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Introduction générale

Depuis la préhistoire, I’homme a utilisé les plantes existantes dans son environnement
afin de subvenir a ses besoins tel que, nourritures, vétements et méme pour guérir les diverses
maladies mortelles, mais ignorant & quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. A 1’heure
actuelle, le développement de la recherche scientifique a bouleversé notre quotidien, le régne
végeétal devient un réservoir d’une gamme trés vaste de composé potentiels et de molécules
bioactives attribués aux métabolites secondaires qui présentent un grand intérét dans
multiples secteurs d’activité mis & profit dans I’industrie des produits cosmétiques, des
produits pharmaceutiques, et méme des produits alimentaires.

Il est connu que les radicaux libres présentent un rdle important pour 1’organisme
puisqu’elles interviennent dans de nombreuses réponses cellulaires. Néanmoins, a des
concentrations élevées ces espéces radicalaires peuvent étre entrainées dans le développement
de nombreuses pathologies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, la
dégenérescence du systeme immunitaire, pulmonaire et provoquent méme certains types de
cancer Qusti et al., (2010). Pour lutter contre I’excés de ces radicaux libres notre organisme
nécessite des systémes de défenses antioxydants.

Aujourd’hui, I’utilisation des antioxydants synthétiques dans la conservation des
aliments ainsi que la médication humaine a augmenté des effets néfastes sur notre sante.
C’est pour cette raison, que ces derniéres années la recherche scientifique a contribué au
développement de nouveaux agents thérapeutique a base naturelle Bruneton, (1999). En
appuyant sur cette vision, les plantes médicinales généralement et les huiles essentielles ainsi
que les extraits particulierement suscitent beaucoup d’intérét comme source de substances
naturels bioactives pouvant étre remplacés certains produits synthétiques.

Notre flore, est I’'une des plus riches du bassin méditerranéen en plantes de divers
composants et vertus thérapeutiques. La présente étude portant essentiellement a 1’évaluation
et la comparaison de I’activit¢ antioxydante des deux plantes collectées a Tlemcen :
Chenopodium album L et Rhamnus alaternus L. Le choix de ces deux plantes est basé sur
une recherche bibliographique qui nous a amené a déduire que les huiles essentielles et les
polyphénols extraits de ces dernieres sont trés peu étudiés, les travaux antérieurs réalisés
portent uniquement sur les extraits de ces deux plantes choisis.

Notre étude sera donc subdivisée en deux parties :
- La premiere partie de ce travail est consacrée a 1’étude bibliographique, comprend un

apercu sur les huiles essentielles et les polyphénols, ensuite un rappel sur 1’activité
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antioxydante et on termine cette partie par une description botanique des deux plantes
qui font 1’objet de notre étude.

La deuxieme partie est I’étude expérimentale, elle est axée sur 1’extraction des huiles
essentielles des deux plantes en utilisant un montage d’hydrodistillation type
Clevenger, ainsi que la préparation des extraits a 1’aide d’un reflux dans deux solvants
différents a savoir I’eau et 1’éthanol, ensuite un screening phytochimique des extraits
des plantes afin de détecter la présence des différentes familles de composés. En
outre, il était prévu de réaliser le dégraissage du matériel végétal, suivi par
I’extraction des polyphénols et la mise en évidence in vitro de I’activité antioxydante

des extraits et des huiles essentielles par trois méthodes : la mesure du pourcentage

d’inhibition du radical libre DPPH®, le pouvoir réducteur FRAP et la méthode de
décoloration du Béta-carotene. Mais vu les circonstances sanitaires actuelles du

Coronavirus, nous avons pu faire que I’évaluation de 1’activité anti-oxydante des

extraits bruts des deux plantes étudiées par la méthode DPPH® et nous terminerons ce

travail par une conclusion et quelques perspectives.
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Chapitre I : Généralites sur les plantes médicinales et les
métabolites secondaires.

I.1. Définition des plantes médicinales :

Une plante médicinale appelée encore « drogue végétale », est connue depuis la nuit
des temps pour ses propriétés médicamenteuses, c¢’est une plante dont au moins une de ses
parties (feuilles, tiges, fleurs, racine...) contient un ou plusieurs principes actifs Dutertre, J.
M-J. (2011). Qui leur permet de soulager, prévenir ou guérir certains problemes de sante.
Elle peut s’utiliser de différentes maniéres (infusion, macération, décoction...) Beloued, A.
(2001).

La phytothérapie provient de 2 mots grecs : phyton et therapeia qui dites « soigner avec
les plantes » Cavalier et al. (2014). C’est une méthode trés ancienne, qui consiste a la
consommation ou I’utilisation en voie externe, des extraits ou de produits issus des plantes
médicinales.

Actuellement I’utilisation des plantes médicinales et des produits naturels présente une
place trés importante en medecine, pharmacie, industrie agroalimentaire, cosmétologie et en

parfumerie Touaibia et al. (2014).

I.2.  Principales substances actives végetales :

Le régne végétal en particulier les plantes médicinales constituent un réservoir immense
des composés organiques, Ces derniers sont classés traditionnellement en deux fractions les
métabolites primaires et secondaires, qui présentent une variété extraordinaire de réle, de
structure et d’activités biologiques Madi, A. (2010). Nous citerons ci-dessous quelques

principales sources de molécules biologiquement actives.

1.2.1. Les huiles essentielles :

L’huile essenticlle, autrement appelée « essence » est un mélange de substances
aromatiques, volatiles, et complexes, possedent des caractéristiques liposolubles et
hydrophobes. Elle est présente dans divers organes de certaines plantes tel que : les racines,
les fruits, les fleurs, les rhizomes te les feuilles. L’huile essentielle est obtenue a partir de
matiere végétale soit par distillation, soit par entrainement a la vapeur d’eau, ou par d’autres

procédés mécaniques Adlercreutz, H. (2003).
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La composition chimique des huiles essentielle peut étre classée en deux familles
structurelles : les terpénoides, formés par la combinaison de deux (monoterpéne), de trois
(sesquiterpéne) et de quatre (diterpéne) d’isopréne unités, et de phénylpropanoides Dosoky,
N. (2018). Ces derniers contiennent des composés actifs qui recelent des nombreuses
propriétés thérapeutiques : Action antibactérienne, antifongique, antioxydante, antivirale,

antiparasitaire et anti-inflammatoire, etc. Pharmaciens, O. (1965).

1.2.2. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des composés organiques, azotés, hétérocycliques et basiques, ayant
une grande diversité structurale et qu’ils forment une des plus grandes familles de métabolites
secondaires. lls sont issus du métabolisme des acides aminés comme la tyrosine et le
tryptophane Zenk et Juenger, (2007).

Les alcaloides jouent un réle important pour la plante dans la défense contre les
prédateurs et les pathogénes, cependant beaucoup entre eux ont également un intérét dans le
domaine pharmaceutique. Le tableau ci-dessous présente quelques structures d’alcaloides et
leurs usages thérapeutiques McCalley (2002), Silvestrini et al. (2002), Stockigt et al.
(2002).

Tableau 01. Quelques structures d’alcaloides et leurs usages thérapeutiques.

Alcaloide et structure Activité biologique

-

HO, N
/O =
> Antipaludiques

Quinine

U

Antitussifs

Antalgiques

Morphine
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1.2.3. Les saponines :

Les saponines ou saponosides sont des métabolites secondaires largement répandus
dans le régne végetal. Ce sont des substances constituées d'un noyau glucidique lié a un
aglycone, ils sont présents principalement dans les plantes supérieures, ainsi que les animaux
marins inférieurs et méme chez quelques bactéries Francis et al., (2002) ; Das et al., (2012).
On distingue deux types de saponines: les saponines triterpéniques et les saponines
stéroidiques, qui sont caractérisés par leurs propriétés tensio-actives.

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

RO (]
R R

(@) Triterpéne (b) Stéroide

Figure O1. Structure de base des saponines.

1.2.4. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent un trés vaste ensemble de
molécules spécifiques issues par deux voies métaboliques principales : la voie de l'acide
shikimique et la voie de I’acétate/malonate.

Ces composés sont largement répandus dans le regne végétal, on les trouve dans toutes
les parties des végétaux supérieurs depuis les racines jusqu'aux fruits Boizot et al., (2006),
mais avec une répartition quantitative. lls sont caractérisés par au moins un cycle benzénique,
lui-méme portant au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre
fonction tels que : ester, hétéroside, éther ... Bruneton,( 1998). Actuellement, plus de 8000
structures phénoliques ont été identifies, et qui varie d’un seul cycle benzénique, jusqu’aux

les tanins condensés et complexes Urquiaga et al., (2000).
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1.2.4.1. Classification des composés phénoliques :

Les composes phénoliques peuvent étre classifiés en fonction du nombre d’atomes de
carbone et de l'arrangement dans le squelette de base. Le tableau suivant illustre les
principales classes de ces composés Macheix et al.,(2005).

Tableau 02. Les principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné Classification Exemple
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides p-Hydroxybenzoiques
hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acide caféique, acide férulique
hydroxycinnamiques
C6-C3 Coumarines Scopolétine, esculétine
C6-C1-C6 Xanthones Mangiferin
C6-C2-C6 Stilbénes Résveratol
C6-C3-C6 Flavonoides Kamphérol
(C6-C3), Lignanes Pinorésinol
(C6-C3) ,, Lignines
(C15), Tanins Tanin gallique

Proanthocyanidine

a- Les acides phenoliques et leurs dérivés :

Les acides phénoliques sont présents dans certaines plantes médicinales et agricoles
Psotova et al., (2003). Ils sont considérés comme les plus simples des composés phénoliques,
et qu’ils peuvent étre principalement subdivisés en deux groupes qui sont les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.

e Les acides hydroxybenzoiques ce sont des derivés hydroxylés de 1’acide benzoique,
caractérisés par un squelette de type C6-C1, dont les principaux sont les acides vanillique,

p-hydroxybenzoique, syringique, protocatéchique, et gallique Chanforan, (2010).
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Ry

R2

R3

Figure 02. Structures chimiques de quelques acides hydroxybenzoiques.

Acides hydroxybenzoiques R R, R3 R4
Acide vanillique H OCH; OH H
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H
Acide salicylique OH H H H

Acide gallique H OH OH OH

Les acides hydroxycinnamiques font partie des composés phénolique les plus répandus,

dérivant de I’acide cinnamique, dont leurs structures de base sont de type C6-C3. Les

composés les plus connus sont I’acide cinnamique, 1’acide p-coumarique, 1’acide caféique

et I’acide férulique. Macheix et al., (2005).

Ry

Figure 03. Structures chimiques de quelques acides hydroxycinnamiques.

CO,H

2

Acides hydroxycinnamiques R R>
Acide cinnamique H
Acide p-coumarique OH
Acide caféique OH OH
Acide férulique OCH3; OH
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b- Les coumarines :

Les coumarines représentent une classe trés importante de produit naturels. Ce sont des
hétérocycles oxygéneés, odorants, ayant le benzo-2-pyrone comme structure de base Lacy et
al., (2004), et qui se présentent principalement dans toutes les parties de la plante sous forme
glycosylée Hofmann, (2003). Parmi les coumarines les plus répandus: 1'umbelliférol,

I’aescultol et la Scopolétol (Figure 4).

Ry

Figure 04. Structures chimiques de quelques coumarines (Macheix et al., 2005).

Coumarine R,

Umbelliférol H
Aescultol OH
Scopolétol OCH3

c- Les flavonoides :

Les flavonoides constituent plus de 6000 composés naturels, ils représentent la classe la
plus vaste des composés phénoliques. Ce sont des pigments responsables de la variété de
couleur chez les différents organes végétaux Ghedira, (2005), ayant comme structure de base
(C6-C3-C6), ils comportent quinze atomes de carbone, avec deux noyaux benzéniques A et B
(Figure 5) reliés par une chaine de trois atomes de carbone et un hétérocycle oxygéné C
Tapas et al.,( 2008).

Figure 05. Structure de base des flavonoides.
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Les flavonoides ce sont des substances trés répandus dans le régne végétal, ils se
rencontrent soit a 1’état libre soit liés a des sucres. On les trouve dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre stockes dans plusieurs organes : fleurs, feuilles, tiges, fruits,
racines Middleton et al,. (1986), et méme dans le miel Grange et al,. (1990). Selon leur
squelette de base, les flavonoides peuvent étre subdivisés en six classes, dont on caractérise
principalement : les flavonols, les flavones, flavane-3-ols, flavanones, anthocyanidines et les

isoflavones (Figure 6).

CL
o OH

I
t./ " /J\ N Flavan-3-0l

Flavanone

Flavonol

Anthocyanidine

Isoflavones

Figure 06. Structures chimiques des principales classes des flavonoides.
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d- Les tanins:

Les tanins (ou tannins) sont des composes polyphénoliques de structure variée,
largement utilisés pour tanner la peau, ayant la capacit¢ commune de se combiner et de
précipiter les protéines d’ou apparait la propriété tannante de ces composés (Scharenberg et
al., 2007). Leur poids moléculaire varie entre 500 et 3000 Da. lls sont solubles dans
I’acétone, 1’eau et 1’alcool mais insolubles dans 1’éther (Deysson, 1981).

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus
particulierement dans les graines de céréales, les fruits, I'écorce, les feuilles et diverses
boissons. Dans I'alimentation humaine, les tannins sont tres répandus dans le thé et les dattes
(Pénicaud, 2009). Structurellement, on distingue deux types de tanins: les tanins
hydrolysables et les tanins condenses.

e Tanins hydrolysables (Figure 7) sont des polyesters de glucides et d'acides phénoliques,
ils sont facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénolique,
selon la nature de celui-ci on caractérise : les tanins ellagiques, les tanins galliques (Paris
et Hurabielle., 1981).

Figure 07. Exemple des tanins hydrolysables.
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Les tanins condensés (Figure 8) sont des polymeres flavanolique constitués d'unités
flavan-3-ols, le plus souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree., 2001). Les
tanins condensés sont des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des

flavonoides est caractérisée par 1’absence de sucre (Paris et Hurabielle, 1981).

Figure 08. Exemple des tanins condenseés.
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1.2.4.2.  Activités biologiques des polyphénols :
Les polyphénols sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui sont en
relation direct avec la santé humaine. Le tableau ci-dessous représente les activités

biologiques de quelques composés phénoliques.

Tableau 03. Les activités biologiques de quelques composés phénoliques.

Composés phénoliques Activité biologique
- Anti-inflammatoires, antiradicalaires, antiseptiques
Acides phénoliques urinaire, immunostimulants Bruneton, (1999).

- Fortes propriétés anti-oxydantes Halliwell,(1994).
- Anticancérigenes Tripoli et al.,(2007).
- Anti-ulcéreuses Gurbuz et al., (2009).
- Anti-inflammatoires Rao et al., (2009).
Flavonoides - Analgésiques Sutradhar et al., (2008).

- Vasodilatoires Padilla et al., (2005).

- Tonifient la peau dans le cas des rides

- Favorisent la régénération des tissus et la régulation de la

Tanins circulation veineuse.

- Action astringente.

- Propriétés anti oxydantes et anti-inflammatoires
Chevallier, (2001).

- Anticancérigenes Hirata et al., (2009).
- Anti-inflammatoires Melagraki et al., (2009).
Coumarines - Analgésiques Kalkhambkar et al., (2007).
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Chapitre 11 : Activité antioxydante

1.1. Les radicaux libres et le stress oxydatif :

L’oxygeéne est un élément clé de la vie, car il est responsable de la production de
I’énergie nécessaire pour les organismes multicellulaires par I’oxydation de la matiere
organique. Mais une partie de cet oxygéne se transforme en métabolites toxiques dites
« radicaux libres de I’oxygéne » ou « especes réactives oxygénées » Lesgards, (2000), ces
derniers peuvent causer des dégats oxydatifs cellulaires, endommagement des tissus et méme
la mort des cellules qui associés au plusieurs maladies graves telle que la dégénérescence du
systeme immunitaire, le cancer aussi les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives
(Alzheimer, Parkinson, Huntington) Guinebert et al., (2005). Mais également responsable
des phénomenes de vieillissement et 1’altération de I’ADN Favier, (2003).

Un radical libre est une substance chimique, atome ou molécule portant un électron non
apparié sur sa couche périphérique, ce qui leur confere une grande instabilité et une forte
réactivité sur les molécules biologiques. Les radicaux libres ont toujours tendance a accepter
un électron pour remplir son orbitale externe et devenir plus stable. En effet la production
physiologique de ces espéces est immobilisée par des systéemes de défense. Cependant dans
certains cas, la balance entre le systéme de défenses antioxydant d’un organisme et les entités
pro-oxydants se déséquilibrent, soit par une diminution de la capacité antioxydante, soit par
la production immense de radicaux dérivés de I’oxygene, I’excés de ces radicaux
communément appelé « Stress oxydatif » Gutteridge, (1993).

Parmi toutes les especes réactives oxygénees (ERO) susceptibles de se produire dans
les cellules, on distingue: les radicaux libres primaires qui jouent un réle particulier en
physiologie telle que le radical hydroxyle (OH"), I’anion superoxyde (O,"), le monoxyde
d’azote (NO"), le radical alkoxyle (RO") et le radical peroxyle (ROO").les autres radicaux
appelés radicaux libres secondaires ce sont des radicaux qui ne sont pas formés
spontanément, sont issus de la réaction d’un radical libre primaire avec les composés

biochimiques cellulaires (protéines, glucides, lipides...)Favier,(2003).

1.2 Les antioxydants :
Plusieurs especes oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent

indispensables a I’organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégats importants. Pour
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faire face a ces produits oxydants déléteres, le corps humain posséde tout un arsenal de
défenses que I’on qualifie d’antioxydants Halliwell et Gutteridge, (1999).

Un antioxydant est défini comme une substance ou enzyme capable en petite quantité
d’inhiber ou ralentir I’oxydation d’un substrat, et réduit la concentration des radicaux libres
dans le corps Halliwell et Gutteridge, (1999). Les antioxydants sont des composés puissants
de défense contre les dommages causés par les espéces réactives dérivées de 1’oxygene
(ERO), en outre nous aident a garder une vie saine et active Pincemail et Defraigne,( 2004).
Quelques antioxydants sont produits par le corps humain tels les enzymes, d’autres
proviennent de notre alimentation comme les minéraux, les composés phénoliques et les
vitamines Pincemail et Defraigne, (2004).

Selon la nature chimique des antioxydants on distingue deux catégories: les
antioxydants synthétiques et naturels.

e Les antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques sont largement utilisés en industrie alimentaire, car ils
sont moins chers, et trés efficaces par rapport aux antioxydants naturels, ainsi qu’ils sont
introduits dans toutes les formulations contenant des corps gras insaturés, parmi les
principaux citons : le butylhydroxytoluene (BHT), le tétrabutylhydroquinone (TBHQ), le
butylhydroxyanisole (BHA) et gallate propylée (PG). Cependant, des études toxicologiques
ont jugé certains antioxydants synthétiques comme sources de danger Evans et al, (1992), en
cas d’exces de consommation, dont certains entre eux peuvent étre un potentiel cancérigene
ainsi que provoque des problémes du foie et des organes extra-hépatiques Yu et al, (2000).

e Les antioxydants naturels :

L’organisme possede des systemes de défense tres efficaces, qu’ils peuvent étre

classifiés en deux types :
- Les antioxydants enzymatiques : Ce sont des antioxydants endogénes synthétisés par
I’organisme. 11 s’agit principalement du glutathion peroxydase (GPx), superoxyde dismutase
(SOD), la glutathion reductase (GR) et la catalase (CAT). Ils sont considérés comme la
premiére ligne de défense de notre organisme contre les radicaux libres Pincemail et al.,
(2000). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
(O2*) et du (H0,), conduisant finalement a la formation de 1’oxygéne moléculaire et de

I’eau selon les réactions suivantes : Lehucher-Michelet al., (2001).
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2 0,"+2 H* Superoxyde dismutase  H,0,+ O,

_
Catalase
2 H,O, 2 H,O5+ Oy
Glutathione peroxydase
H,0, + 2 GSH 2 H,0 + GSSG

—>

Figure 09. Les principales réactions de la défense enzymatique contre les especes réactives

de I’oxygene.

-Les antioxydants non enzymatiques ce sont des composants naturels, apportés par

I’alimentation et qu’ils montrent toute 1’importance d’une alimentation équilibrée, riche en

fruits et légumes, pour 1’efficacité nutritionnel afin de préserver un équilibre cellulaire

adéquat entre oxydants et antioxydants. Dans cette classe d’antioxydant on caractérise

principalement (Vitamine E, Vitamine C, Acides phénoliques, flavonoides, tanins et R-

caroténe) Koechlin-Ramonatxo, (2006).

Il existe plusicurs méthodes qui sont employées pour évaluer ’activité antioxydante,

citons ci-dessous les plus répandues :

La méthode ABTS (2,2’- azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de TROLOX) Miller et al., (1993).

La méthode ORAC (Capacité d’absorbance du radical de ’oxygeéne) Cao et al.,
(1993).

La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) Benzie et Strain.,
(1996).

La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Brand-Williams et al.,
(1995).

La méthode de TRAP (Paramétre de piégeage du radical total) Wayner et al., (1985).

La méthode de décoloration du béta-caroténe (p-carotene bleaching method).
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Chapitre 111 : Présentations des plantes étudiées

[11.1. Présentation de I’espéce Rhamnus alaternus L :

[11.1.1. Description de la famille des Rhamnacées :

Les Rhamnacées sont une famille tres ancienne de plantes dicotylédones, qui
comprennent environ 950 especes, réparties en 45 genres, dont on caractérise principalement
: Rhamnus (150 espéces), phylica (150 espéces), Zizyphus (100 espéces), Gouania (60
espéces), pomaderris (55 especes) Spichiger, R. (2004).

Cette famille renferme des arbres, des arbustes, ou des plantes herbacées, souvent
épineux, ou des lianes a vrilles, volubiles, ou étayée par les branches axillaires, parfois a
nodules symbiotiques abritant des bactéries fixatrices d’azotes, c’est une famille quasi
cosmopolite. Elle est répandue un peu partout dans le monde, particulierement dans les
régions tempérées (tropicales et subtropicales) Judd et al. (2002).

[11.1.2.  Description botanique :

C’est un arbuste qui appartient a la famille des Rhamnacées, qui peut atteindre 5 métres
de haut, ayant des feuilles coriaces, persistantes, alternes, épaisses, ovales et légerement
dentées. Les fleurs sont jaunatres, de petite taille, dioiques, mono-sexuées, qui apparaissent a
partir de mois de mars. Ses fruits sont des baies que 1’on qualifiés de drupes, sa surface est
d’abord rouge, puis devient noir a maturité. Les tiges sont dressées et rameuses, sa croissance

est tres lente, cependant sa longévité est considérable Bas et al. (2009).

Figure 10. Rhamnus alaternus L (partie aérienne) — photo originale-.
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- La floraison de R. alaternus s’effectue en Mars-Avril Beloued, A.( 2001). Ses fruits
charnus mdrissent a la fin du printemps et le début de I'été Gulias et al. (2004).

- La Récolte est favorisee en septembre et octobre Bardin, J-M. (2004).

[11.1.3. Distribution géographique :

Rhamnus alaternus L a une large répartition méditerranéenne, On la trouve sur le
littoral de I’Europe méridionale et dans les pays d’Afrique du Nord Gulias et al. (2004). Elle
se trouve encore dans la France, 1’Isére, 1’Ardéche, et en Bretagne. En Algérie elle est trés

commune, elle pousse surtout dans les foréts et les rocailles Ait youssef M. (2006).

[11.1.4. Nomenclature :

Les noms vernaculaires du nerprun sont mentionnés dans le (Tableau 4).

Tableau 04. Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus L.

Noms
Noms communs Bourg-épine, épine de cerf, Nerprun. Bardin,
(2004).
Noms arabes Méliles, Qaced Beloued, (2001) ; Ouchbat el

safar Said et al., (2002)
; Oud el khir Beloued, (2001); Ben Ammar

et al., (2009).
Noms targuis et kabyles Ajroudj, Khalis n’imidekh, Amliles Beloued,
(2001).
Noms francais Alaterne Beloued, (2001) .
Noms anglais Mediterranean Buckthorn, Italian Buckthorn

(Akerreta, (2009).
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[11.1.5. Classification botanique :

Le tableau ci-dessous montre la classification botanique complete de Rhamnus alaternus.

Tableau 05. Classification botanique de Rhamnus alaternus L. Yi-ling et Pan-kai, (1982).

Taxon Nom

Régne Plantae-Vegeétal
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus
Espéce Rhamnus alaternus

[11.1.6. L’utilisation thérapeutique :

R. Alaternus L est une plante médicinale, elle a été employée traditionnellement contre
les désordres diurétiques, digestifs, hypotensifs, ainsi pour le traitement des troubles
hépatiques et dermatologiques Bhouri et al., (2012), et méme pour soigner quelques
maladies graves d’hémoglobines, des brulures, d’odontalgie et pour le soin oculaire Ben
Ammar et al., (2008). De plus, les baies de cette plante possedent une action purgative,
utilisés en médecine vétérinaire Gubb et al., (1913). Son bois est a fibre courte et cassante, il
est tres homogeéne, lourd et il peut servir dans le domaine de menuiserie, c’est un petit arbuste
attirant, tres demandé pour la décoration des jardins et des espaces verts. Bergeret et al.,
(1909).

I11.1.7.  Travaux scientifiques antérieurs :

De nombreux travaux scientifiques ont été realisés sur Rhamnus alaternus, afin de
connaitre les activités biologiques des diverses parties de cette plante, ainsi sa composition
chimique.

Des études phytochimiques ont montré que les extraits organiques de R. alaternus
possédent des activités anti-inflammatoires. Ces activités sont corrélées avec la composition
en polyphénols surtout en flavonoides et coumarines Ben Ammar et al., (2005).

D’autres études ont prouvé que Rhamnus alaternus est caractérisé par une vaste gamme

des substances phénoliques, particulierement les tannins, anthraquinones comme
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chysophanol, 1’émodin, chysophanol, physcion et alaternin isolés a partir des parties
aériennes de Rhamnus alaternus Izhaki et al., (2002) ; Ben Ammar et al., (2007). De plus,
d’autres travaux révelent que l'extrait brut de Rhamnus alaternus L est un puissant
antioxydant, antimutagéne et antigénotoxique Ben Ammar et al., (2008) ; Bhouri et al.,
(2011).

Par ailleurs, Percival, (2004) a démontré que 1’extrait méthanolique de Rhamnus
alaternus exerce une activité antimicrobienne contre une gamme trés vaste des

microorganismes, particulierement les bactéries résistantes aux multiples antibiotiques.

En outre, des études in vitro ont démontré que les extraits organiques de R. alaternus
inhibent significativement 1’activité des carboxyl 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).

Une autre étude a été consacrée sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits
aqueux et méthanoliques d’écorces de Rhamnus alaternus, les résultats des tests DPPH et
FRAP des extraits aqueux sont respectivement (0.39+0.050 mmol TE/g), (1.240+0.052 mmol
Fe?*/g) et pour les extraits méthanoliques (0.61+0.108 mmol TE/g), (1.72+0.068 mmol
Fe2+/g). Ils ont constaté¢ que I’extrait méthanolique a exercé une meilleure puissance
d'élimination des radicaux par rapport a 1’extrait aqueux, cette propriété due principalement a
la quantité des flavonoides Boussahel et al., (2015), en revanche, trois flavonoides aglycones
ont été isolés a partir des feuilles de R. alaternus : I’apigénine, le kaempferol et la quercétine
Ammar et al., (2009).
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[11.2. Présentation de I’espéce Chenopodium album L :

[11.2.1. Description de la famille des Amaranthacées :

Les Amaranthacées est une famille cosmopolite de plantes dicotylédones, elle regroupe
plus de 100 genres, et 2400 especes. Ce sont des plantes halophiles, souvent herbacées
annuelles ou vivaces, caractérisées par des fleurs trés petites, Elles sont hermaphrodites ou
unisexuées monoiques et parfois méme dioiques Dupont et al,. (2007). Cette famille a une
répartition tres vaste, elle se trouve dans le bassin méditerranéen, le Sahara, en Afrique du

sud, en Europe et les deux Amériques.

[11.2.2.  Description botanique :

Chenopodium album L est une adventice annuelle, de 30 cm a 2 m de haut, a feuilles
alternes, ovale ou en losange, dentée et farineuses a leur face inférieure. Sa tige dressée,
anguleuse, simple ou ramifiée souvent marquée de rouge sur les cotés. La floraison a lieu de
juin a octobre. Les fleurs sont petites, verdatres, sans pétale, groupées en glomérules farineux
blanchatres. Elles sont suivies de petits fruits, des akenes, noirs et luisants Amodeo et al.,
(2019) ; Nishimura et al., (2010).

Figure 11. Chenopodium album L (partie aérienne) — photo originale-.

[11.2.3. Distribution géographique :
Elle est tres commune en Europe du Nord, au Moyen-Orient, ainsi que dans tous les

pays africains, sous les tropiques Amodeo et al., (2019).
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[11.2.4. Nomenclature :

Les noms vernaculaires du Chenopodium album L sont mentionnés dans le (Tableau 6).

Tableau 06. Les noms vernaculaires de Chenopodium album L Amodeo et al., (2019).

Nom scientifique Chenopodium album L

Noms francais Chénopode blanc, épinard sauvage ou
Ansérine blanche.

Autres noms Senousse, Drageline, Poule-grasse ou encore

vernaculaires Chou gras, aussi BIé-blanc, Herbe aux
vendangeursou encore Dame (en
Champagne).

[11.2.5. Classification botanique :
La classification des plantes de la famille des Amaranthacées est la suivante (Tableau 7).

Tableau 07. Classification botanique de Chenopodium album L Amodeo et al., (2019).

Taxon Nom

Régne Plantae
Division Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Ordre Caryophyllales
Famille Amaranthaceae
Genre Chenopodium
Espéce Chenopodium album L

[11.2.6. L’utilisation thérapeutique :

Chenopodium album L. est un adventice comestible, elle a été utilisée
traditionnellement comme légume, dans les salades, les soupes et les ragolts. Ses feuilles
riches en vitamines A et C, calcium, ainsi qu'en protéines. Les jeunes tiges, se consomment
comme des asperges. De plus les graines sont considérées comme aliment pour la volaille et

le bétail. Outres de ces utilisations traditionnelles, cette espece est un antirhumatismaux,
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également un remede pour les douleurs abdominales, les troubles de la gorge, les affections
hépatiques, les maladies du sang, du cceur et les hémorroides Pérez et al., (2011). En
revanche, on peut obtenir un colorant vert a partir des jeunes pousses. Ainsi que les racines

fraiches écrasées donnent un substitut de savon doux Amodeo et al., (2019).

[11.2.7.  Travaux scientifiques antérieurs :

Des études scientifiques réalisées par Arora et ses collaborateurs, ont démontrées que
C. album riche en composés phénoliques notamment les tanins et les flavonoides qui exercent
une forte activité antioxydante et antiarthritique Arora et al., (2014). D’autres études ont été
consacrées sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante des différents extraits de C. album. Les
résultats de ces travaux révélent que tous les extraits testés possédent un pouvoir d’éliminer
les radicaux libres. Dont 1’extrait brut présente une (IC50 = 172,70 2,18 pg/ml, test DPPH)
Amodeo et al., (2019). En revanche, d’autres travaux ont étudié la méme activité précédente,
ainsi que la détermination de la teneur en acides phénoliques des extraits méthanoliques des
fruits et des feuilles de Chenopodium album. Les résultats ont révélé que l'extrait de feuilles
présente un meilleur pouvoir antioxydant dont le contenu phénolique total plus élevé (3066
mg EAG / 100 g) par rapport a I'extrait de fruits (1385 mg EAG / 100 g). L’étude a prouvé
que les extraits méthanoliques de la partie aérienne de C. album ont un grand potentiel

antioxydant donc c’est une source de produits de santé naturels Laghari et al,. (2011).
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Etude expérimentale -Matériel et méthodes-

. Matériel et méthodes :

Le présent travail est réalisé au niveau du laboratoire des substances naturelles et
bioactives (LASNABIO), université ABOU BEKR BELKAID -Tlemcen-

I.1. Choix des plantes :

Les deux plantes ayant fait I’objet de notre étude ont été choisies sur la base d’une
recherche bibliographique minutieuse qui a montré que ces espéces végétales sont trés peu
¢tudiées. L’intérét thérapeutique est un autre facteur important pris en considération dans

notre choix.

1.2.  Matériel végétal :

Notre étude a été réalisée sur les parties aériennes de Chenopodium album L et
Rhamnus alaternus L. Les feuilles et les fleurs de C. album ont été cueillies au début du mois
de mars 2020 dans la région de Béni Boublene, commune de Mansourah de la wilaya de
Tlemcen. Tandis que celles de R. alaternus ont été récoltées en février 2020 dans la région de
Zariffet de la wilaya de Tlemcen. Les parameétres géographiques des deux stations sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 08. Les caractéristiques géographiques des stations d’études.

Plante Station Latitude (N) Longitude (W) | Altitude (km)
C. album Béni Boubléne 34°51'18" 1°20724" 1,86
R. alaternus Zariffet 34°47'55" 1°26'01" 2,84

1.3. Identification botanique :

L’identification des especes a €té réalisé par le professeur Hassani F. du laboratoire
d’Ecologie et Gestion des Ecosystemes Naturels, Universitt ABOU BEKR BELKAID -
Tlemcen-(Algérie).

23



Etude expérimentale -Matériel et méthodes-

1.4.  Préparations des échantillons :

Les parties aériennes des deux plantes ont été séchées a 1’air libre, & ’ombre et a
température ambiante pendant 15 jours, Une fois séchées les différents organes des plantes

étudiées ont été soumis aux extractions.

1.5. Méthodes d’analyses :

1.5.1. Préparation des extraits bruts :

Les extraits bruts des parties aériennes des deux especes ont été préparés par une
décoction en utilisant deux solvants de polarité différente (I’eau distillée et 1’éthanol), La

quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiere végétale a extraire.

e Extrait aqueux :

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, une quantit¢é de 68 g de R.
alaternus pulvérisé en une poudre grossiére a été¢ mis en présence de 400 ml d’eau distillée.
Le mélange a été porté a reflux pendant une heure. Apres refroidissement a température
ambiante, I’extrait aqueux obtenu a été filtré a 1’aide d’un papier wattman N°03. Ensuite le
filtrat est recupére et versé dans une boite a pétri et mis dans une étuve a 40°C pendant 24 h
pour sécher. L’extrait sec est conservé dans un pilulier au réfrigérateur.

Le méme procédé a été suivi pour I’espece de C. album en utilisant 25 g de matiere
végétale fraiche dans 170 ml d’eau distillée Jouad et al., (2002).

e Extrait ethanolique :

L’extrait éthanolique de la partie aérienne de R. alaternus a €té préparé a partir de 11 g
de matiere végétale découpée en petits morceaux puis mis en présence de 100 ml d’éthanol
dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, le mélange a été porté a reflux pendant une heure,
’extrait éthanolique est ensuite filtré, le filtrat obtenu a été seché dans I’étuve a 40°C.

La méme opération a été répétée pour 1’espéce de C. album avec une quantité de 14 g
de matiére végétale dans 170 ml d’éthanol Jouad et al., (2002).

1.5.2. Calcul des rendements en extraits bruts secs :

Le rendement en extraits bruts sec aqueux et éthanolique exprimé en (%) des deux

plantes a été déterminé en se basant sur la formule suivante :

R™ (%) =Mp/M, x 100
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Avec :
R™ (%) : Rendement exprimé en pourcentage.
My, : Masse en (g) de I’extrait brut sec.

Ma: Masse en (g) de la matiere végétale séche traitée (Carrée et al., 1953).

1.5.3. Screening phytochimique :

Les quatre extraits bruts préparés précédemment ont servi a la réalisation des différents
tests, qui sont des méthodes et techniques qui permettent de détecter d’une maniére
qualitative la coexistante des différentes familles de produits naturels présent dans les plantes
étudiées. La détection de ces familles compose le criblage ou screening phytochimique.

Ces essais de caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et/ou de
coloration ainsi que sur des examens sous la lumiere U.V.

= Flavonoides :
La détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de chaque extrait avec 3 gouttes de
HCI concentré. Ajouter une quantité de 0,59 de tournures de magnésium. L’apparition d’une
couleur rouge— rose confirme 1’existence des flavonoides Karumi et al.,(2004).
= Alcaloides:

La présence des alcaloides est mise en évidence en ajoutant 5 ml d’HCI 1 % a

1 ml de chaque extrait, chauffer le mélange au bain marie pendant quelques minutes.
Ensuite filtrer la solution et diviser le filtrat en deux volumes égaux. Traiter le premier demi
volume avec 5 gouttes du réactif de Mayer et le 2°™ avec le réactif de Wagner. L’obtention
de précipité brun ou blanc indique un test positif Majob, (2003).

= Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suit :
- Réactif de Mayer :

Dissoudre 1, 358¢g d’HgCl, dans 60 ml d’eau distillée et 5g de KI dans 10 ml d’eau
distillée. Dans une fiole de 100 ml mélanger les deux solutions en ajoutant 1’eau distillée
jusqu’au trait de jaugée.

- Réactif de Wagner :
Dans 75 ml d’cau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g de I,. Puis, ajuster le volume

total 2 100 ml d’eau distillée.

= Hétérosides :
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3 ml de chaque extrait a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. La présence des triterpenes hétérosidiques est indiquée par 1’apparition
d’une coloration rouge marron.

= Tanins:

La réaction de détection des tanins consiste a mélanger 1 ml de chaque extrait avec 2
ml d’eau distillée et 2 & 3 gouttes de la solution de FeCls diluée a 1%, agiter et laisser reposer
quelques minutes. L’obtention d’une couleur verdatre confirme la présence des tanins
catéchiques, ou bleu — noiratre qui indique I’existence des tanins galliques Karumi et
al.,(2004).

= 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 révelé par I’apparition d’une coloration bleue violacée.

= Coumarines :

Dissoudre quelques milligrammes de chaque extrait dans 1 a 2 ml d’eau chaude, diviser
le volume en deux parties egales. Dont la moiti¢ de volume représente un témoin. D’autre
part, ajouter & la 2°™ moitié 0,5 ml de NH,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre
et les examinées sous la lumiére U.V a 366 nm. La fluorescence des taches indique la
présence des coumarines.

= Anthracénosides

Traiter 8 ml de chaque extrait par le réactif de Bontrager (réaction entre cycle
quinoniques en milieu NH;OH).

La présence des anthracénosides est confirmée par I’apparition d’une teinte vive vire de
I’orangé — rouge au violet pourpre.
= Anthraquinones :

Leur détection 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).

= 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 alvéolaire révele la présence des saponosides Mamadou, (2005).

= Stérols et stéroides :
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Deux essais ont été effectués :
1- Le 1% essai consiste a traiter 10 ml de chaque extrait avec 10 ml de chloroforme anhydre
ensuite filtrer. Mélanger 5 ml d’anhydride acétique avec 5 ml de la solution chloformique et
ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. Agiter, et laisser reposer pendant quelques
secondes. L’apparition d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert (maximum
d’intensité en 30 mn a 21°C), révéle un test positif.
2— Le 2 °™ essai consiste a dissoudre le résidu obtenu aprés évaporation des extraits dans
0,5 ml d’anhydre acétique et 0,5 ml de chloroforme. Ensuite filtrer la solution, et traiter le
filtrat par le réactif de Liebermann Burchardt. Si on remarque ’apparition de colorations
verte—violette et verte—bleue cela confirme la présence des triterpéniques et des hétérosides
stéroidiques respectivement Trease et Evans., (1987).
= Réaction de Libermann Burchardt :
Ajouter 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de la solution a tester, et quelques gouttes

d’acide sulfurique concentré. Puis, agiter et laisser reposer pendant 30 mn & 21°C.

1.5.4. Préparation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles des deux plantes (C. album et R. alaternus) ont été obtenues par
le procédé d’hydrodistillation, en utilisant un appareil de type Clevenger. Le montage
expérimental est constitu¢ d’un ballon en pyrex ou I’on place le matériel végétal sec ou frais
et I’eau distillée, un chauffe ballon qui permet la distribution homogene de la chaleur dans le
ballon et une colonne de condensation de vapeurs (réfrigérant) (Figure 12).

Cette technique est basée sur I’'immersion de la mati¢re végétale dans 1’eau distillée.
L’ensemble est porté a ébullition durant 4h a 6h. Les vapeurs hétérogénes aromatiques sont
condenseées et liquéfiees dans un réfrigérant et se séparent par différence de densité
(décantation) en deux phases liquides : une phase organique (I’huile essentielle) et une phase
aqueuse (I’eau florale ou I’hydrolat). Une fois I’huile essentielle est récupérée mise dans des
piluliers en verre ambré, fermé hermétiquement, a 1’abri de I’air et ’humidité et conservée

dans un réfrigérateur a une température voisine de 4°C jusqu'a leur usage.
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Figure 12. Montage d’hydrodistillation (Clevenger) -photo originale-

1.5.5. Calcul du rendement en huiles essentielles :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre le poids
d’huile essentielle obtenue et le poids du matériel végétal a traiter Carrée et al., (1953).

Le rendement (R™) est exprimé en pourcentage, et il est calculé par la formule suivante :

R™ (%) = P.ue /P.mvx 100

Ou:
P.HE : poids en grammes de 1’huile essentielle obtenue apres extraction.

P.mv : poids en grammes du matériel végétal a traiter.

1.6. Evaluation de ’activité antioxydante :

En ce qui concerne notre ¢étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro

des huiles essentielles, des extraits aqueux et éthanoliques a été prévu de la réalisée par trois

techniques chimiques a savoir : le piégeage du radical libre DPPH", la réduction de fer FRAP
et la méthode de décoloration du Béta-carotene. Mais a cause de la pandémie du COVID-19

nous avons pu réaliser qu’une seule méthode.

1.6.1. Piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) :

C’est une méthode précise et pratique de balayage des radicaux libres en utilisant le

radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH®) et elle est considérée comme I'une des
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principales techniques employées pour explorer 1’utilisation des extraits des plantes comme

antioxydants Markowicz et al., (2007).
Principe :

Le DPPH® est un radical libre stable, il présente un maximum d’absorbance dans
I’intervalle 515 - 520 nm, ayant une couleur violacée intense et possedant un électron non

apparié sur I’un des atomes d’azote (figure 13). En présence des capteurs de radicaux libres,

le DPPH® (2,2 diphényl-1-picrylhydrazyl) se réduit en DPPH-H (2,2 diphényl-1- picryl
hydrazine) et change de couleur en virant au jaune pale (Figure 13), le virage vers cette
coloration est proportionnel a la capacité des antioxydants qui se traduit par une diminution

de I’absorbance & 517 nm et par la suite servent a calculer le pourcentage d’inhibition du

radical DPPH® Popovici et al., (2009).

Q ) Q )
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N
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(Antioxydant)
DPPH® (Violet) DPPH-H (Jaune)

Figure 13. Réaction entre le radical libre DPPH’ et I’antioxydant.

Procédure expérimentale :
e Préparation de la solution de DPPH :

0,006g de DPPH’ont été dissout dans 100 mL d’éthanol 96% (v/v), I’ensemble a été
placé sous agitation pour avoir une solution parfaitement soluble, ensuite recouvert avec du
papier aluminium et conservé dans le frigo afin d’éviter toute dégradation.

e Préparation des dilutions dans I’éthanol :

Les extraits aqueux et éthanoliques des plantes a tester ont été dissoutes et dilués en

différentes concentrations. Dans des tubes a hémolyses 1 ml de chaque dilution des extraits
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sont ajoutés & 1 ml de la solution éthanolique de DPPH. Le mélange réactionnel obtenu a été
incubé a I’obscurité et a température ambiante durant 30 mn. La lecture des absorbances a été
effectuée a une longueur I’onde de 517 nm, a I’aide d’un spectrophotométre UV visible et
contre un blanc qui contient 1’éthanol.

Le contrble négatif est composé de 1 ml d’éthanol et 1 ml de la solution de DPPH, ainsi
que I’absorbance de I’acide ascorbique (contréle positif) est mesuré dans les mémes

conditions que celle des échantillons testes.

£ : E
Figurel4. Spectrophotométre UV visible. Figure 15. Réduction du radical DPPH ‘du violet au jaune.
-photo originale- -photo originale-

- Expression des résultats :

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la majorité
des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des différentes
concentrations utilisées des extraits des deux plantes ¢étudiées. L’augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.

L’activité antioxydante des extraits testés est exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical DPPH selon la formule ci-dessous :

Le % d’inhibition du DPPH = [(A0 — A1)/A0] x 100

Avec :

e A0 : Absorbance du contréle négatif.

e Al : Absorbance de I’échantillon.
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- Calcul des ICx :

ICso ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée ECs Efficient concentration
50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH'.
Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés ;
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées
(Fabri R.L. et al., 2009).
- Calcul de P’activité anti-radicalaire (Scavenging activity) :

L’activité anti-radicalaire est déterminée en calculant I’inverse des valeurs des ICs
Maisuthisakul P. et al., (2007).

Apr=1/1Cs

Effectivement, on a recherché d'éventuelle efficacité anti-radicalaire de I'extrait
éthanolique. De ce fait, différentes concentrations de cet extrait ainsi que de l'acide
ascorbique ont été étudiées. La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été
effectuée par spectrophotométrie a 517 nm. Le spectrophotometre est couplé a un

enregistreur qui affiche les différentes valeurs obtenues.
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Il. Résultats et discussions :

I1.1. Rendements des extractions :

11.1.1.Rendements des extraits bruts secs :

Une décoction a été réalisée sur les parties aériennes de Rhamnus alaternus L et
Chenopodium album L, en utilisant deux solvants de polarité différente a savoir : I’cau et
I’éthanol, aprés évaporation du solvant et récupération des produits. Les masses et les
rendements de chacun des extraits ont été déterminés et exprimés en gramme et en
pourcentage dans le tableau 09.

Tableau 09. Masse et rendement en extraits bruts secs des plantes étudiées.

Matériel Les extraits des Masse (g) Rendements (%0)
végétal plantes
EA 8,659 12,734
Rhamnus
alaternus L EE 0,956 8,691
EA 1,084 4,336
Chenopodium
album L EE 0,410 2,930

12,734

[N
S

=
N

8,691

=
o

mEA
mEE

6 4,336

Rendement d'extraction (%o)

Rhamnus alaternus Chenopodium album

Figure 16. Histogramme représentant les rendements en
pourcentage (%) des extraits de R. alaternus et C. album.
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D’aprés cet histogramme et les résultats récapitulés dans le tableau 09, les rendements
en extraits aqueux et éthanolique de la partie aérienne de R.alaternus été 12.734 % et
8.691%, respectivement. A titre comparative, on constate que le rendement de I’extrait
aqueux est supérieur par rapport a celui de I’extrait éthanolique. En outre, une macération des
feuilles dans le méthanol suivi par le butanol saturé en eau réalisée par Ben Ammar et ses
collaborateurs (2008) sur la méme espece originaire de la Tunisie a donné un rendement de

9%, résultat proche de la présente étude.

D’autre part, ’'EA et ’EE de la partic aérienne de C. album ont enregistrés des
rendements moyennement importants de 1’ordre de 4,336 % et 2,93 % respectivement, ces
résultats sont comparables & ceux reportés par Arora et al., (2014) qui ont déterminés les
rendements en extrait d’acétate d’éthyle et d’acétone de la méme espéce provenant de 1’ Inde.
Les valeurs trouvées étaient de 3,90 % et 4,74 %, respectivement. Cependant, Amodeo et al.,
(2019) ont obtenus un rendement de 23,2 % pour 1’extrait méthanolique de Chenopodium
album du I’Italie, cette valeur est importante comparé a celles de nos résultats. Nous pouvons
expliquer la différence entre les valeurs des rendements par le temps d’extraction, la taille des
particules de 1’échantillon, les conditions de séchage, la nature ainsi que le volume du solvant
utilisé et probablement di aussi a la nature du sol et du climat ainsi a la période de récolte
Chavan et al., (2001).

Apres 1’analyse des résultats précédents nous pouvons conclure que [’espece R.

alaternus présente des rendements plus élevés par rapport a ceux de 1’espéce C. album.

11.1.2.Rendement en huiles essentielles :

La partie aérienne de chaque espéce étudiée a été hydrodistillée pendant 5h, en utilisant
un appareil de type Clevenger, ’extraction a été répété plusieurs fois afin de confirmer les
résultats. Cependant, les rendements des huiles essentielles obtenues sont trés faibles et
peuvent étre considérés comme négligeables. A notre connaissance aucune étude n’a été
consacré sur 1’extraction des huiles essentielles de R. alaternus et C. album afin de comparer

le résultat.
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11.2. Criblage phytochimique :

Dans le but de rechercher les différents groupes de métabolites secondaires constituants

les plantes étudiées (R. alaternus et C. album), une analyse qualitative basée sur des

phénoménes de colorations, de précipitation ou des essais de solubilités en utilisant des

réactifs chimiques spécifiques a été réalisée sur les échantillons a détecter, Les différentes

méthodes utilisées ont été mentionnées dans la partie expérimentale. Les résultats obtenus de

nos extraits sont consignés dans le tableau 10.

Tableau 10. Résultats des réactions de caractérisation des principaux groupes chimiques

contenus dans les extraits aqueux et éthanoliques de Rhamnus alaternus L et Chenopodium

album L.
Rhamnus alaternus L Chenopodium album L
Les groupes chimiques
] EA EE EA EE
recherchés

Flavonoides + + + -
. Test de Mayer - - - -

2

‘S

=
fﬂ‘ Test de Wagner - - - -
Hétérosides - - - -
Tannins + + + i
Amidon - - + _
Coumarines + + - +
Anthracénosides + + + -
Anthraquinones + + - -
Saponosides + - + -
Stérols et stéroides - + - -

(-) : absence
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L’¢évaluation préliminaire menée sur les extraits de R. alaternus a révélé la présence des
flavonoides qui sont confirmés par I’apparition d’une coloration rouge rosé, et des tanins qui
sont détectés par un virage de couleur vers bleu-noiratre ce qui révele 1’existence des tanins
galliques, on note aussi la présence des coumarines, des anthracénosides et des
anthraquinones. Pour les saponosides, I’apparition de la couche d’une mousse de 1 cm a été
prouvée que dans I’extrait aqueux, d’autre part la présence des stérols et stéroides a eté
montrée uniquement dans I’extrait éthanolique. Par ailleurs, les hétérosides, 1’amidon et les
alcaloides n’étaient pas présents dans les deux extraits de 1’espéce R. alaternus, donc on
remarque une similitude entre la composition phytochimique des deux extraits (aqueux et

éthanolique) de cette espéce.

D’autre part, les résultats obtenus confirment que les composés chimiques détectés dans
les extraits éthanoliques et aqueux de R. alaternus sont conformes aux travaux antérieurs de
Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) qui ont révélés que I’extrait aqueux et
méthanolique des feuilles de la méme espece originaire de la Tunisie contient plusieurs
substances phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins. De méme, une autre étude
menée par Khettal et ses collaborateurs (2011) qui ont montré que 1’extrait éthanolique des

feuilles de la méme espece récoltée en Algérie riche en composés phénoligues.

En revanche, Le screening phytochimique de I’extrait aqueux de la plante C. album a
permis la mise en évidence de plusieurs composés chimiques, entre autres des substances
phénoliques (Tanins, Anthracénosides, Saponosides et Flavonoides), ainsi que 1’amidon.
Alors que I’EE est dépourvu en composés phénoliques dont il a montré une inférence positive
uniquement pour le test des coumarines. La comparaison de la présence des métabolites
secondaires entre les deux extraits de cette plante nous a permis de constater que 1’extrait
aqueux riche en polyphénols par rapport ’extrait éthanolique, qui peut étre due a la forte

solubilité de ces composés dans les solvants polaires.

Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques de Chenopodium album de I’Inde,
effectués par Arora et ses collaborateurs (2014) en utilisant différents solvants pour
I’extraction a savoir : ’acétate d’éthyle, [’acétone, méthanol et méthanol 50%. Les résultats
obtenus mettent en évidence la présence des tanins, des stérols et des flavonoides dans
I’extrait d’acétate d’éthyle. De méme 1’extrait d’acétone a révélé la présence des tanins, des
flavonoides, et des protéines. Cependant, I’extraits méthanolique a montré la présence des

saponines, des tanins, des flavonoides, des glucides et protéines, Ceci est comparable a nos
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résultats d’extrait aqueux. En outre de ces études, les résultats obtenus par Amodeo et ses
collaborateurs (2019) et Laghari et ses collaborateurs (2011) ont rapporté que les extraits
méthanoliques des fruits et des feuilles de C.album sont riches en polyphénols, ce qui est

différent aux résultats obtenus par 1’extrait éthanolique.

D’aprés Hayouni et al., (2007) et Fiorucci et al., (2006), la différence de la
composition phytochimique des échantillons des plantes étudiées et des mémes plantes dans
une autre région peut étre due a plusieurs facteurs : I’origine géographique (le climat et la
nature de sol), la période dans laquelle la plante récoltée, la procédure d’extraction utilisée et

la nature du solvant ainsi que I’organe végétal étudi¢.

D’une fagon générale, les résultats de criblage phytochimique de la partie aérienne des
deux plantes étudiées, nous ont permis de constater que Rhamnus alaternus est plus riche en
métabolites secondaires que ’espéce de Chenopodium album. En effet, la présence de ces
principes actifs comprenant les substances phénoliques (flavonoides, tannins...) confére a la
plante un spectre trés large d’activités biologiques ce qui justifie leurs fort pouvoir
thérapeutique et leurs usages en médecine traditionnelle. Par conséquent, ces résultats nous

ont permis d’élargir notre champ d’étude.

11.3. Evaluation de Pactivité antiradicalaire et antioxydante :

11.3.1. Activité antiradicalaire au DPPH":

L’estimation de D’activité anti-oxydante in-vitro des extraits élaborés de Rhamnus
alaternus, de Chenopodium album et de I’acide ascorbique (antioxydant de référence) a été
réalisée spectrophotométriquement en mesurant les valeurs du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl) a une longueur d’onde de 517 nm. Cette méthode
est basée sur la réduction de la solution de DPPH en présence d’une substance donneuse d’un
¢lectron ou un hydrogene, qui s’accompagne par un changement de couleur violette vers la
couleur jaune. Cette décoloration est proportionnelle a la concentration des échantillons a

tester et par conséquent, a la capacité d’inhibition du radical DPPH.

Tous les tests du pouvoir antiradicalaire par DPPH sont réalisés avec deux répétitions
pour chaque concentration, les calculs et les courbes de régressions ci-dessous sont faits a

I’aide du logiciel Excel version 2019. Le calcul de la valeur ICs50, qui indique la
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concentration nécessaire de 1’extrait qui réduit ou cause la perte de 50% du radical libre

DPPH a été déterminée par la méthode de régression linéaire a partir des graphes.

Les résultats obtenus des extraits des plantes étudiées et d’acide ascorbique sont

exprimés en pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration dans les figures

suivantes :
l. .o [ ] [ ]
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Figure 17. Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’acide ascorbique.
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Figure 18. Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour I'extrait brut aqueux de la partie aérienne de

Rhamnus alaternus.
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Figure 19. Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour l'extrait brut éthanolique de la partie
aérienne de Rhamnus alaternus.
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Figure 20. Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour I'extrait brut aqueux de la partie aérienne
de Chenopodium album.
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Figure 21. Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour I'extrait brut éthanolique de la partie
aerienne de Chenopodium album.
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A partir de I’interprétation des courbes d’étalonnages ci- dessus, nous avons remarque
que le pourcentage d’inhibition du radical augmente en fonction de la concentration des

¢chantillons, ainsi que I’ensemble des extraits testés possedent un pouvoir anti-radicalaire
envers le DPPH®, mais & des capacités et des concentrations différentes. Dont il apparait que

I’extrait aqueux de R. alaternus présente un pourcentage d’inhibition de DPPH" le plus élevé
de 75,84 % pour une concentration de 0,660 mg/ml, Figure (18). Par contre 1’extrait
éthanolique a exprimé un pourcentage de 56,42 % pour une dose de 0,22 mg/ml, Figure (19).
Tandis que I’extrait aqueux et éthanolique de C.album atteints des pourcentages d’inhibition
de 64,87 % et 55,2% pour des doses de 0,840 mg/ml et 2,625 mg/ml, respectivement. Figures
(20) et (21). Alors que I’acide ascorbique a montré un pourcentage d’inhibition trés important
qui est de I’ordre de 96,21 % a une faible concentration (0,097 mg/ml) Figure (17), ce qui est
largement supérieur a ceux des échantillons étudiés. Ce constat est démontré par les valeurs
de 1Csy et de Aar mentionnés dans le tableau suivant, sachant que la valeur de 1’ICsq est

inversement proportionnelle a ’activité anti-radicalaire d’un produit.

Tableau 11. Valeurs des ICsq et de 1’activité antiradicalaire des extraits de R.alaternus, C.

album et de I’acide ascorbique.

Extraits 1Cs0 (ng/ml) AR
Acide 41,036 0,024
ascorbique
EA 77,17 0,012
R.alaternus EE 18653 0,005
EA 210,581 0,004
C. album EE 2229,86 0,0004

D’aprés les résultats mentionneés sur le tableau 11 nous pouvons classer la capacité de

balayage du radical DPPH® comme suit :

AA > EA (R.a) > EE (R.a) > EA (C.a) > EE (C.a).
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En ce qui concerne la littérature, une étude réalisée par Ben Ammar et al., (2007) sur
les feuilles de R.alaternus provenant de la Tunisie, les résultats trouvés montrent que la ICsg
de D’extrait méthanolique des feuilles de cette espece égale a 25,38 pg/ml, ce qui est
nettement inférieur par rapport aux ICsy de nos extraits (aqueux et éthanolique ) qui ont
respectivement des valeurs de 1’ordre de 77,17 pg/ml et 186,53 ug/ml. En outre, la méme
équipe de recherche en 2009 a démontré que R.alaternus riche en flavonoides
principalement : le rhamnocitrin-3-Oisorhamnoside, kaempférol-3-O-isorhamnoside et le
rhamnetin-3-O-isorhamnoside qui ont montré des ICsy de I’ordre de 38 pg/ml, 23 ug/ml et
1.5 pg/ml respectivement. Les résultats des deux études a permis de déduire que ICso de
I’extrait méthanolique de R.alaternus proche a celle des flavonoides pures.

D’autres études menées par Kosalec ses collaborateurs (2013) et Boussahel et al.,
(2013) ont trouvé que la méme espece possede des ICso de 78,7 + 3,16 pg/ml et 82 + 0,6
ug/ml respectivement, ce qui est comparable aux résultats obtenus dans notre étude (EA).

Au sujet de Chenopodium album, nos résultats ne corroborent pas ceux trouvés par

Amodeo et al., (2019), qui ont étudié la capacité de piégeage du radical DPPH" de différents
extraits de C. album provenant de I’Italie. Dont I’extrait méthanolique a donné une valeur de
ICs0 de 1’ordre de 172.70 + 2.18 ug/ml, de plus ’extrait aqueux a enregistré une ICsg
supérieur a 1000 pg/ml. Ensuite une extraction par des solvants de polarité différentes a été
réalisé¢ sur D’extrait méthanolique a savoir : n-hexane, le dichlorométane et de I’acétate
d’éthyle, les valeurs des ICsy obtenues sont respectivement >1000 pg/ml, 435.60 £ 12.97
ug/ml et 140.40 + 4.36 pg/ml.

En revanche, une étude effectuée par Arora et al., (2014) sur I’activité antioxydante de

C. album de I’Inde, les résultats de I’extrait d’acétone et de méthanol montre que cette espéce

a un pouvoir trés important de piégeage du radical DPPH". Dont les valeurs de ICsq trouvés
sont respectivement : 18,72 ug/ml et 13,85 pg/ml, ce qui est trés inférieurs a celles trouvés
dans la présente étude. Par conséquent, nous pouvons expliquer cette variation par 1’analyse
phytochimique précédente, c¢’est-a-dire par la richesse différentielle de I’extrait en composés
phénoliques ainsi que la nature de ces composés. Cependant, cette activité ne dépend pas que
de ces parameétres, elle peut étre influencée méme par la dose, la polarité des solvants, la

technique d’extraction utilisée, et I’organe végétal étudié.
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D’une maniére générale, les résultats de I’activité antioxydante de nos échantillons,

nous ont permis de déduire que I’EA R. alaternus a une activité trés élevée par rapport aux

autres extraits qui ont une capacité de piégeage du radical DPPH" moyenne. Donc nous
pouvons considérer I’extrait aqueux de la partie aérienne de R. alaternus tant qu’un puissant

antioxydant.
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Conclusion genérale

La diversité de la flore algérienne, ainsi leurs propriétés biologiques et thérapeutiques
n’étant plus a prouver. Actuellement la découverte des nouvelles substances bioactives qui

peuvent étre un alternatifs des composés synthétiques était le but de plusieurs études.

Le travail qui fait ’objet de ce mémoire est consacré a la comparaison des contenus en
polyphénols et 1’activité anti-oxydante des deux plantes collectées a Tlemcen (Rhamnus
alaternus L et Chenopodium album L). Mais vu la situation sanitaire qui nous a empéché de
poursuivre notre travail pratique, nous avons pu réaliser que les extractions des huiles
essentielles et les extraits bruts en utilisant deux solvants de polarités différentes (I’eau
distillée et 1’¢thanol), ensuite une analyse qualitative a été réalis¢ sur les extraits bruts en
basant sur un criblage phytochimique afin de détecter la coexistence des différentes familles

chimiques et nous avons terminé notre travail par I’évaluation de I’activité antioxydante des

échantillons extraits par la méthode de piégeage du radical liore DPPH".

Les résultats montrent que les rendements obtenus en extraits bruts des deux espéces
étudiées sont variables, Cependant R. alaternus a été la plus rentable par rapport C. album.
Quant aux huiles essentielles des deux plantes ont donné des rendements trés faibles et

peuvent étre négligeables.

De plus I’étude phytochimique a montré que les deux extraits (EA, EE) de la partie
aerienne de R. alaternus ainsi que I’EA de Chenopodium album riche en polyphénols
principalement les flavonoides, les tanins et les anthracénosides, cependant I’EE de C. album

a noté la présence des coumarines uniquement.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits a été réalisée par la méthode de
DPPH, les résultats trouvés montrent que I’ensemble des extraits des deux plantes testées
manifestent un pouvoir antioxydant, cependant a des concentrations et des pourcentages
distincts. Dont I’extrait aqueux de R.alaternus représente 1’extrait le plus actif avec une ICs
de 77,17 pg/ml, mais reste toujours un pouvoir inférieur a celui de I’acide ascorbique. Alors

que les extraits de C. album et I’EE de R. alaternus présentent une capacité de piégeage du

radical DPPH" moins importantes.
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En outre, I’analyse globale de nos résultats nous a permis de constater qu’il y a une
forte relation entre la composition phytochimique des extraits testés principalement le
contenu phénolique et leur activité anti-oxydante, donc nous pouvons dire que la partie
aérienne des deux plantes ciblées contiennent des substances intéressantes qui conferent a ces

derniéres des multiples applications notamment thérapeutique.

Enfin la gamme des résultats obtenus lors de la présente étude ne constitue qu’une
premiere étape dans la recherche des principes actifs d’origine naturelle. Pour cela des
travaux supplémentaires seront nécessaires afin d’identifier et d’isoler les composés
responsables de cette activité et méme de testé d’autres activités biologiques, et pourquoi pas

de faire des tests in vivo pour confirmer leur usage traditionnel.
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Résumé

A T’heure actuelle, de nombreuses études focalisées sur les effets thérapeutiques des plantes
médicinales, dont le but de découvrir de nouveaux médicaments d’origine naturelle. Dans ce contexte
on s’est intéressé a une comparaison de 1’activité anti-oxydante des extraits et des huiles essentielles
de la partie aérienne de deux plantes poussant a 1’état spontané a 1’ouest Algérien dans la région de
Tlemcen : Rhamnus alaternus L et Chenopodium album L.

La premiére partie de cette étude concerne 1’extraction des extraits bruts, qui a été faite par une
macération & chaud en utilisant deux solvants de polarités différents a savoir : I’eau et 1’éthanol.
Ensuite I’extraction des huiles essentielles de deux especes qui a été réalisé a ’aide d’un montage
d’hydrodistillation de type Clevenger. De plus une étude phytochimique a été réalisée sur les extraits
bruts qui nous a permis de cibler les différentes familles de composés existantes dans les échantillons
des deux especes. Et enfin 1’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de DPPHe.

Tous les extraits testés ont montré un effet inhibiteur du radical DPPHe, donc les résultats
obtenus indiguent que les extraits de Rhamnus alaternus et Chenopodium album constituent une
source de substances actives ayant une propriété comme des agents anti-oxydants.

Mots clés : plantes médicinales, Rhamnus alaternus L, Chenopodium album L, les huiles essentielles,
les polyphénols, étude phytochimique, 1’activité anti-oxydante, DPPHe.

Abstract

Currently, many studies focus on the therapeutic effects of medicinal plants, including the goal
of discovering new drugs of natural origin. In this context, we were interested in a comparison of the
antioxidant activity of extracts and essential oils from the aerial part of two plants growing
spontaneously in Algerian western in the Tlemcen region: Rhamnus alaternus L and Chenopodium
album L.The first part of this study concerns the extraction of crude extracts, which was done by hot
maceration using two solvents of different polarities namely: water and ethanol. Then the extraction
of essential oils of two species which was carried out using a Clevenger type hydrodistillation
assembly. Moreover, a phytochemical study on the crude extracts which allowed us to target the
different families of compounds existing in the samples of two species. And finally, the evaluation of
antioxidant activity by the method of DPPH -.
All the extracts tested showed an inhibitory effect on the DPPH e radical, therefore the results
obtained indicate that the extracts of Rhamnus alaternus and Chenopodium album constitute a source
of active substances having a property such as antioxidants.

Key words: medicinal plants, Rhamnus alaternus L, Chenopodium album L, essential oils,
polyphenols, phytochemical screening, anti-oxidant activity, DPPH .
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