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Résumé

Rhamnus alaternus L. est un arbuste qui appartient a la famille des Rhamnaceae.
C’est une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. La
partie aérienne de la plante (rameaux et feuilles) a été soumise a une macération dans
I’éthanol en quatre extraits différent (100%, 70%, 30%, 0%) et a une décoction dans I’eau
distillée (extrait aqueux). Les extraits aqueux et extrait 70% présentent les rendements
importants qui sont de 29% et 27% respectivement (m/m). La teneur en polyphénols totaux a
été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de 169,6 + 0,642 (Extrait
100%) et 1544 £ 0,642 (Extrait  70%) ng EAG/mg  d’extrait.
Les flavonoides ont été évalués par la méthode utilisant les chlorures d’aluminium AICls, la
teneur est remarquablement trés élevée dans I’extrait 70% (190+ 3.14 ug EQ /mg
d’extrait).L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes différentes: la
méthode de piégeage de radical libre DPPH et la réduction du ferrocyanure de potassium
FRAP. Pour le premier test; I’extrait 70% exprime une excellente activité avec une ICsy de
9.72 £ 1.96 pg/ml. Pour le second test la concentration équivalente en acide ascorbique des
composés réducteurs est remarquablement tres élevé dans 1’extrait 70% (156.66 pg EAA / mg
d’extrait). Les résultats des ces travaux nous ont permis d’affirmer que 1I’ensemble des extraits
de la plante étudié présentent des tres bonne propriét€s antioxydantes qui pourraient nous

permettre de les recommander dans la biotechnologie.

Mots clés: antioxydant, Rhamnus alaternus L., polyphénols, DPPH , FRAP.



Abstract

Rhamnus alaternus L. is a shrub that belongs to the family Rhamnaceae. It is a
medicinal plant widely used in traditional medicine in Algeria. The aerial part of the plant
(twigs and leaves) was macerated in ethanol in four different extracts (100%, 70%, 30%, 0%)
and a decoction in distilled water (aqueous extract). The aqueous extracts and 70% extract
show significant yields which are 29% and 27% respectively (m / m). The total polyphenol
content was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 169.6 + 0.642 (100% extract)
and 154.4 + 0.642 (70% extract) pg EAG / mg of extract. The flavonoids were evaluated by
the method using AICI3 aluminum chlorides, the content is remarkably very high in the 70%
extract (190 + 3.14 ng EQ / mg of extract). The antioxidant activity was evaluated using two
different methods: the DPPH free radical scavenging method and the reduction of FRAP
potassium ferrocyanide. For the first test; the 70% extract expresses an excellent activity with
an IC50 of 9.72 £ 1.96 pg / ml. For the second test the ascorbic acid equivalent concentration
of the reducing compounds is remarkably very high in the 70% extract (156.66 ug EAA / mg
of extract). The results of this work allowed us to affirm that all the extracts of the plant
studied have very good antioxidant properties that could allow us to recommend them in

biotechnology.

Key words : antioxidant, Rhamnus alaternus L., polyphenols, DPPH , FRAP
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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule
ne contrdle plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques. Actuellement, il est
bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il est potentiellement
impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a des
complications lors de leur évolution comme dans le cas du diabéte, le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. Ces dommages sont réalisés par [’attaque des
radicaux libres sur de divers biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I’ADN,
ayant finalement comme conséquence la dégradation et la mort de cellules. (Moon et

Shibamoto, 2009).

L’¢étude de la chimie des plantes est toujours d’une briilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’'une immense variété de molécules bioactives. Cette matieére végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides

(Bahorun et al., 1996).

De part sa situation géographique particuli¢re, 1’Algérie bénéficie d’une gamme tres
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée qui mérite d’étre
explorée dans le domaine de la recherche de molécules antioxydantes et ou thérapeutique
originaires des plantes qui ont pour longtemps servi a une grande tranche de population

comme moyen incontournable de médication.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier une plante poussant dans les
zones méditerranéennes et qui est utilisée en médecine traditionnelle dans certaines régions

algérienne

Le genre Rhamnus (Rhamnaceae) inclut des especes végétales médicinales bien

connue possédants diverses propriétés biologiques (Mai et al., 2001). Les propriétés
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thérapeutiques de 1’espéce Rhamnus alaternus L. ont été mises en évidence in vitro, elles sont

dues a des composés actifs tels que les polyphénols (Ammar et al., 2008).

Quoique certains auteurs des pays méditerranéens ont entrepris des études sur cette

plante (Ben Ammar et al., 2007; Ben Ammar et al., 2008; Djeridane et al., 2007),

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur en polyphénols et [’activité

antioxydante des différents extraits préparés en utilisant la partie aérienne de la plante.
Notre travail est organisé comme suit:

Une premicre partie est une synthése bibliographique qui est divisée en trois chapitre :
Le premier contient un rappel sur le stress oxydant et le systtme oxydant / antioxydants. Le
deuxiéme est sur les métabolites secondaires, enfin le troisieme chapitre, est consacré a

connaitre de plus proche 1’espece Rhamnus alaternus.

Une seconde patrie est une partie expérimentale dont laquelle on présente les matériels

et méthodes utilisées.

Une troisieme partie présente I’ensemble des résultats obtenus avec une discussion.
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Le systeme oxydant, le
stress oxydant et le systeme

antioxydant
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I. Systéme oxydant, stress oxydant et systeme antioxydant.

1. Le systéme oxydant

1.1. Les espéces réactives de I’oxygéne

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron
non apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par I’acceptation d’un autre
¢lectron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007).
Les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) sont des radicaux libres issus de 1’oxygene
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les

organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

1.2. Nature et sources cellulaires des espéces réactives de I’oxygeéne
1.2.1. L’anion superoxyde

Il est considéré comme le type le moins réactif des ERO et le radical le plus
fréquemment produit dans 1’organisme (Scheibmeir et al., 2005). Il est chargé négativement et
est généré par différents systeémes enzymatiques notamment des oxydases (NADPH oxydase
dans la membrane lipidique et cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire
mitochondriale) (Wolin, 2009). La réduction monovalente de 1’oxygeéne moléculaire est

exprimée dans la réaction suivante :

0O,+¢e — 0"

L’0;" est relativement stable, peu toxique pour I’organisme. Cette faible réactivité
permet d'ailleurs son utilisation par l'organisme comme médiateur régulant des fonctions
biologiques (Favier, 2003). Il ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se
dismute spontanément au pH- physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogéne :

20, +2H" » O+ H,0,

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particulierement réactif,
son principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde

d’hydrogene ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants (Halliwell, 1989).
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1.2.2. Le peroxyde d’hydrogene

Le Peroxyde d’hydrogene (H»O;), qui n’est pas un radical libre, peut étre formé
secondairement a la dismutation de O, par le superoxyde dismutase ou produit par réduction
bivalente de I’oxygene grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment 1’acylCoA
déshydrogénase, la NADH déshydrogénase (Jadot, 1994).

02._+ 02._ + 2H+ _— H,0; + O,

Le peroxyde d’hydrogene (eau oxygénée) est €également un agent oxydant trés réactif ;
c’est pour cela qu’on 1’utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment.
S’il n’est pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles

qui s’attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, 2010).

1.2.3. Le radical hydroxyle HO’

Le radical hydroxyle est I’oxydant le plus réactif et le plus puissant (Lacolley, 2007).
Le peroxysome grace a des oxydases spécifique représente 1’'une des sources les plus
importantes productrices de ce radical (Poortmans et Boisseau, 2009). Parmi les voies
conduisant a la formation de ce radical on peut citer celle qui implique Les métaux de
transition, le cuivre et le fer sous leur forme réduite par une réaction appelée Réaction de

fenton (Favier, 2003).

H,0, .Fe™ OH + OH + Fe'"

v

L’H,0, peut aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant a la production du
HO', par la réaction d’Haber et Weiss (Sorg, 2004).

H,0,+0," ——— — » OH+OH+O0;,

1.2.4. Radicaux alkyles R’ et peroxyle ROO’
Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de 1’addition de 1’oxygene

sur les radicaux centré sur le carbone R’

R + 0, - 5 RO,
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Les radicaux R’ sont généralement issus de I’action des radicaux hydroxyles sur les
substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogéne ou addition sur les doubles
liaisons) (Delattre et al., 2005).

OH +RH—— » R'+H,0

1.2.5. L’oxygéne singulet ('0y)
Il correspond a une forme excitée de 'oxygene O,. Il n’est pas radicalaire. Son état
<excité» lui confere un potentiel oxydant supérieur a celui de I’oxygeéne (Bonnefont Rousselot

et al., 2003).

1.2.6. Le monoxyde d’azote NO
Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé dans la cellule
endothéliale a partir de 1’arginine et I’O, grace a I’action d’enzymes appelées NO synthase
(Bonnefont Rousselot ef al., 2003 ; Vincent et Martin, 2008).
Nitrique oxyde synthase
O, + Arginine + NADPH » NO' + Cittrulline + HO + NADP"

Le monoxyde d’azote forme avec I’anion superoxyde le peroxynitrite (ONOQO"):

NO + 0O, > ONOO’

Ce dernier est moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de 1’oxydation
de nombreuses biomolécules (Rezaire, 2012). Agent non radicalaire a la fois oxydant et

nitrosant (Beaudeux et al,. 2006).

1.3. Intéréts biologiques des radicaux libres dans la physiologie cellulaire
1.3.1. La phagocytose

Les radicaux libres jouent un role essentiel dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire. La phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou les
polynucléaires s’accompagne d’une production d’ERO. Au sein de phagosome, I'activation
de la NADPH oxydase, I'action des superoxydes dismutases (SOD) et la NO synthase (NOS)
aboutissent a un mélange trés corrosif de O*”, H,O,, HO", ONOOH. L’eau oxygénée (H,05)
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en présence de chlore et sous I’effet de la myeloperoxydase donnera naissance a 1’acide
hypochlorique HOCI, ¢’est I’oxydant microbicide le plus puissant (Favier, 2003).
H,0,+CIT —— HOCI + H,0,

1.3.2. La signalisation cellulaire

En dehors de leurs actions déléteres, les ERO peuvent agir en tant que molécule de
signal et intervenir dans la communication intracellulaire et intercellulaire. Ils participent a
I’expression de certains genes et a leur régulation. Cela leur confére un role important dans les

phénomeénes de croissance et de mort cellulaire. (Delattre et al., 2005).

2. Le stress oxydant

De maniere générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un
déséquilibre de la balance entre les espéces oxydantes et les systetmes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la
cellule (Pincemail et al., 1999), ce déséquilibre provient soit d’une production exagérée
d’agents oxydants, soit d’une altération des mécanismes de défense (Morena et al., 2002).

De nombreux ROS (Rreactive oxygen species) sont des radicaux libres, possédant des
propriétés oxydantes qui les aménent a réagir avec leurs environnements chimiques, incluant
une série de substrats biologiques important (lipides, protéines, ADN, sucres,..). Au niveau
moléculaire, ces ROS peuvent également jouer le role de messagers secondaires en activant
différents facteurs ou indirectement des genes impliqués dans le développement de diverses

pathologies (Hybertson et al,. 2011).

2. 1. Conséquences biochimiques du stress oxydant
2.1.1. Oxydation de ’ADN

La molécule de ’ADN constitue une cible cellulaire importante pour les attaques
Radicalaires. Les modifications observées aprés I’action du radical HO" sont trés nombreuses,
entrainent une coupure des brins de la double hélice. Ces dénaturations peuvent avoir de grave

conséquences sur la réplication du génome (Leverse et al., 2001).
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2.1.2. Oxydation des protéines
L’¢lectron non appari¢ des radicaux libres peut s’attaquer a la structure de certaines
protéines, en particulier les protéines porteuses d’un groupement sulthydrile (-SH), c’est le

cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport (Lacolley et al., 2007).

2.1.3. Peroxydation des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégi¢e de
l'attaque par le radical hydroxyle HO', qui est capable d'arracher un hydrogéne sur les
carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diéne conjugué, et qu’il
sera oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une

réaction en chaine (Esterbauer et al., 1992).

3. Systéme de défenses antioxydant

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS (Favier, 2003).

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).

3.1. Le Systeme antioxydant enzymatique

L’organisme humain posséde un systeme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al., 1989).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogeéne, conduisant finalement a la formation d’eau et
d’oxygene moléculaire (Marfak, 2003).

3.1.1. Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases ou SOD (EC 1.15.1.1) sont des antioxydants
enzymatiques ubiquitaires. Ces métalloprotéines représentent I'une des premieres lignes de
défense contre le stress oxydant en assurant I’élimination de 1’anion superoxyde Oje- selon
la réaction suivant: (Haleng et al., 2007).

O, "+2HF — 5  0,+H;0,

7
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3.1.2. Catalase

La catalase (EC1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du H,O,
produit dans les condition physiologiques (Niki ez al., 2007). La réaction catalysée par cette
enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :

2H,0, —— 2H,0+0,

La catalase et la glutathion peroxydase ont des rdles protecteurs similaires et leur
contribution relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau de

stress oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion peroxydase est limitée (Cantin,
1999).

3.1.3. Glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue I’'un des plus importants
systémes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogeéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de I’oxydation du

cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999) (Fig.1).

Glutathion réduit

(2G5H)
N:‘-‘-.DF+<_\ /

Slutathion red'm:taxe

[Lﬂll:n:nflaxrlne Selenlum

R N

(G55G)
Glutathion oxydé

Figure 1. Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990).

3.2. Le systeme antioxydant exogéne

L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »

qui sont des composés pour la plupart apportés par I’alimentation (Koechlin-Ramonatxo,
2006).
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3.2.1. Vitamine E
La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols (Cuvelier et al., 2003). Cette
vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les
érythrocytes chez I’homme, situé dans les lipoprotéines et dans les membranes Tocophérol,
Son principal role biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles ROOe pour former un
radical tocophéryle (Dellatre, 2005).
R-00" +a-TOH
R-O" + a-TOH

v

R-OOH'+ a-TO’
R-OH'+ a-TO’

v

Bien que la concentration d'a-tocophérol soit relativement faible in vivo, le recyclage
de ce dernier par des systémes réducteurs dont le plus important est l'ascorbate, lui permet de

jouer son rdle d'antioxydant a plusieurs reprises (Gardés-Albert et al., 2003).

3.2.2. Vitamine C

La vitamine C appelé aussi 1’acide L-ascorbique, c’est un antioxydant hydrosoluble,
qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement
I’anion superoxyde O,", le radical hydroxyle HO", I’oxygéne singulet et réduit le peroxyde
d’hydrogeéne en eau via ’ascorbate peroxydase (Evans, 2000). L’ascorbate posséde une
propriété importante qui est la réparation possible de deux autres antioxydants, le glutathion et
I'a-tocophérol a partir de leurs formes radicalaires. Il est recyclé, tout au moins en partie, par

dismutation du radical ascorbyle (Chandan ef al., 1994).

3.2.3.pB caroténe

Le P caroténe appartient a la grande famille des caroténoides, constituée de plus de
600 pigments identifiés dans de nombreux fruits et légumes, qui possedent des propriétés anti
oxydantes. Le B-caroténe est notamment capable de piéger les radicaux hydroxyles HO" et

peroxyles ROO" et ainsi d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques, il neutralise

¢galement I’oxygene singulethz (Beaudeux et Genevieve, 2011).

3.2.4. Sélénium
Sélénium est un élément minéral essentiel contenu a 1’état de traces dans I’organisme.

Il est activement métabolisé puis incorporé de maniere originale (Roberfroid et al., 2008).

9
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Le sélénium agit comme un cofacteur enzymatique de la glutathion peroxydase (Haleng et al.,
2007).

3.2.5. Les polyphénols
Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydantes, les plus
importants sont les flavonoides (Médart., 2009). Ils sont naturellement capables de piéger

I’oxygéne singulet 10, et le radical anion superoxyde 02" en le dismutant en HyO, (Chen et
al.,2003 ).

10
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I1. Les métabolites secondaires

1. Généralité sur les métabolites secondaires:

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
Substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(Glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils s’accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I’agro alimentaire (Macheix et al., 2005).

Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes chimiques tres variés :

- Les polyphénols: constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du
régne végétale plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel il est directement li¢ au moins a un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2009).
- Les terpénoides: constituent un groupe de molécules trés différentes tant d’un point de vue
structurel que fonctionnel. Avec preés de 15.000 structures moléculaires connues, ils
constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés organiques
végétaux. Ce sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a
cinq atomes de carbones. La famille des terpénes comprend des hormones, des pigments
caroténoides, des stérols, le latex ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui

conférent aux plantes leur parfum, couleur et gout (Hopkins, 2003).

- Les alcaloides: figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en
médecine, I’intérét qu’on leur porte reposait traditionnellement sur leur action physiologique
et psychologique particulicrement violente chez I’homme. Ce sont des composés azotés au
gout amer qui ont des propriétés chimiques basiques (alcalines) parmi les alcaloides on a

morphine, coca et caféine (Raven et al., 2000).

11
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2. Structure des composés polyphénoliques

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes :
2.1. Composés polyphénoliques simples
2.1.1. Les acides phénoliques

Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al., 2013), ils sont présents
dans tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la teneur totale de
l'alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015).

Les acides phénoliques existent sous deux formes: dérivés de 1’acide benzoique et
dérivés de ’acide cinnamique (watson et al., 2013).
2.1.1.1. Les acides hydroxybenzoiques C6-C1

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une
formule de base de type (C6-C1) (Macheix et al., 2005).
2.1.1.2. Les acides hydroxycinnamique C6-C3

Les molécules de base de la serie hydroxycinnamique: L’acide p-coumarique,
caféique, férulique, et I’acide sinapique (Macheix et al., 2005). Le composé le plus courant est
I’acide caféique (D'Archivio ef al., 2007).
2.1.2. Les stilbénes C6-C2-C6

Les stilbénes font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols, celui des dérivés de
I’acide cinnamique. Le resvératrol est le stilbéne le plus étudié¢ (Leray, 2010).
2.1.3. Les lignanes (C6-C3)2

Sont un groupe de phytonutriments largement distribués dans le régne végétal (Imran
et al., 2015). Ce sont des composés dimeres formés par le couplage de deux fragments (C6-
C3) monomeres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Gilani et Anderson, 2002).
2.1.4. Les coumarines C6-C3

Les coumarines sont des compos€s aromatiques naturels, largement distribués dans le
régne végétal, (Edardes, 2008).

Les coumarines ont une structure de base (C6-C3) dérivant des acides

orthohydrocinnamiques (Collin et Crouzet, 2011).

12
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2.2. Composés polyhénoliques complexe
2.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe majoritaire de métabolites secondaires. Ce
sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6)
correspondant a la structure du diphenylpropane (Collin et Crouzet, 2011). Ils sont constitués
d’un cycle benzoique présentant plusieurs groupements hydroxyles et pour cette raison ils
sont nommés polyphénols. Ces groupements hydroxyles sont responsables de la fonction
antioxydante des polyphénols (Descheemaeker et provoost, 1999).

Plus de 4000 flavonoides ont ét¢ identifiés chez les plantes. La liste de ces derniers est
en croissance continue. Ceci est di a la survenance de nombreux mod¢les dans les quelle les
substitutions primaires (comme le groupe hydroxyle) peuvent étre substitués (glycosylés ou
acylés) et parfois crées des structures trés complexe (D’ Archivio et al., 2007). Les Principales
classes des flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les

isoflavones et les anthocyanes (Fig.2).
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Figure 2. Les structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga et Oteiza,
2011).
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2.2.2. Les tanins

Les tanins sont des composés polyhénoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 (Gazengel et Orecchioni, 2013). Chez les végétaux supérieurs, il
existe deux groupes de tanins différents par leur structure aussi bien que par leur origine

biogénétique :

2.2.2.1. Les tanins condensés

Les tanins condensés résultent de la condensation de molécules ¢lémentaires de type
flavane 3 ol (catéchines) ou flavane 3-4 diols (leucoanthocyandines).Les liaisons formées sont
de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules difficilement hydrolysables (Merghem,
2009).
2.2.2.2. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables, sont des polyméres de 1’acide gallique ou de son produit de
condensation, L’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible (de 500 a 3000) et

précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (Jarrige et al., 1995).

3. Biosynthese des polyphénols

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de

carbone via la voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate malonate (Chira et al., 2008).
3.1. La voie de Shikimate

C’est la voie de biosynthése principale des composés aromatique (Kening et al., 1995)
dans les plantes et les micro-organisme, y compris les acide aminés aromatique : la
Phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites primaires qui servent de
précurseurs pour de nombreux de produits naturels (secondaire) tel que les flavonoides, les
acide phénoliques, les coumarines, les alcaloides... (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2001).
3.2. La voie de ’acétate malonate

Ce mode de formation plus secondaire consiste a la cyclisation des chaines
polycétonique, elles-mémes obtenus par condensation de groupement acétates. La
condensation des groupements acétates ne se fait qu’apres carboxylation de I’acétyle CoA en

malonylCoA. Chez les flavonoides, les anthocyanes, le cycle benzénique latéral (A) provient

de I’enchainement de 3 acétyl-COA (Merghem, 2009).
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4. Activité antioxydante

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systemes fermés (Chew et
al., 2009).

4.1. Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques ont des propri¢tés antioxydantes en raison de leur capacité
a piéger les radicaux libres et les especes réactives de 'oxygene, le processus est radicalaire.
IIs interferent avec 'oxydation des lipides et d'autres molécules par la donation rapide d'un
atome d'hydrogéne aux radicaux libres selon un mécanisme proposé deés 1976 par Sherwin:
I’antioxydant céde formellement un radical hydrogene, qui peut étre un transfert d’électrons
suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical

intermédiaire. Il est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées (Sokmen et al., 2012)

(Fig. 3).

S AN

Figure 3. Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

-Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils possedent:

- Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome d'hydrogéne
ou un ¢électron au radical libre.

- Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance (Dai et Mumper, 2010).

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres (Fraga, 2007). A cause de la présence de 3°,4’-dihydroxy et la présence du
groupe o-dihydroxy (structure des catéchol) sur le noyau aromatique B; ils possédent la
propriété de donner des électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également

bénéfique pour l'activité antioxydante des flavonoides.
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La présence de la double liaison C2-C3 conjuguée avec le groupe 4-céto est
responsable de la délocalisation des ¢électrons du noyau B, ce qui améliore encore 1’activité

antiradicalaire (Amic et al., 2003) (Fig.4).

Figure 4. Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des

radicaux libres ¢élevée (Amic et al., 2003).

4.2. Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
Biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme
d'action n'est pas bien contrdlé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation
lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus (Tiwari, 2001).
La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux :
- Noyau catéchol sur le cycle B
- Les groupe 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C
- Le groupe 4-oxo et 5S-hydroxyle entre les cycle A et C (Hein et al., 2002 ; Pietta, 2000).

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour

avoir une activité antiradicalaire efficace et importante (Middleton et al., 2000).
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II1. Propriétés biologiques de Rhamnus alaternus L.

1. Propriétés botaniques

1.1. Généralités

Rhamnus alaternus L. est une espece végétale qui appartient a la famille des
Rhamnaceae, les plantes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle et en
préparation culinaire, c’est une famille cosmopolite d’arbres, arbustes et herbacées qui
contient environ 50 genres et 900 especes (Richardson et al., 2000). En Algérie, 9 especes
végétales appartenant a 3 genres sont répertoriées dans diverses régions et classées selon leurs

caractéristiques morphologiques (Quezel et Santa, 1963).
1.2. Classification

La classification de I’espece Rhamnus alaternus L. est la suivante (Tab. 1)

Tableau 1 : Classification scientifique de R. alaternus

Reégne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Reynosia

Sous genre Rhamnus
Espece Rhmanus alaternus

1.3. Nomenclature

En arabe : Am’lile’ce, M’lila, Soitfair, Oud El-khir ou bien Safir. En Kabyl : M¢élilés (Bhouri
et al., 2012; Debeaux, 1984). En anglais : Buckthorn. En Frangais : Nerprun, En Allemand :
Kreiilzdorn. En Italien : Alaterno, Legno Puzzo (Gubb, 1913).
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1.4. Caractéristiques morphologiques

Rhamnus alaternus L. est un arbuste toujours vert, parfois trés grand, a feuilles
luisantes, ovoides ou lancéolées, sont alternes, coriaces, épaisses et a courts pétioles, (3-6
cent, sur 2-3), a bords cartilagineux et dentées, Elles restent sur I’arbre pendant deux année
environ, multiflores; Les fleurs, dioique de couleur jaunatre, trés petites, poussent a 1’aisselle
des feuilles et sont groupées en bouquets. Les fruits sont de petites baies d’abord rouges puis
noires. (Battandier et a/., 1888). La tige est dressée et rameuse ; les rameaux sont alternes, non
épineux (Chancerel, 1920) (Fig. 5).

La croissance de R. alaternus est lente, sa longévité considérable. Son bois est a fibre
courte et cassante, treés lourd, trés homogene, d'un grain fin, blanc jaunatre a 1’état d’aubier,
brun clair ou foncé a I'état parfait comme le chéne. Il prend beaucoup de retrait et exhale,

quand on le travail, une odeur désagréable (Mathieu, 1860).

Figure 5. Rhamnus alaternus L. (Penzig, 1902).

1.5. Ecologie et répartition géographique
Cet arbrisseau est caractéristique de la zone littorale et, uni aux lentisques, a

I’arbousier, au myrte et a d’autres plantes a feuilles persistantes, il joue un role important dans
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la composition des maquis qui couvrent une bonne partie du littoral et des iles de la
Méditerranée. En France, il se trouve encore dans I’Isére, I’Ardeche, 1’ Aveyron, le Lot, la
Vienne, le Maine-et-Loire et en Bretagne (Penzig, 1902). R. alaternus habite les coteaux secs

et calcaires du Sud de la France, de la Corse, de 1'Algérie, du Nord de la Tunisie (Ben Ammar

et al., 2008; Chancerel, 1920).

2. Usage traditionnel

En médecine traditionnelle R. alaternus a été¢ employé en tant que digestif, diurétique,
laxatif, hypotensif et pour le traitement des complications hépatiques et dermatologiques
(Bhouri et al., 2012). Les baies de R. alaternus ont une action purgative, d'une saveur apre,
employés en médecine vétérinaire (Gubb, 1913). Les feuilles en infusion constituent des
gargarismes astringents (Chancerel, 1920). A cause de son feuillage persistant, touffu et
sombre, R. alatenms est souvent cultivé dans les parcs, comme plante ornementale, pour
former des passifs ou des haies compactes; il fait un trés joli effet, surtout lorsqu’il est chargé
de ses fruits qui sont des baies globuleuses, luisantes et rouges. Son bois, d’un grain fin et
compact, peut servir a des travaux de menuiserie (Penzig, 1902). Il fleurit vers la fin du

printemps (Bergeret et al., 1909).

3. Propriétés biochimiques

L’étude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne et les racines de R. alaternus a
révélé La présence de diverses quantités d’anthraquinones, de coumarines, de tannins et en particulier
des flavonoides (Ben Ammar et al., 2008).
Trois flavonoides aglycones ont ét¢ identifiés :

I’apigénine, le kaempferol et la quercétine (Ammar et al., 2009). (Fig.6).
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Figure 6. Structures chimiques de quelques flavonoides de R. alaternus.
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Matériels et Méthodes

1. Matériels
1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de Rhamnus alaternus L (rameaux et feuille) est récoltée au début
du mois de Mars 2018 dans la région d’El Main de Bordj Bou Arreridj. El Main se situe a la
limite entre les wilayas de Setif, de Bejaia et de Bordj Bou Arreridj. L’identification
botanique de I’espeéce a été réalisée au niveau du département des Sciences Biologiques,

Universit¢ Mohamed El Bachir El Ibrahimi, Bordj Bou Arrerid;.
1.2. Appareils et produits chimiques

Rota-vapeur (Biichi), Agitateur magnétique (GP SELECTAS ACE), Etuve
(Memmert), Bain marie (Memmert), Balance de précision (Kern), pH-métre (Hanna),

Vortex (Top Mix),Centrifugeuse (Sigma), et Spectrophotomeétre.

Les solvants organiques utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont

de grade analytique (Le méthanol, I’éthanol) et ont été fournis par Sigma- Aldrich.

Les différents acides sont : 1’acide trichloroacétique (TCA), et 1’acide ascorbique sont
achetés de Biochem, et I’acide gallique issu de Sigma. Les réactifs chimiques sont le DPPH, et
le trichlorure d’aluminium hydraté (AICl; 6H,O) qui ont été fournis par Sigma-Aldrich, le
Folin-Ciocalteu (FCR) par Biochem.

Les sels sont: Bicarbonate de sodium (Na, CO;), potassium Phosphate dibasique

(K,HPO,), Phosphate de potassium monobasique (KH,PO,) de Sigma-Aldrich.

D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, le Chlorure de fer (Fecls),

K3Fe(CN)6 par Sigma-Aldrich, le butylhydroxytoluéne (BHT) par Fluka.
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

La partie aérienne de R. alaternus (rameaux et feuilles) PARF a été nettoyée des
impuretés, lavée, puis séché a température ambiante et a I'ombre pendant quelques jours, puis
broyés a l'aide d'un mortier pour avoir une poudre a partir de laquelle les extraits ont été
réalisés. La méthode utilisée dans l’extraction de tout les extraits est celle décrite par

Boussahel et al., 2015 avec quelques modifications
Extrait aqueux

L'extrait aqueux de R. alaternus a été obtenu par décoction de 10 g de broyat de la
partie aérienne de la plante (rameaux et feuilles) dans 500 ml d'eau distillée pendant 10 min.
le mélange est d’abord filtré sur un coton hydrophile ensuit sur papier filtre. Les filtrats sont
placées dans une étuve a 45 °C pendant 24 h pour sécher. L’extrait sec est conservé au

réfrigérateur (Boussahel et al ., 2013) avec quelques modificatons. (Fig. 7).

Un deuxiéme extrait aqueux de R. alaternus a été obtenu par macération de 10 g de
broyat de la partie aérienne de la plante (rameaux et feuilles) dans 100 ml d'eau distillée a la
température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 24 heures, avec un maximum
d’agitation. Le mélange est d’abord filtré sur un coton hydrophile puis sur papier filtre. Les
filtrats obtenus sont évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif “BUCHI” a une température de
60 °C. Puis sont placées dans une étuve a 40 °C pendant 24 h pour sécher. L’extrait sec est

conservé au réfrigérateur.

Extrait éthanolique

L'extrait éthanolique de la partie aérienne de R. alaternus a été préparé a partir de 10 g de
broyat des rameaux et des feuilles, qui ont ét¢ mis & macérer dans 100 ml d’éthanol (100%,
70 %, et 30 %) a la température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 24 heures, avec un
maximum d’agitation. Ensuit le mélange est filtré sur le coton hydrophile puis sur papier
filtre. Les filtrats obtenus sont évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif “BUCHI” a une
température de 60°C, puis ils sont placées dans une étuve a 40 °C pendant 24 h pour sécher.

L’extrait sec est conservé au réfrigérateur (Boussahel et al ., 2013) avec quelques modificatons.

(Fig. 8).
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10g de matériel végétal sec
+

500 ml de ’eau distillée

<

[ Décoction pendent 10 min ]

<

Filtration sur coton puis

Sur Papier filtre

<

[ Etuve (45 C°) ]

<

[ Extrait aqueux brut ]

Figure 7. Protocole de préparation de 1'extrait aqueux (Boussahel et al ., 2013).
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10g de matériel végétal sec

+

100 ml de I’éthanol

—

Macération pendant 24 heurs
Avec

Agitation magnétique

—

Filtration sur coton puis

Sur papier filtre

<—

Evaporation au rota-vapeur

“BUCHI” (60 °C)

—

[ Etuve 40 C° ]

—

[ Extrait éthanolique brut ]

Figure 8. Protocole de préparation de l'extrait étnanolique (Boussahel et a/ ., 2013).
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2.2. Analyse chimique
2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différentes extraits est réalisé par la

méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et a/ ., 1999).
Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu de couleur jaune est constitué¢ par un mélange D’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont Oxydés, ils
réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde

de tungsténe et de molybdéne.

La coloration produite, dont l'absorption maximum a environ 760-765 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et

Charpentier, 2006).

Méthode de dosage

Les polyphénols totaux ont été déterminés, suivant le protocole appliqué en 2007 par
Li et ses collaborateurs. 200 pl de chaque extrait végétal dilu¢ dans (éthanol, I’eau distillée,
¢éthanol-eau v/v) est mélangé avec 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) 10 % (dilué 10
fois dans de I’eau distillée). Aprés 4 minutes, 800 ul de carbonate de sodium (Na,COs) a 7,5
% (m/v) sont ajoutés. Apres une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a
température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 765 nm. Le blanc du test
contient 200ul de solvant d’extraction, 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu, et 800 ul de

carbonate de sodium.

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différentes concentrations
(25-175 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Toutes les

mesures sont répétées 3 fois.
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Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans
le méthanol. Les résultats sont exprimés en microgrammes ¢équivalent acide gallique par

milligramme de poids sec de I’extrait (ug EAG /mg d’extrait).

2.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl;) cité par (Djeridane et al., 2006) est

utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Principe

Les flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-

Gayon et al., 1972).
Méthode de dosage

1 ml de chaque extrait de R. alaternus avec les dilutions convenables a été¢ ajouté a un

volume égal d’une solution méthanolique de chlorure d’aluminium (AICls) a 2 %.

Le mélange a été vigoureusement agité et I’absorbance a été lue aprés 10 minutes

d’incubation a 430 nm par spectrophotométre UV-visible a température ambiante.

La méme opération a été effectuée pour la quercétine a différentes concentrations (5-
40 pg/ ml) en introduisant 1 ml de ces dernicres dans une série de tubes et ajout de 1 ml
d’AICl; a 2%. Le blanc est représenté par le solvant d’extraction additionné a I’ AlCls, toutes

les opérations sont réalisées en triplicata.
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Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de R. alaternus sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme
standard, les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ / mg d’extrait).

2.3. Etude de DPactivité antioxydante in vitro
2.3.1. Test de piégeage du radical DPPH

Principe

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette
stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La présence de
ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La réduction

des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entralne une décoloration de la solution

(Molyneux, 2004).

Le changement de couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm et de cette
facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre déterminée

(Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004) (Fig. 9).

(1 age

+ Antioxydant -OH

> + Anrioxydant-O,
N NH
NO» \//‘L\J/’ NO, NO, ‘%\j/ NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 9. Equation du radical DPPH transformé en DPPH ( Mohammedi, 2006).
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Méthode de dosage

Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocole de Blois, M.S. en 1958. La
solution du DPPH est préparée a 1’avance par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. Brievement, 0,5 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été¢ mélangé
avec 1,5 ml de différentes concentrations des extraits de la plante (5-100 pg/ml). Le mélange
obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumicre a la température ambiante pendant 30 minutes.
Puis I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc composé de 0,5 ml de MeOH et de
1,5 ml de chaque extrait. Un controle négatif est composé de 1,5 ml méthanol et 0,5 ml de
solution méthanolique de DPPH. Des solutions d’antioxydant de référence (quercétine, BHT)
sont également préparées dans les mémes conditions pour servir de témoin positif. Les
échantillons, les témoins (la quercétine, le BHT) et le blanc sont préparés dans les mémes

conditions opératoires.

Pourcentage de I’activité anti radicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :
% de l’activité anti radicalaire = (A1- A2/ A1) x 100
Al : Absorbance du témoin négatif sans extrait

A2 : Absorbance en présence de I’extrait.

Evaluation du potentiel anti-radicalaire par le calcul de I’IC50

L’ICsy (Concentration inhibitrice 50), est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les ICs sont calculés graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés (Torres
et al., 2006). La valeur d’ICsy la plus faible correspond a I’efficacit¢ de 1’extrait la plus

¢levée. La valeur de I’ICsg est exprimée en ug/ml.

Pour toute I’expérimentation, chaque test est réalisé en triplicata et les résultats ont été

calculés par la moyenne des trois essais. (3 répétitions pour chaque concentration).
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2.3.2. Test du pouvoir réducteur des ions de fer (FRAP)

Principe

Cette méthode est basée sur I’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique Fe ™ en fer
ferreux Fe™. Par conséquent, Fe’" peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm.
(Bougandoura et Bendimerad, 2012). La réaction est révélée par le virement de la couleur

jaune du fer ferrique (Fe*") a la couleur bleue - vert du fer ferreux (Fe®").

le mécanisme est connu comme étant un indicateur de 1’activité donatrice d’électrons,
caractéristique de 1’action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001). En effet, le
systéme FeCls/K;Fe(CN) 6 confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi
quantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox

(Amarowicz et al., 2004) (Fig.10).

AV AV
AN

Fe(lll) Fe(ll)

Y

mn

4]
'

=

Figure 10. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (III) et un antioxydant (AH)

Méthode de dosage

Elle consiste a mélanger 1ml de ’extrait (0,1 mg/ml) avec 1 ml de tampon phosphate
(0,2 M, Ph 6,6). Et Iml d’une solution de ferricyanure de potassium (K;Fe(CN) 6 a 1%). le
mélange obtenu est incubé a S0C° pendant 20min, puis 1ml de 1’acide trichloracétique (TCA)
a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est centrifugé a 3000 g pendant 10
min a température ambiante .A 1ml de surnageant sont additionnés 1 ml d’eau distillée et 0,3

ml de chlorure de fer (FeCls) a 0,1%. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700
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nm. Un blanc sans échantillon est préparé¢ dans les mémes conditions en remplagant 1'extrait

par le solvant d’extraction. (Oyaizu, 1986).

Les concentrations en composés réducteurs des extraits sont déterminées se référant a
la courbe d’¢étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide ascorbique dans
le méthanol (10-50 pg/ml). Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de

I’acide ascorbique par 1 milligramme de poids sec de I’extrait (ug EAA /mg d’extrait).
3. Analyses statistiques

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007 et aussi par le
programme Origin 2015. Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD
(déviation standard). n = 3. Les valeurs d’ICsy (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées
a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)] et analysés par le test ANOVA a un
facteur, en utilisant le logiciel STATISTICA, version 8. La différence a été considérée

statiquement significative lorsque la valeur de p est 0,05.
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Résultats et discussion

1. Rendements des extractions

Le rendement d’extraction est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de la
plante a traiter (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé par

la formule suivante:
R=P /P x100.
E A

Ou
R= Rendement de 1'extrait en pourcentage;

PE= Poids de 1'extrait.
PA= Poids de la plante.

Les résultats sont présentés dans la figure suivante (Fig.13)

30% -

25% -

20% A
15% T |

10% T \

Rendement d'extraction en %
2
=

3
S

Extrait Extrait Extrait  Extrait 0% Extrait Aq
100% 70% 30%

Les extraits

Figure 11. Comparaison des rendements des cinq extraits de R. alaternus.
Extrait 100% : extrait éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 30% :
extrait hydro-éthanolique , Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq : extrait aqueux.
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Les rendements d’extraction observés dépendent a la fois du solvant d’extraction et

aussi du processus d’extraction (macération, décoction).

Les résultats de la présente étude indiquent qu’a partir de 10g de poudre de la PARF
de R. alaternus et 100 ml (éthanol 100%, hydro-éthanol 70%, 30%) nous avons obtenu trois
extraits considérés comme étant les extraits bruts, ils sont de couleur verte foncée pouvant
contenir de La chlorophylle, des flavonoides, des polyphénols et d’autres composés. A partir
de 10g de poudre de PARF de R. alaternus et 100 ml (macération) et 500 (décoction) ml d'eau
distillée nous avons obtenu deux extraits aqueux de couleur brune foncée dépourvu de

chlorophylle et contenant des flavonoides et des polyphénols.

1.1. La macération

L’opération de I’extraction par macération de la PARF de R. alaternus dans 1’éthanol a
100%, 70%,30%,0% a permis d’obtenir des résidus sec d’extrait brut avec des rendements

de 16%, 27%, 25,2% et 20,1% respectivement.

1.2. La décoction

Le rendement d’extraction de la partie aérienne de 1’extrait aqueux apres décoction a

été estimé a 29% (m/m).

Le rendement de L’extrait 70% obtenu par macération (27 %) est supérieur par rapport
aux autres extraits (16% 25 ,6% et 20,1 %), le rendement de 1’extrait Aq obtenu par décoction
(29%) est supérieur par rapport au l’extrait obtenue par macération (20,1%). Il parait
clairement que 1’eau chaude permet d’avoir un rendement plus élevé par rapport a I’eau
froide, ce qui peut étre expliqué par la lyse des cellules dans 1’eau chaude et la libération d’un

maximum de molécules poly-phénoliques.

La différence de rendement entre les extraits est due d’une part au pourcentage
d’éthanol présent dans les extraits hydro-éthanolique plus que I’eau, et d’autre part aux

techniques d'extraction utilisées, qui sont totalement différentes (macération / décoction).
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Dans une étude réalisée par Ben ammar et a/. (2008) sur la méme espéce originaire de
Tunisie, des résultats différents ont ¢té trouvés. En effet la macération des feuilles dans le

méthanol suivi par le butanol saturée en eau a donné un rendement de 9 %.

D’autres résultats ont été trouvés par Boussahel et al, (2013) sur la méme espéce
récoltés aussi de Bordj Bou Arreridj; la macération dans le méthanol et d’autre dans 1’eau
distillée a donnée des rendements de 14,48% et 14,20% respectivement ; ces résultats assez

proche de celle trouvés par ’extrait 100%.

2. Caractérisation quantitative des extraits de la plante

2.1. Teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été
réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une
linéarit¢ de 1’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols
correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en microgramme équivalent d’acide
gallique / mg d’extrait et déterminé par ’équation de type : y = 0,005 x +0,008 sachant que R*
=0,998 (Fig.12).

Acide gallique

1,2 4

y=0,005x + 0,008
R>=0,998

0,8 -

Absorbance a 765 nm

O T T T 1

0 50 100 150 200
Concentration d'acide gallique en pg/ml

Figure 12. Courbe d'é¢talonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

33



Résultats et discussion

Teneurs en polyphénols totaux
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Figure 13. Teneurs en polyphénols des cinq extraits de R. alaternus.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD). Extrait 100% : extrait
éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 30% : extrait hydro-éthanolique ,

Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq : extrait aqueux.

L’extrait 100% comporte une plus grande teneur en poly phénols (169,6 + 0,642 ng EAG/mg
d’extrait) que les autres extraits (70%, 30%, 0%,) et ’extrait Aq (154,4 + 0,642 / 91,8 = 0,642
/ 82+ 0,642 et 97,4 + 0,642 ng EAG/mg d’extrait) respectivement.

Les teneurs des PPT déterminées ne sont pas des mesures absolues des quantités des
phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice relative a
une capacité réductrice équivalente a I’acide gallique (EAG). Les valeurs obtenus par la
méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la quantit¢ des groupes
phénolique antioxydant de 1’extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes

hydroxyles de ce derniers (Balasunderam et al., 2006).
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Djeridane et al. (2007) ont trouvé une valeur hautement inferieure a la notre avec une
teneur en polyphénols de 6 mg EAG/ g de maticre fraiche pour un extrait éthanolique de la

partie aérienne de la méme variété¢ du nord de Laghouat.

Nos résultats sont aussi plus supérieur a ceux trouvés par Boussahel et al., (2013) En
effet, ils ont déterminé 33.655+ 2.503 mg EAG/ g d’extrait méthanolique et a une teneur de
8.549+0.553 mg EAG/ g d’un extrait aqueux .

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du
dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains

sucres et de protéines etc. (Gomez-Caravaca et al., 2006; Vuorela, 2005).

Le solvant d'extraction ¢lu des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique
(Djeridane et al., 2007). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les
composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha

etal., 2007).

2.2. Teneur en flavonoides totaux

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans
le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déja décrits (Gomez- Caravaca et al., 2006).

Le dosage des FT a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl;) et
I’étalon été la quercétine (Fig. 14). Cette méthode permet de déterminer la teneur en
flavonoides méme en présence des autres composés phénoliques qui ne forment pas des

complexes avec AICl; (Matyushchenko et Stepanova, 2003).

La teneur en FT (flavonoides totaux) est exprimée en microgramme d'équivalent de
quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les taux des flavonoides des cing
extraits ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type : y =

0,036X -0,060 sachant que R? = 0,998.
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Quercétine
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Figure 14. Courbe d'étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

Les concentrations des flavonoides (Fig. 15) sont relativement importants dans la
majorité des extraits, les teneurs en flavonoides sont de 190 = 3.14 pg EQ /mg d’extrait dans
I’extrait (70%) suivie de celles de I’extrait (100%), I’extrait (30%) et I’extrait Aq (décoction)
avec 81.11 + 0.62 et 15 £ 0.31 etl4.58 + 0.31 pg EQ/ mg d’extrait respectivement et enfin
celle d’extrait (0%) avec 11 +0.31 pg EQ/ mg d’extrait .
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Figure 15. Teneurs en flavonoides totaux des quatre extraits de R. alaternus.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD). Extrait 100% : extrait
éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 30% : extrait hydro-éthanolique ,
Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq : extrait aqueux

Ces résultats obtenus sont nettement supérieurs aux résultats trouvés par Boussahel et
al. (2013) qui sont respectivement 61.12+ 1.2017 et 1.950+ 0.063 mg EQ/100g d’extrait
fraiche pour les extraits méthanolique et aqueux des feuilles de la méme espéce qu’ils ont

récolté de la région Teniet En Nasr in Bordj—Bou-Arririd;.
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Tableaull : Tableau récapitulatif des résultats de dosages spectrophotométriques effectués

sur les extraits de R. alaternus.

Les extraits Polyphénols totaux Flavonoides totaux

de la plante (ng EAG/mg d’E) (ug EQ/ mg d’E)
Extrait 100% 169,6 + 0,642 81,11 £0,62
Extrait 70% 154,4 £ 0,642 190 + 3,14
Extrait 30% 91,8 + 0,642 15+0,31
Extrait 0% 82 +£0,642 11+0,31
Extrait Aq 97,4 + 0,642 14,58 + 0,31

Extrait 100% : extrait éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 30% : extrait hydro-

éthanolique , Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq : extrait aqueux.
En générale, les résultats présentés dans le tableau ci-dessus indiquent une quantité de
poly phénols plus ¢€levée que celle des flavonoides dans tous les extraits de R. alaternes sauf

Pextrait 70%.

3. L’activité antioxydante et antiradicalaire

Les deux types de tests que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de

nos extraits de plante sont: le radical DPPH et le test FRAP.

3.1 Détermination de l'activité anti-radicalaire des extraits de R alaternus

par le test de DPPH (effet scavenger)

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est

formée (Bortolomeazzi et al., 2007).

L’¢évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a piéger des radicaux libres consiste
donc a mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création

des radicaux libres.
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Le mécanisme de la réaction entre I'antioxydant et le DPPH dépend de la conformation
structurale de l'antioxydant (Kouri ef al., 2007). Quelque composés réagissent tres vite avec le
DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale a celui des groupements hydroxyles de
I'antioxydant (Bondet et al., 1997). La configuration spatiale et le nombre de groupement OH
des structures flavonoidiques peuvent avoir une influence sur les différents mécanismes

antioxydants (Hein et al., 2002).

Les graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur
en fonction de la concentration de chaque extrait. D’aprés les résultats représentés dans les
(fig. 16, 17, 18, 19, 20, 21 et 22), il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour les standards (quercétine, BHT)

ou pour les différents extraits de la plante.

100 -
1 BHT
90 | .

c0. /
70

60 —
50—-
40—- /
] /

T j T T T T T

0 10 20 30 40 50

Pourcentage d'inhibition (%)

Concentration (pg/ml)

Figure 16. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de BHT. (Chaque valeur représente la

moyenne de trois essais + SD).
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Figure 17. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de quercétine. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD).
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Figure 18. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de I’extrait 100%. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD). Extrait 100% : extrait éthanolique 100%.
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Figure 19. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de I’extrait70%. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD). Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique 70%.
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Figure 20. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de I’extrait 30%. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD). Extrait 30% : extrait hydro-éthanolique 30%.
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Figure 21. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de I’extrait 0%. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais = SD). L’extrait 0% : extrait hydro-éthanolique 0%.

60 - E/

50

Pourcentage d'inhibition (%)

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentration (pg/ml)

Figure 22. Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe de I’extrait Aq. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais = SD). Extrait Aq : extrait aqueux.
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La capacité antioxydant des différents extraits a été déterminée a partir de 1’ICsp, ce
parametre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats
(Abdulmajed et al., 2005; Ahmad et al., 2012; Ranga et al., 2009), il définit la concentration
nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur de I’ICsy est petite plus

I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. (Hobi et Eddouks, 2016).

Nous avons déterminés pour chaque extrait 1’ICsy. Ces Clsy sont déterminées a partir
des graphes (Fig. 16, 17, 18, 19, 20, 21 et 22) dont 1’abscisse représente la concentration de
I’extrait brut et ’ordonné 1’activité antioxydante en pourcentage.les valeurs sont représentées

dans la figure suivante (Fig. 23) :
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Figure 23. Activité anti-radicalaire (test DPPH) des extraits de R. alaternus et les standards.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD). Extrait 100% : extrait
éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 30% : extrait hydro-éthanolique ,
Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq: extrait aqueux. * : p<0.05 significatif,
** 1 p<0.01: trés significatif, ns : p>0.05 : non significatif.
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L’extrait (100%), ’extrait (70%) et extrait (30%) présentent I’activité la plus proche
du BHT (ICsp =11.78 £2.71 pg/ml) avec des valeurs d’ICsy 19.73 +2 .76, 9.72 £ 1.96, 19.05
+ 4.35 pg/ml respectivement ; vue que la différence est statistiquement non significative par
rapport a ce standard. Par contre I’extrait (0%) et ’extrait Aq présentent des différences tres
significatives avec le BHT avec ICso = 34.56 = 13.06 et 33.19 + 2.84 pg/ml donc ils sont

moins actifs que les premiers, d’autre part la quercétine était trés active dans cette expérience.

D’apres ces résultats, il semble que tous les extraits R. alaternus ont une activité anti
oxydante envers le DPPH. Cette activité est li¢e a la présence des composés phénoliques dans

ces extraits (Fig. 23).

L'effet scavenger augmente avec I'augmentation de la concentration des polyphénols
dans l'extrait ce qui méne a suggérer que l'effet antioxydant d'un extrait de plante est en
relation avec la quantité des polyphénols y présents. Cette hypothése est démontré par
plusieurs chercheurs tel que: Jayaprakasha et Patil, (2007); Agbor et al, (2007) et Hodzic et
al., (2009).

Une ¢étude menée par Ben ammar et al. (2008) sur les feuilles de la méme espece de
plante de la Tunisie a montré une ICsy de 19 pg/ml, lorsque I’extraction a ét¢ menée par le
méthanol suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau. Cette valeur est assez proche

a celle trouvée avec nos extraits (Extrait 100% et Extrait 30%).

D’autre résultat ont ét¢é montré par le méme groupe de chercheurs sur les écorces et
les racines mélangés; une ICso qui est de 7 pg/ml, lorsque I’extraction a ét¢ menée par le
méthanol suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau. Cette valeur est nettement

inférieure a celle trouvée avec nos extraits.

Dans une autre étude menée par Boussahel et al, (2013) sur la méme espece de

plante; une ICso: 0,398 £ 0.007 et 0,082 £ 0,0006 mg/ml a été démontée pour l'extrait

méthanolique et aqueux respectivement. Ce résultat est nettement supérieur a celle trouvée

avec nos extraits.
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3.2. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP: Ferric Reducing Antioxydant

Power)

Le potentiel réducteur des composés phénoliques de nos extraits a été évalué en
utilisant la méthode de FRAP. Cette dernicre est un essai simple, rapide et reproductible. Il est
universel peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits

organiques et aqueux (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe’*/complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe*™ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700 nm (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Une augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

Beaucoup de publications actuelles ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les
activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes

(Bentabet et al., 2014).

La détermination de la concentration des composés réducteurs des différents extraits a
été réalisée selon la méthode utilisant le réactif ferrocyanure de potassium. La courbe
d’étalonnage de 1’acide ascorbique montre une linéarité de I’absorbance en fonction des
concentrations. Les concentrations correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en
microgramme équivalent d’acide ascorbique / mg d’extrait et déterminé par I’équation de type

:y=0,018 x +0,081 sachant que R’= 0,999.
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Figure 24. Evaluation de l’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée par la
méthode FRAP. Extrait 100% : extrait éthanolique, Extrait 70% : extrait hydro-éthanolique,

Extrait 30% : extrait hydro-éthanolique, Extrait 0% : extrait hydro-éthanolique, Extrait Aq:

extrait aqueux.

Les résultats présentés dans (la fig. 24) montrent que la plus grande capacité des
extraits a réduire le Fer est celles de I’extrait 70% avec une concentration de 156,66 ng EAA/
mg d’E.  Suivi par Dextrait 100%, D'extrait 30%, I’extrait Aq et ’extrait 0% avec des
concentrations de 99,44 ; 76,66 ; 71,11 et 62,22 ug EAA/ mg d’E.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement dii a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydant , (Bougandoura et Bendimerad, 2072). Les études menées par Van
Acker et al sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les

sites essentiels pour la chélation des ions métalliques :
- les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B (les fonctions catéchol),

- les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C,
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- les groupes 4-oxo et 5-hydroxy en position 3. Ainsi, la quercétine qui combine tous
ces substituants est un complexant métallique particulierement efficace (Ghedadba et al,

2015).

Ce processus d’autoxydation dépend de multiples parametres tels que la concentration

de I’ion métallique et du polyphénol, la température, le pH, la présence d’agents complexants
(Ghedadba et al., 2015).

De nombreuses ¢tudes ont évalué 1’effet réducteur des ions ferreux par les extraits de
diverses plantes. L’¢tude menée par Jeong et al., (2004) montre que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle.
Par ailleurs, Yildirim et al, (2001) indiquent qu’il y a une corrélation directe entre les

activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. La majorit¢ des médicaments actuels sont des copies
concentrées de remedes végétaux, notamment les polyphénols qui sont les composés

intéressants et largement étudiés de nos jours.

Dans le présent travail, I'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir
des rendements qui différent en fonction des solvants utilisés et la technique d’extraction,

alors que la teneur en composés phénoliques et flavonoides était conséquente.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux révele la présence
des quantités importantes en polyphénols dans les cinq extraits de Rhamnus alaternus. De
méme nous avons dosé les flavonoides qui nous ménent a conclure que cette plante contient

une quantité considérable de flavonoides.

L’activité antioxydante a ¢été¢ déterminée ; elle montre que les cingq extraits de la
plantes étudiée présentent des propriétés antioxydantes remarquables. Cependant I’extrait
hydro-éthanolique 70% est plus actif que les autres extraits vis-a-vis du piégeage du radical

libre DPPH et la réduction des ions du fer (test FRAP). .

Les capacités antioxydantes révélées peuvent étre liées directement a la richesse des

extraits de R. alaternus en polyphénols mais également a la structure de ces derniers.

Globalement, la plante sélectionnée dans ce travail contient probablement des
molécules tres intéressantes qui peuvent étre considérées comme des agents antioxydants de
premicre classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que
les antioxydants contribuent de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le

cancer, et les maladies cardiovasculaires.

Notre pays posséde une biodiversité végétale immense, qui reste a découvrir et une
grande partie de cette flore est constitué par des especes médicinales, dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui pouvant étre exploitées

par les recherches.
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Conclusion

Comme perspectives on propose d’identifier clairement les molécules impliquées dans
l'effet antioxydant qui pourront répondre aux différents problémes de la santé et étre un

alternatif des médicaments synthétiques.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires pour
permettre a la population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et

d’éviter la disparition de certaines especes intéressantes.
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Résumé

Rhamnus alaternus L. est un arbuste qui appartient a la famille des Rhamnaceae. C’est une plante médicinale
largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. La partie aérienne de la plante (rameaux et feuilles) a été soumise a
une macération dans 1’éthanol en quatre extraits différent (100%, 70%, 30%, 0%) et a une décoction dans I’eau distillée
(extrait aqueux). Les extraits aqueux et extrait 70% présentent les rendements importants qui sont de 29% et 27%
respectivement (m/m). La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de
169,6 + 0,642 (Extrait 100%) et 1544 + 0,642 (Extrait 70%) pg EAG/mg  d’extrait.
Les flavonoides ont été évalués par la méthode utilisant les chlorures d’aluminium AICl;, la teneur est remarquablement tres
élevée dans ’extrait 70% (190+ 3.14 pg EQ /mg d’extrait).L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes
différentes: la méthode de piégeage de radical libre DPPH et la réduction du ferrocyanure de potassium FRAP. Pour le
premier test; ’extrait 70% exprime une excellente activité avec une ICsy de 9.72 £ 1.96 pg/ml. Pour le second test la
concentration équivalente en acide ascorbique des composés réducteurs est remarquablement treés élevé dans 1’extrait 70%
(156.66 ug EAA / mg d’extrait). Les résultats des ces travaux nous ont permis d’affirmer que I’ensemble des extraits de la
plante étudié présentent des trés bonne propriétés antioxydantes qui pourraient nous permettre de les recommander dans la
biotechnologie.

Mots clés: antioxydant, Rhamnus alaternus L., polyphénols, DPPH , FRAP.

Abstract

Rhamnus alaternus L. is a shrub that belongs to the family Rhamnaceae. It is a medicinal plant widely used in
traditional medicine in Algeria. The aerial part of the plant (twigs and leaves) was macerated in ethanol in four different
extracts (100%, 70%, 30%, 0%) and a decoction in distilled water (aqueous extract). The aqueous extracts and 70% extract
show significant yields which are 29% and 27% respectively (m / m). The total polyphenol content was determined using the
Folin-Ciocalteu reagent, it is 169.6 + 0.642 (100% extract) and 154.4 + 0.642 (70% extract) ug EAG / mg of extract. The
flavonoids were evaluated by the method using AICI3 aluminum chlorides, the content is remarkably very high in the 70%
extract (190 + 3.14 pug EQ / mg of extract). The antioxidant activity was evaluated using two different methods: the DPPH
free radical scavenging method and the reduction of FRAP potassium ferrocyanide. For the first test; the 70% extract
expresses an excellent activity with an IC50 of 9.72 + 1.96 pg / ml. For the second test the ascorbic acid equivalent
concentration of the reducing compounds is remarkably very high in the 70% extract (156.66 pg EAA / mg of extract). The
results of this work allowed us to affirm that all the extracts of the plant studied have very good antioxidant properties that
could allow us to recommend them in biotechnology.
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