mélange 28,399 de NaH2POu4 solubilisé dans 1L d’eau distillée

avec 23,99g de Na2HPOa4 solubilisé également dans 1L d’cau distillée dont le pH=6,6.

Mode opératoire :

Dans les tubes hémolytique on introduit 1ml de chaque dilution des extraits de la plante,
on ajoute 0.5 ml de tampon phosphate (0,2M, PH= 6,6), et 0,5ml d’une solution du
ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s a 1%). Le mélange obtenu est incubés a 50°C pendant
20min.ensuite, on ajoute a chaque tube 0.5ml d’une solution de TCA (10%) pour stopper la
réaction, on centrifuge le mélange a 3000 tpm pendant 10 minutes et puis on laisse reposer

pendant 10min.

On prend 1ml de surnageant de chaque tube, on ajoute Iml d’eau distillée et 0,2 ml de
solution de FeCls (0,1%).
La lecture a été effectuée par la mesure de 1’absorbance a 700 nm.

Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant (éthanol).
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Figure 26 : Réduction du fer FRAP de bleu vert au jaune

Expression des résultats

Les courbes [% inhibition = f (concentrations)] et I’histogramme sont tracés par le
logiciel Excel 2013.
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e Introduction

Les objectifs de cette étude sont variés, faire des extractions de la plante R.alaternus par
différentes méthodes (sous reflux, macération, hydrodistlation) et différents solvant (eau,
méthanol), réaliser un criblage phytochimique des différents extraits bruts (aqueux et
méthanolique), déterminer le rendement de ces extraits et de I’huile essentielle, ainsi

I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits bruts et de I’huile essentielle par deux
méthode DPPH et FRAP.

11.1. Rendement des extraits bruts secs

Dans ce travail nous avons obtenu quatre extraits de différentes aspects pour chaque
méthode ce qui nous a permis de déterminer les rendements des extraits bruts secs .Les
résultats obtenus sont illustrés sur la figure N°27.

Sous reflux
22 Macération
21,2
20
14,47

-
c
[«B]
£ 15 11,96 B EA
. 10,017
§ EM
210
S

5

0

Figure 27 : Les rendements des différents extraits de la plante
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Tableau 9 : Masse et rendement des différents extraits bruts de la plante

Méthode Les extraits de la plante | La masse(g) Le rendement(%)
Sous-reflux EA 2,12 21.1

EM 1.19 11.96
Macération EA 1.447 14.47

EM 1.0017 10.017

D’aprés le tableau (9) et I’histogramme (29) les résultats obtenus montrent que les
rendements en extrait aqueux et méthanolique de la partie aérienne de R.alaternus été de
21.1% et 11.96%, respectivement, on remarque que le rendement de 1’extrait aqueux est

supérieur par rapport a celui de I’extrait méthanolique.

D’autre part, la méthode de macération a température ambiante a montré que le
rendement obtenu de I’extrait aqueux (14.47%) est meilleur que celui de D’extrait
méthanolique (10.017%).

Il a été affirmé que pour les extractions a température élevée permettait d’obtenir des
rendements plus élevés en extrait brut que lorsqu’ils sont obtenus a température ambiante
(Majhenic et al.2007).

Dans une étude réalisée par Ben Ammar et ses collaborateurs (2008) sur la méme
espece (R.alaternus) originaire de Tunisie, la macération des feuilles dans le méthanol suivi
par le butanol a donné un rendement de 9 %. Ce rendement est presque similaire & celui donné

par notre étude sur I’extrait méthanolique.

Une macération dans le méthanol et d’autre dans 1’cau distillée réalisée par Boussahel
et ses collaborateurs (2013) sur la méme espéce récolté a Bordj Bou Arreridj a donnée des
rendements de 14,48% et 14,20% respectivement. Le rendement est de 1’ordre de 14% pour
les deux solvants par contre dans notre étude c’est I’extrait aqueux qui donne le meilleur

rendement que ce soit a chaud ou a froid.

La différence de rendement entre les extraits est due a des paramétres a savoir : méthode
d’extraction, nature de solvant, période de récolte Naczk et Shahidi. (2004), en comparant

avec les études citées auparavant la différence des rendements pour la méme plante et en
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utilisant les mémes solvants est due probablement a la nature du sol et du climat ainsi a la
période de récolte (Chavan et al. 2001).
11.2. Rendement de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a partir de la partie aérienne de R.alaternus par hydro
distillation en utilisant un montage de type Clevenger donne une huile essentielle de couleur

jaune blanchéatre et qui a donné un rendement trés faible de 0.1%.

Tableau 10 : Rendement de 1’huile essentielle

La masse de la plante La masse d’huile essentielle Rendement(%o)

250g 0.2825g 0.113%

I1.3. Tests phytochimiques

Le screening phytochimique qui a pour but la mise en évidence de la présence ou
I’absence des différents métabolites secondaires dans nos extraits. La recherche de ses
composés est basée sur des phénomenes de précipitation ou de colorations par des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés ou des examens sous lumieres ultraviolettes.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur le matériel végétal de Rhamnus
alaternus, de I’extrait aqueux et de ’extrait méthanolique sont résumés dans les deux
tableaux : 11,12.
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Tableau 11 : Tests phytochimiques des extraits sous reflux de la plante

Résultats et discussion

Métabolites secondaires

Rhamnus alaternus

recherchés EA EM
alcaloides | Test de Mayer - -
Test de - +

Wagner

Saponosides + +
tannins + +
Flavonoides + +
Amidon - -
Hétérosides + -
Anthraquinones - -
Quinones - -
Coumarines + -

Tableau 12 : Tests phytochimiques des extraits par macération de la plante

Métabolites secondaires

Rhamnus alaternus

recherchés EA EM
alcaloides | Test de Mayer - -
Test de - +
Wagner
Saponosides + -
tannins + +
Flavonoides + +
Amidon - .
Hétérosides - -
Anthraquinones - -
Quinones - -
Coumarines + R
+ Présent -absent
( 1
L %)
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Les tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits préparés, par reflux et par
macération dans différents solvants (eau et MeOH), de la partie aérienne de R.alaternus ont
montré la présence des tannins dans tous les extraits sous reflux et macerés qui sont confirmé
par la couleur bleu noir qui caractérise les tannins galliques.

La présence des flavonoides qui sont détecté par sa coloration rouge rose, et pour les
saponosides I’apparition d’une couche de mousse de 1 cm a été remarquée que dans 1’extrait
agqueux.

Nous remarquons aussi la présence des hétérosides dans I’extrait aqueux et leur absence
dans I’extrait méthanolique. Par contre ’amidon coumarine, quinone, anthraquinone sont
totalement absent.

En revanche, les résultats obtenus confirment que les composés chimiques détectés dans
les extraits méthanolique et aqueux de la méme espece sont proches aux travaux antérieurs de
Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) qui ont démontrés que I’extrait aqueux et
méthanolique des feuilles de la méme espece originaire de Tunisie contient plusieurs

substances phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins.

Une autre etude realisée par Khettal et ses collaborateurs (2011) a montré que ’extrait

éthanolique des feuilles de R.alaternus récoltée en Algérie riche en composés phénoliques.

11.4. Etude du pouvoir anti-radicalaire

L’activité anti-radicalaire des extraits de Rhamnus alaternus a été évaluée in vitro par
deux méthodes : le piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir réducteur de 1’ion ferrique
(FRAP).

11.4.1. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

L’activité antioxydante des différents extraits de la plante Rhamnus alaternus a été
réalisé spectrophotométriquement en mesurant les valeurs du piégeage du radical libre DPPH
a une longueur d’onde 517nm. La capacité a piéger ces radicaux libre est proportionnelle a la

concentration.

Lors de notre travail, la mesure de 1’absorbance des extraits préparés a différentes

concentrations, nous permis de tracer des courbes et cela aprés avoir effectué des calculs de
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pourcentages d’inhibition en utilisant la formule cité dans le protocole. Les courbes présentent
la variation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations des extraits obtenus. Les résultats sont résumés dans les figures ci-dessus :

'. .o .o L3
% D'inhibitions
120 y =372,8x + 24,694
100 R*=0,963
2 go
2
)
5 60
<
£ 40
[a)
¥ 20
0
0 0,05 01 0,15 0,2 0,25
Concentration mg/ml)
Figure 28 : Pourcentage d’inhibition en fonction des
différentes concentrations d’acide ascorbique
% D'inhibition
100 y =277,94x+ 4,9369
20 R* =0,9147
20
2 70
(=]
= 60
=
= 50
=
= 40
® 30
20
10
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration { mg/ml)

Figure 29 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations utilisées pour 1’extrait
brut agueux de R alaternus sous reflux
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations de 1’extrait aqueux de R.alaternus par
macération
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Figure 31 : Pourcentages d’inhibition du radical libre
DPPH en fonction des différentes concentrations utilisées
pour 1’extrait brut méthanolique de Ralaternus sous reflux
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Figure 32 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations utilisées pour I’extrait
brut méthanolique par macération
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Figure 33 : Pourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations d’huile essentielle
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A partir de ces figures, nous remarquons que 1’extrait méthanolique présente une forte
activité anti radicalaire vis-a-vis du DPPH avec un taux de 85,88 % a une dose de 0.3 mg /ml,
par contre 1’extrait aqueux présente un pourcentage d’inhibition de 74.11% a une méme
concentration. Tandis que I’extrait aqueux et méthanolique sous reflux donnent des
pourcentages d’inhibition de 80.52 % et 60.14,% respectivement & une concentration de
0.3 mg/ml.

Par contre, I’acide ascorbique peut atteindre un taux de 96.36% a une faible

concentration (0.03mg/ml).

Ces résultats montrent que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de

la concentration.

e Détermination des IC50 des extraits :

L’activité anti radicalaire des différents extraits du R.alaternus est déterminée a partir
des ICso et qui est définie comme étant la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
radicale DPPH. Elle est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante.

Plus I’ICsq est petite plus ’activité antioxydante d’un extrait est grande. (Kumbhare et al.
2012).

e Le calcul du pouvoir anti radicalaire ARP :

ARP=1/1Cso
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Tableau 13 : les Valeurs des ICsp et le pouvoir anti radicalaire (PAR) des différents extraits et de

I’huile essentielle de R.alaternus et de 1’acide ascorbique

Extrait I1Cso (mg /ml) AAR

Sous reflux EA 0.162 6.17
EM 0.288 3.47

Macération EA 0.537 1.86
EM 0.140 7.14

Acide ascorbique 0.067 14.92

Huile essentielle 0.431 2.32

Selon les résultats obtenue dans le tableau, EA macéré présent une valeur d’ICso

(0.537mg/ml) donc de plus faible activité anti-DPPH. Suivi par EM sous reflux avec une ICso
(0.288mg/ml), 0.162 mg/ml pour EA sous reflux et 0.140 mg/ml pour EM macéré.
L’acide ascorbique marque la plus faible 1Cso (0.067mg/ml), donc I’activité anti-DPPH La
plus puissante. Tandis que I’huile essentielle correspond a une concentration qui permet
d’inhiber 50% des radicaux libre égale a 0.431mg/ml supérieure a celle de I’acide ascorbique
avec une activité anti radicalaire de 2,32 donc une capacité antioxydante faible pour ce dernier
(Belhadj, S., 2019).

Les valeurs I1Cso de I’activité antioxydante des feuilles de Rhamnus alaternus obtenues
sont comparées avec une étude Ben Ammar et ses collaborateur (2008) sur les feuilles de la
méme espéce de plante de Tunisie a présenté une ICso de 19 pg/ml, lorsque I’extraction a été
menée par le méthanol suivie par une extraction dans le butanol. Cette valeur est inférieure a

nos résultats.

Le méme groupe de chercheurs a également montré d’autre résultats pour I’écorce et les
racines mixtes : une fois extraite avec du méthanol puis avec du butanol, la ICsg était de

7 ng /ml. Cette valeur est aussi inférieure & nos resultats.
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Dans une autre étude réalisée par Boussahel et ses collaborateurs (2013) qui ont trouve
une ICso = 0,398 £ 0.007 et 0,082 + 0,0006 mg/ml pour I'extrait méthanolique et aqueux

respectivement. Ces valeurs sont comparables et proches a nos valeurs.

D’autre étude a été menée par Kosalec et ses collaborateurs (2013) ainsi que, Khettal
et ses collaborateurs (2011), ont montré une ICso de 78,7+ 3,16 ug/ml et 50 pg/ml
respectivement. Ces valeurs trouvées en microgramme sont nettement inférieures aux résultats

donnés par nos extraits.

11.4.2. Le pouvoir réducteur du fer

L’activité antioxydante des extraits méthanolique et aqueux de Rhamnus alaternus a été
évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un test simple, reproductible et
rapide. C’est une méthode basée sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique
Fexen fer ferreux Fe>.

Dans nos travaux, nous avons évalué l'activité antioxydante de différents extraits (eau,
méthanol) par la méthode FRAP. Notre choix s’est porté sur I'acide ascorbique (un puissant
antioxydant) comme contréle. Les valeurs obtenues permettent de tracer la courbe DO en

fonction des différentes concentrations de I'extrait.
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Figure 34 : Pouvoir réducteur des extraits obtenus par
reflux par la méthode FRAP
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Figure 35 : Pouvoir reducteur des extraits obtenus par
macération par la méthode FRAP.
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Figure 36 : Le pouvoir réducteur du standard
« Acide ascorbique»

Les résultats obtenus a partir des courbes représentées dans la figure N° 34/35/36
présentent une réduction du Fe™ en Fe*™? qui est proportionnelle avec I’augmentation de la

concentration en extraits.

D’aprés le graphe de la figure N° 34, nous remarquons que le pouvoir réducteur de
I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique obtenus par reflux augmente avec I’augmentation
de la concentration dont I’extrait aqueux représente 1’activité la plus importante par rapport a
I’extrait méthanolique qui est plus faible et ne dépasse pas une DO de 0.397 a une
concentration de 0.17 mg/ml. Tandis, la capacité de réduction du fer est largement inférieure a

celle de I’acide ascorbique.

D’aprés le graphe de la figure N°35, Les résultats montrent que les deux extraits
obtenus par la méthode de macération, présentent une capacité a réduire le fer plus faible que
I’acide ascorbique. Cependant, 1’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante représente un
pouvoir réducteur de fer qui reste supérieur a celle de I’extrait méthanolique, les valeurs
maximales de DO égales a 1.2 et 0.859 a une concentration de 0.77 et 0.67mg/ml

respectivement.
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L’extrait aqueux se caractérise par une forte activité antioxydante par rapport a I’extrait
méthanolique. Nous remarquant aussi que le pouvoir réducteur obtenu par 1’acide ascorbique
est trés puissant avec une DO de 2.427 par apport aux deux autres extraits (méthanolique et

aqueux) figure N°36.
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Conclusion et perspectives :

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs usages thérapeutiques. Une étude des effets antioxydants concerne une plante qui
appartient a la famille des Rhamnacées, employée en Algérie et connue pour ses propriétés

thérapeutiques.

Dans ce contexte nous avons consacré notre travail en premiére partie a 1’extraction de
la partie aérienne de la plante, en utilisant deux solvants de polarités différentes (méthanol et
I’eau distillée) et deux méthode d’extraction a température ambiante et a chaud (sous reflux)
pour évaluer I’effet de la méthode d’extraction. Nous avons obtenues quatre extraits
distinguées par leurs aspects et leurs couleurs dans chaque méthode ainsi une extraction de

I’huile essentielle par hydrodistillation a éte effectuée.

Les résultats du rendement des extraits montrent que le rendement le plus élevé est celui
donné par la technique d’extraction sous reflux 21.1% pour P’extrait aqueux, d’une maniére
générale, nous avons remarqué que le rendement de I’extraction change selon la technique

d’extraction utilisée et la nature de solvant tandis que le rendement d’huile essentielle est faible.

De plus, un criblage phytochimique a été réalisé pour mettre en évidence les différents
composés présents dans la plante. Les résultats obtenus indiquent la richesse de notre espece

en polyphénol principalement les tanins galliques, les flavonoides et les saponosides.

Enfin, nous avons évalué I’activité antioxydante des différents extraits de R.alaternus
selon deux méthodes : le piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer. Les résultats
de la méthode dite DPPH ont montré que tous les extraits de la plante présente une activité
antioxydante dont EM correspond a la meilleure activité antioxydante avec une IC50 égale a
0.14mg/ml et un PI atteint 85.88% lorsque la concentration est de 0.3mg/ml, alors que
I’activité antioxydante la plus faible enregistrée pour ’EA avec une IC50 égale a 0.537
mg/ml. Concernant I’huile essentielle, a montré un pouvoir antioxydant trés faible égale a
2,32mg/ml avec une IC50 plus élevée par rapport a 1’acide ascorbique (0,431 mg/ml) et donc
cette activité absolument faible a celle de réference qui est 1’acide ascorbique. Pour les

résultats du FRAP, tous les extraits présentes une capacité de réduction du fer.
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Comme perspective on peut présenter :

e Dosage des polyphénols.

e Reéalisation des Tests in vitro de l'activité antioxydante par d'autres méthodes :
Blanchiment du B-carotene, TRAP (Paramétre du piégeage du radical totale), la
méthode d’hémolyse.

e Evaluation des activités biologiques dont I’activité antimicrobienne, antifongique.

e Etude de la toxicité de cette plante.
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Annexe

1. Test DPPH

e Tableau 1 : Reflux aqueux

Concentration 0.3 0.24 0.14 0.0925
(mg/ml)
DO 0.140 0.129 0.391 0.40
% PI 80.52 82.05 45.61 26.28
e Tableau 2 : Macération aqueux
Concentration 0.77 0.51 0.38 0.3
(mg/ml)
DO 0.211 0.446 0.512 0.619
% PI 74.11 45.28 37.17 24.05
e Tableau 3 : Reflux méthanolique
Concentration 0.34 0.17 0.11 0.085 0.068
(mg/ml)
DO 0.340 0.591 0.733 0.723 0.828
% PI 60.14 30.36 14.06 15.24 2.93
e Tableau 4 : Macération méthanolique
Concentration 0.33 0.26 0.089 0.067
(mg/ml)
DO 0.102 0.118 0.552 0.569
% PI 85.88 71.83 35 33
e Tableau 5 : Huile essentielle
Concentration 0.43 0.28 0.14 0.093 0.07
(mg/ml)
DO apres 1h 0.777 0.944 0.973 1.043
30min
% Pl 50 34.15 20 17.54 11.61
e Tableau 6: Acide ascorbique
Concentration 0.2 0.08 0.06 0.05 0.04 0.03
(mg/ml)
% PI 98.36 97.84 65.54 51.03 39.40 29.28




Annexe

2. Test FRAP

e Tableau 7 : Reflux aqueux

Concentration 0.3 0.24 0.18 0.14
(mg/ml)
DO 0.659 0.436 0.321 0.183
e Tableau 8 : Reflux méthanolique
Concentration 0.17 0.11 0.085 0.068
(mg/ml)
DO 0.397 0.243 0.166 0.138
e Tableau 9 : Macération aqueux
Concentration 0.77 0.51 0.38 0.3
(mg/ml)
DO 1.23 0.871 0.68 0.483
e Tableau 10 : Macération méthanolique
Concentration | 0.67 0.44 0.33 0.26
(mg/ml)
DO 0.859 0.531 0.376 0.325
e Tableau 11 : Acide ascorbique
Concentration | 1 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 | 0.007 | 0.003
(mg/ml)
DO Essai 1 2301 | 2469 |[2.341 |[1.835 |[1.032 |0.835 |0.632 |0.561 | 0.331
DO Essai 2 2297 | 2427 |2381 |[1.774 |0.906 |0.526 |0.430 |0.365]0.212
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Figure 01 : Lampe UV Figure 02 : Test coumarine
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Figure 04 : Test phytochimique Figure 05 : Rota vapeur



Résume :

L’objectif de notre travail est 1’étude phytochimique et I’activité antioxydante des
extraits bruts de la partie aérienne de Rhamnus alaternus appelé Méliés appartenant a la

famille des rhamnacées et utilisée dans la médecine traditionnelle.

Les extraits bruts qui ont été préparé par deux méthodes d’extraction la macération a
froid, et la décoction sous reflux en utilisant deus solvants de différents polarités a savoir
I’eau et le méthanol. Ensuite 1’extraction de 1’huile essentielle par hydrodistilation donne un

rendement faible de 0.1%.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits bruts et révelent la présence

des flavonoides et des tannins.

L’activité antioxydante a été réalisée par deux méthodes le piégeage du radical libre et
la réduction de fer FRAP qui ont montré que tous les extraits de la plante possédent une
activité antioxydante et une capacité réductrice de fer.

Mot clé : R.alaternus, activité antioxydante, DPPH, FRAP.

Summary :

The objective of our work is the phytochemical study and the antioxidant activity of
crude extracts of the aerial part of Rhamnus alaternus called Méliés belonging to the
rhamnaceae family and used in traditional medicine.

The crude extracts which were prepared by two extraction methods, cold maceration,
and decoction under reflux using two solvents of different polarities namely water and
methanol. Then the extraction of the essential oil by hydrodistilation gives a low yield of
0.1%.

The phytochemical tests were carried out on the crude extracts and reveal the presence
of flavonoids and tannins.

Antioxidant activity was achieved by two methods - free radical scavenging and FRAP
iron reduction which showed that all plant extracts possess antioxidant activity and iron

reducing capacity.

Keyword : R.alaternus, antioxidant activity, DPPH, FRAP.
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