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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 & des fins thérapeutiques & cause de sa richesse en composés actifs. L’objectif
de notre étude est I’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et des rameaux de R. alaternus avec le
chloroforme, ’acétone et 1I’éthanol, effectuer une analyse phytochimique et une évaluation de I’activité antioxydante. Le
rendement le plus élevée est remarqué dans I’extrait chloroformique (7,45%). L’étude phytochimique a permis de mettre en
évidence I’existence d’alcaloides, Composés phénoliques, tanins, flavonoides et des Coumarines. La quantification des
polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode AICI3 a donné des valeurs plus
élevées avec I’extrait chloroformique et ’extrait acétonique ou les valeurs sont de: 328,59 + 0,018 pg EAG/mg d’extrait:
48,32 + 0,004pg EQ/mg d’extrait, respectivement. Ce qui concerne le test DPPH, 1’extrait acétonique a montré la plus
grande activité inhibitrice avec une IC50 de: 5,899+ 0,583 pg/ml. En outre, la méthode de FRAP montre que I’extrait

chloroformique est le plus actif avec une concentrationde0, 074+ 0,006pug EAA/mg d’extrait.

Mots clés: Rhamnus alaternus L, test phytochimique, flavonoides, activité antioxydante.
Abstract

Rhamnus alaternus L is a shrub that belongs to the family Rhamnaceae. It is a medicinal plant widely used in
traditional medicine for therapeutic purposes because of its richness in active compounds. To the objectif of our work is the
extraction of phenolic compounds from its leaves and twigs with chloroform, acetone and ethanol, followed by
phytochemical analysis and finally the evaluation of antioxidant activity. The highest yield is noted in chloroform extract
(7.45%). Phytochemical study has revealed the existence of alkaloids, phenolic compounds, tannins, flavonoids and
coumarins. Quantification of the total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method and flavonoids by the AICI3 method gave
higher values with the chloroformic and the acetone extracts where the values are: 328.59 + 0.018 pg EAG / mgd ' extract,
48, 32 = 0.004 pg EQ / mg of extract, respectively. Regarding the DPPH test, the acetone extract showed the greatest
inhibitory activity with an IC50: 5.899 + 0.583 pg / ml. In addition, the FRAP method shows that the chloroform extract is
the most active with a concentration of 0.074 + 0.006ug EAA / mg of extract.

Key words: Rhamnus alaternus L, phytochemical test, flavonoids, antioxidant activity.
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Fecls: Chlorure de fer.

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power.
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HO™: Radical hydroxyle.
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Introduction

Introduction

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Ce n’est pas seulement di a leur r6le dans des maladies aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

Face aux effets secondaires et aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques,
le développement de la recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers l'obtention de
phyto-médicaments (Ghazghazi et al., 2013) présentés sous diverses formes galéniques
simples répondant a une réglementation précise en matiere d'évaluation portant sur lI'innocuité,
I'efficacité thérapeutique et la stabilité (Cavero et al., 2013; Ghazghazi et al., 2013). Ainsi,
les extraits de plantes tels que les métabolites secondaires ont suscité ces dernieres années un
intérét accru comme source potentielle de molécules naturelles bioactives pouvant constituer
une alternative aux produits de synthése (Ghazghazi et al., 2013; Touaibia et Chaouch.,
2014).

Le meilleur exemple est les polyphénols qui sont en effet doués de multiples vertus
thérapeutiques, ils jouent un role tres important, principalement, dans la lutte contre les
cancers, les maladies cardiovasculaires. Expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la
fabrication des médicaments. lls interviennent aussi dans la protection des plantes contre les
différentes attaques microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte d’une grande

quantité de végétation (Bruneton, 1999).

C’est pour cette raison nous nous sommes intéressés a étudier une plantes médicinale
qui est Rhamnus alaternus L,qui pousse on Algérie et qui est utilisé en médecine

traditionnelle pour avoir ses propriétés médicinale et thérapeutiques.

Rhamnus alaternus une des plantes les plus utilisée dans le bassin méditerranéen, a
cause de ses bienfaits, notamment dans le traitement des complications hépatique, contre la
jaunisse et certaines affections dermatologiques (Ait Youssef, 2006).
certains auteurs de pays méditerranéens ont entrepris des études limitées sur cette plante

comme (Ben Ammar et al., 2007 ; Ben Ammar et al., 2008 ; Djeridane et al., 2007).
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Dans ce cadre, I’objectif de la présente étude est 1/- d’avoir un extrait brut de la partie
aérienne de Rhamnus alaternus L. 2/-réaliser des tests phytochimiques qualitative pour avoir
les déférents constituant de la plante. 3/- réaliser des tests quantitatives pour déterminer le
taux des composés phénoliques ainsi que celui des flavonoides. 4/- déterminer les propriétés

anti-oxydantes des composés phénoliques d’Rhamnus alaternus L.
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Chapitre | : stress oxydant et activité antioxydante

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques,
chimiques et métaboliques. La plupart de ces agressions débouchent sur une expression

commune appelée stress oxydant (Walker et al., 1982).
1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants (Pincemail et al., 1999).Ce déséquilibre peut se produire
quand le systeme de défense antioxydant est surmené par I’augmentation des oxydants, ou
lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production

d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). (Figure 1).

Systemes antioxydants

Enzymatiques Non enzymatiques
[ Sources d’EOR ]
Superoxyde Glutathion
Endogenes Exogénes dismutase. Vitammes C. A E
Catalase Ubiquinone
NADPH oxydase, Toxiques Glutathion Lipoate
Chaine respiratoire environnementaux, peroxydase Pyruvate
mitochondnale, Radiations ronisantes Polyphénols
Peroxysomes, et UV, Champs alimantasnas
Cytochrome Pysg, électnques,
Xanthine oxydase, Xeénobionques pro-
Cyclo-oxygénases, oxydants, Cytokines =
Lipo oxygénases. | pro-inflammatowes

e

L

Figure 1: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Nkhili, 2009).

2 .Les radicaux libres
2.1.Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction enchaine. (Dacosta et

Baenziger, 2003).
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2 .2. La nature des radicaux libres
2.2.1. Les especes réactives de I’oxygéne
a. Le radical anion Superoxyde

C’est la forme réduite de I'oxygéne moléculaire par la réception d'un €lectron, c’est le
premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire
(Harman, 2000).

O, +e 2> 02.-
b. Le peroxyde d'hydrogene

Il n'a pas d'électrons non appariés et n'est donc pas un radical. A pH physiologique,
tout ion peroxyde formé va se protoner pour donner immédiatement du peroxyde
d'’hydrogéne. La nature non ionique de cette molécule lui permet de traverser facilement les
membranes cellulaires et ainsi de diffuser trés facilement d'ou une possibilité d'action a
distance (Halliwell, 1997).

c. Le radical hydroxyle HO'

C’est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé de la réaction de

I’anion peroxyde avec I'hydrogene peroxyde.
02+ H,0,» HO "+ HO + O,

Cependant, une solution de peroxyde d'hydrogene avec des ions ferreux suffit a fournir

des radicaux hydroxyles (Halliwell et al., 1984).
Fe*?+ H,0, 2 Fe™* + HO" + HO|
2.2.2. Espéces réactives de I'azote

a. Le monoxyde d'azote

Est synthétisé par les cellules endothéliales via 1’action de la NO synthétases par
oxydation de I'un des azotes terminaux de lI'acide aminé L-Arginine. NO’ peut réagir avec une
grande variété de substances et de radicaux libres et conduire, par exemple apres réaction avec
H202, a la formation de nitrite (NO2) ou de nitrate (NO3) (Chapelle et al., 2007).

4
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b. Le peroxynitrite

Il est formé suite a la réaction entre O, et NO’, la forme protonnée du radical
peroxynitrite (ONOOH) est un puissant agent oxydant causant des dommages importants

similaires a ceux observés avec le HO" (Barus, 2008).
2.3. Les cibles des radicaux libres

Les cibles principales sont ’ADN et les lipides membranaires et de maniére moins

importante les protéines et les glucides (Lenzi, 2011).
2.3.1. Les composés lipidiques

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires sont les
cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les membranes sont plus particuliérement visées
par le radical hydroxyle capable d'arracher un atome d’hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyde.
Cette réaction est appelée la peroxydation lipidique dont le radical pyroxyle peut,
quant & lui, libérer différents aldéhydes toxiques comme le malondialdéhyde (MDA)
(Kruidenier et al., 2002 ; Valko et al., 2006).

2.3.2. Les composeés protéiques

Les dommages oxydatifs induits sur les protéines par les radicaux libres peuvent
conduire a des modifications structurales (dimérisation, fragmentation, modification des
acides aminés) et ou fonctionnelles (perte de ’activité enzymatique, altération du processus
de protéolyse). Les acides aminés les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la
tyrosine, la phénylalanine, la méthionine et la cystéine. Ainsi le stress oxydant peut
avoir un effet sur la fonction propre d’une protéine mais peut également avoir des

répercussions sur I’ensemble de la régulation cellulaire (Kruidenier et al., 2002).

2.3.3.’ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes, I’arrét des réplications des
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ADN nucléaires et mitochondriaux, 1’arrét de 1’induction de la transcription ou de la

transduction des voies de signalisation. Ils agissent en provoquant des altérations de bases,

des pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins (Hadi, 2004; Valko et al., 2006).
Les cassures observées sont dues aux radicaux OH" issus de la réaction de Fenton en
présence de fer ferreux chélate a certains acides aminés ou aux groupes phosphates de I’ADN.

La prévention de ce processus par l’addition de catalase montre le réle du peroxyde

d’hydrogéne dans les 1ésions de I’ADN (Kruidenier et al., 2002; Hadi, 2004).

3. Les antioxydants
3.1. Définition

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL comme « toute substance qui en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé retarde ou inhibe
I’oxydation de ce substrat », ils interviennent en protégeant les cellules des dommages
oxydatifs induits par les radicaux libres (Pastre et Priymenko, 2007).Les antioxydants
piégent les radicaux libres en inhibant les réactions a I’intérieur des cellules provoquées par

les ROS et RNS (Benbrook, 2005).
3.2. Le systeme de défense des antioxydants

3.2.1. Les antioxydants endogenes (enzymatiques)
a. La catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son réle est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne

en eau et en oxygene moléculaire (Piquet et Hébuterne, 2007).
2 H202>2 H20 + 02
b. Les superoxydes dismutases

Accélere la dismutation de lI'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe
plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganese (Mn-SOD) (Piquet et Hébuterne, 2007).
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C. La glutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogeéne(H202) (Valko et al., 2006).

3.2.2. Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)
a. Les oligo-éléments

Ils interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la lutte contre les

radicaux libres. Parmi eux on cite: le zinc, le sélénium et le manganese (Pastre, 2005).
b. La vitamine E

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane et utilisé
par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique durant la réaction antioxydant (Valko et
al., 2006).

c. La vitamine C

C’est D’antioxydant hydrosoluble majeur, elle réagit rapidement avec 1’anion
superoxyde et I’oxygéne singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogene. Elle est
indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou

les caroténoides (Pourrut, 2008).
d. Les tanins

Sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Diallo, 2005).
e. Les coumarines

Ils sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles,
importants dans la prévention de la peroxydation des lipides membranaires et ils ont une

activité antiperoxydante (Diallo, 2005).
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f. Les caroténoides

Sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus de 600 molécules

notamment le lycopene et le B-carotene, précurseurs de la vitamine A (Marc et al., 2004).
g. Les composeés phenoliques:
Vue leurs propriétés redox, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs,

donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libres et en chélates les ions (Valko et al.,
2006).

h. Les flavonoides

Ils peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du stress
oxydant : par capture directe des especes réactives de 1’oxygene, par chélation de métaux de
transition comme le fer le cuivre ou par inhibition de I’activité de certaines enzymes

responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygeéne comme la xanthine oxydase
(Lahouel et al., 2006).

Chapitre Il: Métabolites secondaires

1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
parles plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). Ils sont caractérisés genéralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (Newnam et Cragg, 2012).Mais ils n’exercent
pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996).
IIs jouent un rble majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de I'organisme dans son écosysteme (Peeking et al., 1987). Les
plus grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés
phénoliques. lls présentent une énorme valeur économique (en particulier pour l'industrie
pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking et al., 1987).
2. Les polyphénols
2.1. Définition

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
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ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999).Ce sont des pigments genéralement responsable de
la teinture des feuilles et les couleurs des fleurs et des fruits. Les principales sources
alimentaires des polyphénols sont les fruits les légumes et les céréales (Martin et
Andriantsitohaina, 2002 ; Bruneton, 2009).

2.2. Classification des polyphénols
Les principaux groupes appartenant aux polyphénols sont les acides phénoliques, les

flavonoides et les tannins
2.2.1. Les acides phénolique

Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al., 2013). Il existe sous
deux formes: les acide hydroxybenzoiques et les acide hydroxycinnamiques (Balasundram
et al., 2006).

a. Les acides hydroxybenzoiques

I1s sont dérivés de I’acide benzoique, et ont une formules du base de type (C6-C1) sept
acide benzoique sont connue : acide p-hhydroxybenzoique, protocathéchique, vanilique,

gallique, syringique, salicylique et gestisique (Macheixetal., 2005 ; Collin etCrouzet, 2011).

b. les acide hydroxycinnamiques
Représentent un groupe tres important des polyphénols, dont la structure de base (C6-
C3) dérive de celle de ID’acide cinnamique. Les molécules de base de la série

hydroxycinnamique sont : I’acide p-coumarique, caféique et férulique (Macheixetal. ,2005).

2.2.2. Les flavonoides

Sont des substances généralement colorées trés répondues chez les végétaux. Plus de
4000 flavonoides ont été répertoriés. Ils protegent les plantes terrestres des radiations
ultraviolettes (Guignard, 2000). Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base
C6-C3-C6. lls possedent un squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux
cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi
I'hétérocycle (C) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2 006). La structure des différents types de
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flavonoides varie par la nature de I’hétérocycle oxygéné (Ribereau-Gayon, 1968).

2.2.3. Les tannins

Les tannins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000Da, ils ont la propriété de précipiter les alcaloides, la
gélatine et d’autres protéines Les tannins sont classés en deux groupes principaux différents

par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés. (Bruneton, 1999).

a. Les tannins condenseés

Ce sont des tanins non hydrolysables (dits catéchiques et proanthocyaniques), ces
tanins sont constitués par le mélange de produits de polymérisation oxydative de catéchines
(flavan-3-ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles). (Richter, 1993).

b. Les tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c’est a dire un noyau central de glucose sur lequel se
fixent au moyen d’une liaison ester, des acides : I’acide gallique pour le groupe des
gallotanins, I’acide ellagique pour le groupe des ellagitanins (Sébastien, 2006).
2 .2.4. Les coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Les coumarines ont une structure de
base (C6-C3) dérivant des acides orthohydrocinnamiques (collin et Crouzet, 2011).
2 .2.5. Les stilbénes

Les stilbénes font partie d’un groupe tés vaste des polyphénols, celui de I’acide
cinnamique. Le resvératrol est le stilbéne le plus étudié (Leray, 2010).
2.2.6. Les lignanes

sont un groupe de phytonutriment largement distribuer dans le regne végétal (Imran et
al., 2015). Ce sont des composés diméres formé par le couplage de deux fragments (C6-C 3)

monomeres dérivées de la voie des phénylpropanpoides (Gilaniet Anderson, 2002).

2.3. Biosynthese des polyphénols

2.3.1. La voie de I’acide shikimique

C’est la voie de biosynthése principale des composés aromatiques (Kening et al.,
1995). Dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques : la
Phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites primaires qui servent de
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précurseurs pour de nombreux de produits naturels (secondaire) tel que les flavonoides, les

acides phénoliques, les coumarines, les alcaloides. (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2001).
2.3.2. La voie de ’acétate

Ce mode de formation plus secondaire consiste a cyclisation des chaines
polycétonique, elles- méme obtenue par condensation de groupement acétate. La

condensation de groupement acétate ne se fait qu’apres carboxylation de I’acétyle COA en

malonyles COA (Merghem, 2009).
2.4. Propriétés antioxydantes des polyphénols

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne (Apak et al.,
2007).Leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes
hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogénes, ils peuvent
réagiravec les ROS de I"oxygene et les RNS, enfin de réaction, le cycle de génération de

nouveaux radicaux est interrompu (Laughton et al., 1989).

D’apres (Pereira et al., 2009). Suite a l'interaction avec les espéces réactives initiales,
la forme radicalaire de l'antioxydant est produite, ayant une plus grande stabilité chimique que
le radical initial. L'interaction des groupes hydroxyle de composés phénoliques avec les
électrons du noyau benzénique donne les radicaux libres, ou le radical est stabilisé par la
délocalisation. Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques est également attribué a
leur capacité a chélater les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres.
Cependant, les composés phénoliques peuvent agir comme des prooxydants. Les polyphénols
peuvent agir selon divers mécanismes :
> Inhibition enzymatique (par la réduction des hydro peroxydes et du peroxyde

d'’hydrogéne).
> Chélation des ions métalliques (par la séquestration des ions métalliques).

> Piégeage des radicaux libres (par des réactions de complexation) (Apak et al., 2007).
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Chapitre lll: Rhamnus alaternus L

Généralités sur Rhamnus alaternus L

1-Description et caracteristiques

Rhamnus alaternus L. est une espece botanique qui appartient a la famille des
Rhamnaceae (Cuoco et al., 2014), c’est une famille endémique d’arbres, arbustes et
herbacées qui contient environ 50 genres et 900 espéces (Richardson et al., 2000). Les

plantes de cette famille sont connue comme especes médicinales possedant diverses propriétés

biologiques (Bas et al., 2005 ; Bhouri et al., 2011). En Algérie, 9 especes végétales
appartenant a 3 genres sont répertoriées dans diverses régions et classées selon leurs

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

La classification des plantes de la famille des Rhamnacea est la suivante (Tableau I).
(MobileReference, 2008).
Tableau I: la classification botanique de R. alaternus L.

Reégne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Reynosia
Sous genre Rhamnus
N Rhmanusalaternus
Espece .
Sous espéce R. alaternus eu-alaternus Maire
(Quezel et Santa, 1963) .

3. Nomenclature

Les noms vernaculaires du nerprun sont mentionnés dans le (Tableau II).
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Tableau I1: les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus L.

Noms (références)

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

Noms targuis et kabyles Ajroudj, Khalis n’imidekh, Amliles (Beloued, 2001).

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

Noms francais Alaterne (Beloued, 2001), Nerprun méditerranéen (lzhaki
et al.,2002)

Noms anglais ItalianBuckthorn, MediterraneanBuckthorn (Akerreta,
2009).

4. Description botanique

Rhamnus alaternus est un arbuste toujours vert, d'origine méditerranéenne
(Akerreta, 2009). a feuilles alternes, ovoides-lancéolées, pétiolées et luisantes, longues de 6
cm sur 3 cm de large, dentées sur leurs bords, coriaces a nervures médianes épaisses,
trinervées a la base; Stipules linéaires petites, caduques, fleurs dioiques et petites de 2-3 mm,
d’un jaune verdatre, en grappes axillaires, plus longues que le pétiole. Calice a 5 lobes
lancéolés, pétales nuls, baies petites de 4-6mm, peu charnues, rouges puis noires a maturité.
La croissance de Rhamnus alaternus .L est lente, cependant sa durée de vie peut aller jusqu'a
100 ans (Beloued, 2001; Bas et al., 2002). La tige est dressée et rameuse, les rameaux sont
alternes, non épineux de 1-5m.
-Floraison : Mars-Auvril (Beloued, 2001). Ses fruits charnus mdrissent a la fin du printemps et
le début de I'été (Gulias et al., 2004).
-Récolte : la récolte des baies se fait en septembre et octobre que 1’on récolte ses pour leurs

propriétés thérapeutiques (Bardin, 2004).

5. Description de I’habitat
Rhamnus alaternus est un arbuste qui est distribué le long du bassin méditerranéen,
I’Asie et Europe (Gulias et al., 2004). Elle se trouve dans les pays d’Afrique du nord : en
Algérie, au Maroc ou elle serait commune en Tunisie, et dans les fourrés du littoral
méditerranéen , en Algérie elle pousse dans les foréts, les rocailles et surtout dans les rochers
des montagnes (Ait Youssef, 2006).
13
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6. Propriété biologique et domaine d’utilisation

En médecine traditionnelle R. alaternusa été employé en tant que digestif, diurétique,
laxatif, astringent, hypotensif et pour le traitement des complications hépatiques et
dermatologiques (Bhouriet al., 2012).ainsi que les problémes cardiovasculaires (Calvo
etCavero, 2014). Des études antérieures ont montré que I'extrait brut de Rhamnus alaternus,
est un puissant antioxydant, antimutagene, antigénotoxique (Ben Ammar et al.,2005; Ben
Ammaret al., 2007; Ben Ammar et al., 2008; Bhouriet al., 2011). antimicrobien (Kosalecet
al., 2013). Les tiges et les feuilles de Rhamnus alaternus étaient utilisees en Algérie- dans le
constantinois, contre la jaunisse et les troubles hépatiques provoqué par le paludisme. Le fruit
était utilisé en Algérie comme purgatif doux ; au Maroc- dans le Haut Atlas et le Moyen

Atlas, il est toujours employé comme laxatif (Ait Youssef, 2006).

7. Composition chimique et biochimique de Rhamnus alaternus

La plante de Rhamnus alaternus est caractérisée par une richesse de substances
phénoliques spécialement les tanins, les anthraquinones tel que 1’émodin, chysophanol,
alaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés des parties aériennes
de Rhamnus alaternus (Izhaki et al., 2002).Elle contient aussi des flavonoides glycosylés tel
que kaempferol 3-O-Bisorhamninoside, rhamnocitrin 3-O-B-isorhamninoside et rhamnetin-3-
O-B-isorhamninoside (Ban Ammar et al., 2009) , et des flavonoides aglycones comme le
kaempferol, quercétine et 1’apigénine (Ben Ammar et al ., 2008 ; Ben Ammar et al .,
2009).Elle est aussi riche en flavones hétérosides (Stocker et al ., 2004) et coumarines (Ben
Ammar et al ., 2005).La pulpe de R. alaternus est composée principalement d’cau (68%), de
minéraux, de lipides, protéineset de fibres (cellulose, hemicellulose et lignine). (Izhaki et al .,
2002).
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1. Matériel
1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de Rhamnus alaternus (rameaux et feuilles) est récoltée a la
fin du mois de janvier 2019 dans la région de Djaéfra (figure 2), qui est située au nord

de Bordj Bou Arreridj. L’identification botanique de 1’espéce a été réalisée au niveau du

département des Sciences Biologiques, Université Mohamed EI Bachir El lbrahim,
Bordj Bou Arreridj.

Figure 2: La plante Rhamnus alaternus (Djaafra).

1.1.2. Appareils et produits chimiques
Rota-vapeur (Buchi), Agitateur magnétique (GP SELECTAS ACE), Etuve
(Memmert), Bain marie (Memmert), Balance de précision (Kern), pH-métre (Hanna),

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

Les solvants organiques utilises dans cette étude sont : chloroforme, acétone, éthanol,

méthanol ont été fournis par Sigma —Aldrich.

Les produits utilisés sont : I’acide trichloracétique (TCA), et I’acide ascorbique
provient de Biochem, I’acide gallique, acid chlorhydrique(HCL) et acid acétique(C,H,0,) de
sigma-Aldrich. Les réactifs chimiques sont : le DPPH, et le trichlorure d’aluminium hydraté
(AICI3; 6H,0) qui ont été fournis par Sigma-Aldrich, le Folin-Ciocalteu (FCR) et le réactif de
Fehling A par Biochem. D’autres produits chimiques utilisés sont : la quercétine, le Chlorure
de fer (Fecls) et Ferricyanure de potassium (KzFe(CN) 6) fournis par Sigma-Aldrich.
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Le butylhydroxytoluéne (BHT) par Fluka. Ammoniaque (NH4OH), chlorure de mercure
(HgCl,), iodure de potassium (KI) et bicarbonate de sodium (Na,CO3), magnésium (Mg) sont

fournis par sigma- Aldrich.

2. Méthodes

2.1. Préparation de la matiére végétale

La partie aérienne de R.alaternus constituée de (rameaux et feuilles) , a été nettoyée
des impuretés, puis séche a température ambiante et a I'ombre pendant quelques jours,
jusqu’elle deviens seche, ensuit broyés a l'aide d'un mortier puis dans un robot électrique
pour avoir une poudre qui est stockées dans des boites fermés et placée dans un endroit a

1’abri de la lumiére et de la chaleur jusqu’a son utilisation (figure 3).

Figure 3: la partie aérienne de Rhamnus alaternus L : (a-fraiche, b-séche, c- poudre).

2.2. Préparation des extraits
L'extraction de la partie arienne (rameaux et feuilles) de R. alaternes a été préparée a
I’aide d’un Soxhlet selon la méthode décrite par (Sokmen et al. 1999) avec quelques
modifications. La matiére végétale broyée (30g) est placé dans une cartouche qui sera mise en
contact avec les solvants d’extractions qui sont par ordre : chloroforme, acétone, éthanol
absolu (250ml) pendant 3h. La cartouche est ensuite retirés et les solvants sont évaporés
grace a un évaporateur rotatif (BUCHI) & une température de 45°C ensuite sont placées dans
une étuve 40°C pendant 24 h. Les extraits secs sont conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a
leurs utilisations.
% Pour chaque extrait, le rendement d’extraction, est exprimé en pourcentage par la

formule suivante :
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R%= M/ Mox 100
R%: Rendement exprimé en %
M: Masse en gramme de I’extrait sec résultant

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

2.3. Tests phytochimiques

2.3.1. Epuisement du matériel végétal avec de ’eau chaude

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 20 g de matériel végétal est

mélangé avec 200 ml d’eau. Le mélange est porté au systéme reflux pendant une heure.
Ensuite, le mélange est filtré et I’extrait aqueux est soumis a des tests mentionnés (Figure 4).
2.3.1.1. Saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait
aqueux, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laisse pendant 20

minutes (figure 4) et la teneur en saponosides est évaluée:
Pas de mousse = test négatif

v Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
v Mousse de 1-2 cm = test positif
v" Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Trease et Evans, 1987).

2.1.3.2. Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 1 ml de I’extrait aqueux, 1ml

d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeClz diluée. L’apparition d’une coloration verte foncée

ou bleu-vert indique la présence des tanins (figure 4) (Trease et Evans, 1987).
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10 g du matériel végétal
dans 60 ml d’eau (reflux

A

Filtration

4
Solution extractive

agueuse
\ 4
\ 4
2 ml de solution + peu 1 ml de solution + 1 ml H,0
d’eau +13
+ forte agitation 2 gouttes de solution de feCls
dilué
y
Ecume persistance (en 20 Coloration vert foncé ou
min) bleu vert
\ 4
Saponosides Tanins
(Trease et Evans, 1987) (Trease et Evans, 1987)

Figure 4: Schéma récapitulatif le protocole d’epuisement du matériel végétal avec de 1’eau
2.3.2. Epuisement du matériel végétal avec I’éthanol

20 g de matériel végetal est mis en présence de 60 ml d’éthanol. L’ensemble est porté a
reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et 1’extrait éthanolique est soumis aux

tests illustré dans (Figure 5).
2.3.2.1. Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de 1’extrait éthanolique

avec 1 ml d’HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides
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est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe apres 3 minutes (figure 5)
(Debrayb et al., 1971; Paris et al, 1969).

2.3.2.2. Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de [’extrait

éthanolique, 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCls diluée. Un test révélé par

I’apparition d’une coloration bleu- noire (tanins galliques), bleu-vert (tanins cathéchiques)
(figure 5) (Trease et Evans, 1987).

2.3.2.3. Composés phénoliques

Leur détection consiste a traiter 1 ml de I’extrait éthanolique avec 2 ml d’eau distillée

et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer le tout. Un test positif est révélé par la

formation d’un précipité rouge-brique (figure 5) (Trease et Evans, 1987).

10 g du matériel végétal dans 60 ml d’éthanol (reflux 1 h)

L

Filtration

Solution extractive alcooliaue

4

\

5 ml de solution + 1 ml
HCI + 0,5 g de Mg

1 ml de solution + 2 ml H,O+
20gouttes de réactif de Fehling+
chauffage

1ml de solution+2mIH,O0+2a
3 gouttes de solution de FeCls

i/ v
V! N
Coloration rosg ou rouge Précipité rouge brique Coloration Coloration
(en 3 min) bleu-vert bleu-noire
v \/ v 2
Flavonoides Composés phénoliques Tanins Tanins
(Debrayb et al., 1971 ; (Trease et Evans, 1987) cathéchiques galliques
Paris et al. 1969). (Trease et

(Trease et Evans,
1987).

Evans, 1987)

Figure 5 : Schéma récapitulatif le protocole d’epuisement du matériel végétal avec 1’éthanol.

19




Matériel et méthodes

2.4. Autres métabolites secondaires

2.4.1. Coumarines

1 g d’échantillon de la poudre végétal est placé dans un tube a essai en présence de
quelque gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert avec un papier imbibé d’une solution de
NaOH et porté dans un bain marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0,5 ml deNH4OH
dilué (10%) et on va mettre deux taches sur un papier filtre qui sont examinées sous la lumiére
ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Figure 6)
(Rizk, 1982).

2.4.2. Alcaloides
Préparation du réactif

Réactif de WAGNER

v’ 2giodure de potacium
v’ 1.27g d’iode
v'100ml d’eau distillée

Le test

Nous avons procedé a une macération sous agitation pendant 24 h de 10 g de la poudre
végétale dans 50 ml de H2SOa4 dilué au 1/10 a la température ambiante du laboratoire. Apres
filtration sur un papier lavé a ’eau distillée et de maniéere a obtenir environ 50 ml de filtrat,
Iml du macéré est introduit dans un tube 2-3 gouttes de réactif de Wagner ont été ajouté. La
présence d’une turbidité ou d’un précipité, aprés 15 minutes indique la présence d’alcaloides

(Figure 6) (Paris et al., 1969).
2.4.3. Anthocyanes

2 ml d’infusé aqueux sont ajoutés a 2 ml de HCL 2N. L’apparition d’une coloration

rose- rouge qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence

d’anthocyanes (Figure 6) (Debrayb et al., 1971 ; Paris et al, 1969).
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Infusion de 5 g de poudre
végétale dans 100 ml d’eau
bouillante (15 min)

1 g de poudre végétale
+ quelgues gouttes
d’eau

Macération de 10 g de poudre végétale
dans 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10 (24
h)

\/ N \/
Filtration Couvrir le tube par un Filtration
papier imbibé
Vi v Vi

2 ml d’infusé + 2 ml HC1 (2N) +
quelques gouttes d’ammoniac

V)

Bain marie (quelques
minutes) + 0,5 ml de
NH40H

1ml du macéré + quelques
gouttes de réactif

Coloration rose ou rouge qui
vire au bleu- violacé

\]

v

Fluorescence (UV)

2-3 gouttes de réactif de Wagner
(précipité brun)

!

v

\2

Anthocyanes (Debrayb et
al, 1971 ; Paris et al, 1969).

Coumarines (Rizk,
1982).

Alcaloides (Paris et al, 1969).

Figure 6: Schéma récapitulatif

métabolites secondaires.

3. Dosage des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

le protocole des Tests phytochimiques pour

autres

Le dosage des polyphénols totaux se fait par le réactif de Folin-Ciocalteu. (Singleton

et Rossi, 1965).Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleue de tungsténe et de molybdéne
(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise
entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les

extraits vegétaux. (Boizot et Charpentier, 2006).
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Mise en ceuvre pratique

a) préparation des solutions

-folin-ciocalteu a 10% :10ml du réactif dans une fiole gaugé de 100ml et compléter au trais de
gauge avec I’eau distillée.
-Na,CO3 a 7.5% : 7.5g dans 100ml d’eau distillée.

b) mode opératoire

Un volume de 200 ul de chaque extrait végétale dilué dans (chloroforme, Acétone,
éthanol) est introduit dans des tubes a essai, est mélanger avec 1ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois. Apres une incubation pendant 4 minutes un volume du 0,8 ml de
carbonate de sodium & 7.5% est additionne. Les tubes sont incubés 2 heures a I’obscurité.
L’absorbance est mesuré a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre. Le blanc
du test contient 200 ul de solvant, 1 ml de folin et 800 ul de Na,COs.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique comme contrdle positif. Pour chaque extrait, le test est
réalisé en triplicata. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent acide gallique par

milligramme de la matiere végétale seche (ug EAG /mg d’extrait).

3.2. Dosage des flavonoides

Principe

L’estimation de la teneur en flavonoides dans nos extraits est réalisée par la méthode
de (Djeridane et al., 2006). Le principe est basé sur I’interaction de groupement hydroxyle
des flavonoides avec le chlorure d’aluminium, qui se traduit par un complexe jaunatre dont

I’intensité optique est mesurée a 430 nm.

Mise en ceuvre pratique

a) préparation des solutions

-chlorure d’aluminium a 2% :2g dans 100ml de solvant.
b) mode opératoire

1 ml de chaque extrait avec dilutions convenables sont ajoutés a 1 ml d’AlICI3 (2 %)
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Apres 15 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm. Le blanc du test contient 1ml

d’extrait et Iml de solvant, le test est réalisé en triplicata. Les concentrations des flavonoides
sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la quercétine (0- 35ug/ml), et

sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug

EQ/mg).
4. Tests d’activités antioxydantes in vitro

4.1. Test de piégeage du radical DPPH

Principe

Le DPPH- (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence des composes anti-radicalaires, le radical DPPH-
est reduit en diphényle picryl hydrazine de couleur virant au jaune. Les absorbances mesurées
a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est

proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon (Parejo et al., 2002).

Mode opératoire

Dans la présente étude, ce test a été évalué suivant le protocole de (Shirwaikar et
al.,2006) . La solution du DPPH est préparée a I’ avance par solubilisation de 4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. Brievement, 0,5 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,1
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 garde a I’abri de la lumiére 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 compose 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 opératoires.

L'activité antioxydante, qui exprime les capacités de piéger le radicale libre est
estimé par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol (Inhibition

% ou 1%) suivant la formule suivante :

1 % = (Ac—At/Ac) x100
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Ac: Absorbance de control

At: Absorbance du test — absorbance du blanc du test

Les résultats obtenus pour chaque concentration d’extrait testé ont été comparé par rapport a

ceux obtenus par le BHT et quercétine qui sont pris comme antioxydant standards.

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

L’IC50 est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH. Les IC50 sont calcules graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des extraits testés (Torres et al., 2006). La valeur
d’IC50 la plus faible correspond a I’efficacité de 1’extrait la plus élevée. La valeur de I’'IC50
est exprimée en ug/ml. Pour toute I’expérimentation, chaque test est réalisé en triplicata et les
résultats ont été calcules par la moyenne des trois essais. (3 répétitions pour chaque

concentration).
4.2. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur (FRAP) d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant.
Cette technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®" présent dans le complexe KzFe(CN)6 en fer ferreux (Fe?). En effet le Fe3+
participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée & 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,

2006).

Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par
(Amarowiez et al., 2004). Elle consiste a mélanger 1,5ml de I’extrait avec 1 ml de tampon
phosphate (0,2 M, Ph 6,6), et Iml d’une solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6 &
1%). Le mélange obtenu est incube a 50C° pendant 20min, puis on ajoute 1ml de I’acide
trichloracetique (TCA) a 10% sont ajoutes pour stopper la réaction. Le mélange est centrifuge
a 3000g pendant 10 min & température ambiante.1,5 ml de surnageant sont additionnes puis
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1,5ml d’eau distillée et 0,3 ml de chlorure de fer (FeCls3) a 0,1%. L’absorbance du milieu
réactionnel est déterminee a 700nm.

Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que ’extrait est remplace par le solvant.
Les concentrations en composes 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 milligramme de poids sec de I’extrait (EAA pg/mg d’extrait).

5. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne £SD (déviation standard).
(n= 3). Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées a partir de la
courbe [% inhibition = f (concentrations)] et le programme Origin 2015. Les comparaisons
Statistiques ont été faites par I’analyse ANOVA, les résultats sont considérées statistiquement
significatif a partir de P<0.05. Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft
Excel 2007.
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Résultats et discussion

1. Rendements des extractions

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure7.

8,00% -
g 7,00% -
B 6,00% -
©
= 5,00% -
S _ 4,00%
© © ] o
S
= 3,00% -
[¢D)
g 2,00% -
g 1,00% -
o 0,00% -

chloroforme acétone éthanol
les extraits

Figure 7 : Rendements des extraits dela plante R. alaternus.

Une extraction par soxhlet a ete réalisée sur 30g de la poudre de PARF du R.
alaternus avec 250ml des solvants (chloroforme, acétone, 1’éthanol). Aprés extraction de

I’échantillon et évaporation du solvant, on a obtenu des rendements élucidés dans la figure 7.

Les résultats obtenus montrent que le rendement le plus elevé a été observé chez
I’extrait chloroformique (7,45%) suivis de I’extrait acétonique avec un rendement du (4,26%)

tandis que 1’extrait éthanolique a présenté le plus faible rendement (4,03%).

La différence dans le rendement entre les trois extraits set due a la différence de la
nature chimique des composés phénoliques de ’extrait et la nature de solvant utilisé. La
différence dans les polarités des solvants d’extraction influence la solubilité des constituants

chimiques d’un extrait ainsi que le rendement d’extraction (Sulaiman et al., 2011).
Ce qui explique les teneurs obtenues avec les trois solvants utiliseé.

Dans une étude réalisée par (Ben Ammar et al., 2008). Sur la méme espece (R.
alaternus) originaire de Tunisie, la macération des feuilles dans le méthanol suivi par le
butanol saturée en eau a donné un rendement de 9 %.Tandis que L’étude mené  par
(Harrare., 2012) a signalé un rendement de 10% pour les racines de R. alternus obtenus par
soxhlet en utilisant le méthanol comme solvant.

Ses résultats sont assez proches que celle trouvés chez I’extrait chloroformique (7,45%).
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D’autres résultats différents ont été trouvés par (Boussahel et al., 2013) sur la méme
espece récoltes aussi de Bordj Bou Arreridj, la macération dans le méthanol et d’autre dans
I’eau distillée a donnée des rendements de 14,48% et 14,20% respectivement, ces résultats
sont élever par apport a notre résultats.

La période de récolte de la plante, la procédure de séchage, la granulométrie des
Particules, le temps de macération, le volume ainsi que la nature du solvant, constituent les
parametres susceptibles d’influencer le taux d’extraction et affecter ainsi Dactivité
antioxydant des extraits (Hayouni et al., 2007).

2. Testes phytochimiques

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur le matériel végétal
broyé de Rhamnus alaternus sont mentionnés dans le tableau I11.

Tableau Il : Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques
recherchés dans la poudre de différentes parties de la plante.

Types d’extrait et de Résultats | Résultats
substances Recherchée (+/-) | (photos)
L
| R
Extrait Saponosides - t ,
aqueux M
J
. 1
Tanins +
-l
I
| B
Composés + &
phénolique ‘ j
Extrait i
éthanolique _ +
Tanins
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Flavonoides

Alcaloides +

Coumarines +

Anthocyanes

+ : présence des substances

= : Absence des substances

Le screening phytochimique permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus vegétaux de la plante. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la

lumiere ultraviolette.

La présence des différent classes de métabolites secondaire: flavonoides, tanins

(galliques) les comarins et les alcaloides et I’absence des anthocyanes, Saponosides.

La comparaison avec les données de la littérature n’est pas aisée, tant divers facteurs
(vegétal, saison, climat, variété, procédé¢ d’extraction, solvant utilisé,...etc.) peuvent

influencer la détection des différentes groupements photochimiques (Chelghoum, 2016).
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3. Analyses quantitatives des extraits

3.1. Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrie
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. (Singleton et Ross, 1965). Les résultats obtenus sont
exprimés en microgrammes équivalent acide gallique par milligramme de la matiere végétale

seche (ug EAG /mg d’extrait) (figure8).
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Figure 8: Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Teneure en polyphénoles
(ng EAG/mg d'E)
S & 8 & 8 &

wu
o
1

o
I

Chloroforme acétone éthanol

Les extraits

Figure 9 : Teneurs en polyphénols des trois extraits de R. alaternus. (Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais + SD).

* = la différence est significative (P<0,05) par rapport a I’extrait chloroformique.

Pour les trois extraits de la plante étudiée Rhamnus alaternus les teneurs en phénols
totaux (figure 9) été variables. L’extrait chloroformique a présenté un résultat
significativement plus élevée d’une valeur (328,59 + 0,018ug EAG/mg d’extrait) par apport &
I’extrait acétonique et éthanolique (282,98 + 0,006 ; 249,64 + 0,007 pg EAG/mg d’extrait
respectivement). Aucune différence significative a été remarqué entre les extraits (acétonique
et éthanolique).Cette déférence entre les trois extraits peut étre expliquée par les déférences

entre les solvants.

Dans d’autres résultats en prenant le méthanol comme solvant,( Kosalec et al ., 2013)
ont eu une quantité des polyphénols totaux égale a 38,4 = 1,56 mg EAG/g d’extrait. Ainsi,
Boussahel et al (2013) ont obtenu 33,65 + 2,5 mg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont
inférieure a nos résultat Tandis que Ben Ammar et ses collaborateurs(2007) ont dévoilé
que I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ 138 + 9 mg

EAG/ g d’extrait. Ces résultats sont notamment inferieures a nos résultats.
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Cette variation peut étre attribuée au phénomene de dégradation thermique, les
composés phénoliques étant thermosensible et a cause de la polarité différente des solvants
utilisées et aussi la capacité de solubilisation des composés phénoliques dans les différents

solvants utilisés.

3.2. Teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été realisé par la méthode colorimétrique décrite par
(Djeridane et al., 2006). La quercétine considérée comme contréle positif a permis de
réaliser une courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des différents
extraits qui est exprimé¢ en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg). (Figure 10).

1,6 -
1,4 -
1,2 -
1 .
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
O .
0 10 20 30 40 50
concentration de quercétine (ug/ml)

y =0,0377x - 0,0308
R?=0,9989

Absorbance a 430 nm

Figure 10: Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 11: Teneurs en flavonoides totaux des trois extraits de R. alaternus. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD).
** = la différence est tres significative (P<0,01) par rapport & I’extrait acétonique.
***=|a différence est hautement significative (P<0,001) par rapport a I’extrait acétonique.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figure 11, D’extrait acetonique présente le
meilleure résultat dans ce test avec une teneur (48, 32 £ 0,004pg EQ/mg d’extrait), ce résultat
est trés significativement élevé par apport a 1’extrait éthanolique (40,63 + 0,008 ug EQ/mg
d’extrait), et hautement significativement élevé par apport a 1’extrait chloroformique (15,96 +
0,004 pg EQ/mg d’extrait).cette déférence peut étre expliquer parce que les flavonoides sont

solubiliser dans le solvants éthanol plus beaucoup que les solvants acétone et chloroforme.

Une étude réalisée par Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) a rapporté que
I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ 283+11mg
EQ/g E. ainsi que, Boussahel et ses collaborateurs (2013) ont confirmé la présence des
flavonoides chez cette espéce de teneurs de 61.12 + 1.2017mg EQ/g d’extrait fraiche pour
I’extrait méthanolique des feuilles de la méme espéce qu’ils ont récolté de la région Teniet En

Nasr Bordj—Bou-Arriridj, ces résultats sont notamment supérieures & nos résultats obtenus.

4. Activité antioxydante

Les deux types de tests que nous avons utilisés pour évaluer I’activité antioxydante des
extraits de plante sont: le radical DPPH et le test FRAP.

4.1. Effet « scavenging » du radical 2,2°-Diphényl-1-picrylhydrazyle

Le DPPH- (2,2’-Diphényl-1-picrylhydrazyle) est largement utilisé pour estimer la
capacité¢ des substances d’agir en tant que piégeurs des radicaux libres ou donateurs
d’hydrogéne, et d’évaluer ainsi leur activité antioxydante (Milardovic et al., 2006). La
capacité a piéger ces radicaux libres est proportionnelle a la concentration de la substance
antioxydante (Luis et al., 2006 ).

Les graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur
en fonction de la concentration de chaque extrait. D’apres les résultats représentés dans les

figures 12, 13, 14.11 semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
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I’augmentation de la concentration soit pour les standards (quercétine, BHT) ou pour les

différents extraits de la plante.
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Figure 12: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe du standard BHT. (Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais £ SD).
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Figure 13: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe du standard quercétrine. (Chaque
valeur représente la moyenne de trois essais £ SD).
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Figure 14 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe des extraits (chloroformique,

acétonique, éthanolique). (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais £ SD).

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir de 1’IC50,

c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la Valeur de

I’IC50 est petite plus 1’extrait est considére comme un antioxydant puissant. (Kumbhare et
al., 2012 ; Khoudali et al ., 2014 ; Hebi et Eddouks, 2016).
Pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH est

déterminée. Les ICso des extraits et des standards sont représentés dans le tableau 4.

Tableau IV: le pouvoir antioxydant exprimé par 1Cso des antioxydants de références et des

extraits testés.

Les extraits

Les ICso+ Ecart type (en pg/ml)

BHT 409,1+ 3,535***
Quercétine 2,118 +0,008
Extrait du chloroforme 8,041+ 0,117**
Extrait de 1’acétone 5,899+ 0,583
Extrait de 1’ éthanol 15,211+ 0,744**

** = |a différence est tres significative p<0.01 par rapport au standard quercétine.

***= |a différence est hautement significative p<0.001 par rapport au standard quercétine.
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A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés le BHT et
quercétine D’apres les résultats présentés dans le tableau 1V, 1’extrait acétonique était aussi
active que le standard positive (quercetine) avec des IC50= 5,899+ 0,583 ; 2,118 +0,008
Hg /ml respectivement, car aucune différence significative n’a été remarqué entre eux. Par
contre I’extrait chloroformique et éthanolique présentent des différences trés significative
avec la quercétine avec des ICso= 8,041+ 0,117 ; 15,211+ 0,744ug /ml respectivement, donc
ils sont moins actifs que I’extrait acétonique . Alors le meilleure extrait qui présent 1’activité

anti oxydante la plus élever est I’extrait acétonique.

Cette différence peut étre dus a la polarité des molécules est contribué a

I’augmentation d 1’activité anti radicalaires.

Une étude menée par (Ben ammar et al., 2008) sur les feuilles de la méme espece de
plante de la Tunisie a montré une 1Cso de 19 pg/ml, lorsque I’extraction a été menée par le
méthanol suivie par une extraction dans le butanol sature en eau. Cette valeur est assez proche

a celle trouvée avec L’extrait éthanol (15,211+ 0,744 pg / ml).

D’autre résultat ont été montré par le méme groupe de chercheurs sur les écorces et les
racines mélangées, une 1Cso qui est de 7 pg/ml, lorsque I’extraction a été menée par le
méthanol suivie par une extraction dans le butanol sature en eau. Cette valeur est nettement
proch a celle trouvée avec I’extraits chloroforme et acétone (8,041+ 0,117, 5,899+ 0,583 g/

ml).

Kosalec et ses collaborateurs., 2013 ainsi que, Khettal et ses collaborateurs., 2011
ont remarqué que la méme espéce de plante présente des ICso de 78,7+ 3,16 pg/ml et 50 pug/ml
respectivement. Ces résultats sont supérieur & nos extraits.

Dans une autre étude menée par (Boussahel et al., 2013) sur la méme espece de
Plante, une ICs = 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. Cette différence entre ces résultats pourrait s’expliquer par la nature des
composes phénoliques contenus dans 1’extrait qui est influencé par la période de récolte,
sachant que nos échantillons ont été récoltés au mois de janvier. Elle pourrait s’expliquer

aussi par la différence des conditions climatique et celles du sol ou la plante est cultivée, mais
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essentiellement par la polarité des solvants utilisés et la quantité des composés phénoliques
contenants dans nos extraits.

Il est évident que la forte activité des extraits bruts est attribuée a leur richesse en
composés phénoliques (Sousa et al. ,2008 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012
;Boumerfeg et al.,2012; Bentabet et al., 2014 ) qui possédent la plus forte teneur en
molécules dosées (polyphénols, flavonoides et tanins).

La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de composé
antioxydant ce qui influe I’évaluation de 1’activité antioxydante (Hayouni et al., 2007).

(Athamena et al., 2010) démontrent que les polyphénols semblent étre des donateurs
efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Les autres
composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre negligés, parce que la synergie entre les
différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans l'activité biologique.

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels
a piéger les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de paramétres: la dose,
la structure, les substituant et le degré de polymérisation de la molécule (Kitagawa et
al.,1992).
4.2. Le pouvoir réducteur du fer

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique
Fe3+ en fer ferreux Fe2+. La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydantes
(Karagozler et al, 2008).

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 ; Tep et al., 2005).

Le présent travail a opté pour tester les différents extraits de la plante étudiée. Les
valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait qui présentant la
variation du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction de differes concentration
(figures15).
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Figurel5: Le pouvoir réducteur des extraits de la plante (chaque valeurreprésente la moyenne

de trois essais + SD).

Les résultats représentés dans la figures 36 ont montré que la capacité de réduction est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons (Ozturk et al., 2007
; Su et al, 2008 ; Liuk et al, 2009).

Les résultats (figure 15), montrent que la capacité a réduire le fer est presque la méme
pour I’extrait acétone et éthanol jusque la concentration (0,5ug/ml) le pouvoir réducteur de
I’extrait acétone et augmente par apport 1’extrait éthanol, mais les deux extraits sont
inférieure par apport a D’extrait chloroforme. Pour une meilleure comparaison entre les
différents extraits et le standard on a exprimé le pouvoir réducteur en équivalence a 1’acide
ascorbique. La concentration des composés réducteurs dans I’extrait est exprimé en
microgramme  équivalent acide ascorbique /mg d’extrait et déterminer par 1’équation de
type : y=18,19x+0,0804 sachant que R2-=0,9993 (figurel6).

Les résultats obtenus ont été illustrés graphiquement (figure 17).
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Figure 17: Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée par la
méthode FRAP (chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).

* = la différence est significative p<0.05 par rapport & I’extrait chloroformique.

** = |a différence est trés significative p<0.01 par rapport a I’extrait chloroformique.
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Les résultats d’activité réductrice exprimés en pg équivalent acide ascorbique /mg
d’extrait montrent clairement que 1’extrait chloroformique présente le pouvoir reducteur le

plus active avec une concentration égale 0,074+ 0,006ug EAA/ mg d’E, et significativement

plus élevée par apport a 1’extrait éthanolique (0,035+0,004EAA/ mg d’extrait).
et trés significative par apport a 1’extrait acétonique (0,043+0,0005ugEAA/ mg d’extrait).

La présence des composés réducteurs dans les extraits de notre plante induit la
réduction du complexe ferricyanure (Fe3+) en ions ferreux (Fe2+) qui réagissent comme
donneurs d’électrons. L’absorbance reflétant la quantité des composés antioxydants présents
dans 1’échantillon testé, cette mesure permet une évaluation semi-quantitative des composés

participant a la réaction réductrice (Figure18) (Tepe et al., 2007 ; Rice-Evans et al., 1995).

R R ] R
OH o} o o
@: + Fe - @: "\Fez—___ (i + Fo' — @ + Fe
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Figure 18: Mécanisme de réduction du Fer par les polyphénols (Perron Brumaghim, 2009).

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
(Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014 ).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Rhamnus alaternus est une plante trés répondue dans le
nord de 1’Algérie et vu son utilisation local comme plante médicinale, elle présente un grand
intérét pharmacologique.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique (qualitatives)
ainsi que le dosage des polyphénols et des flavonoides , le pouvoir antioxydant de différents
extraits de Rhamnus alaternus a testé.

L’extraction effectué par soxhlet sur la poudre de R. alaternus montre que 1’extrait
chloroformique présente le rendement le plus élevé par rapport aux autre extraits ce qui
montre que le rendement est différent en fonction de solvant d’extraction.

Les tests phytochimiques qualitatives réalisés par les réactions de caractérisation ont
permis de mettre en évidence des flavonoides, des tanins, des coumarine, des alcaloides.

L’analyse quantitative des trois extraits, a montré des résultats importants pour le
dosage des polyphénols totaux et méme des flavonoides. Dans le teste du dosage des
polyphénols, 1’extrait chloroformique présente la teneur la plus élevé, par contre dans le teste
de dosage des flavonoides 1’extrait acétonique est considéré comme 1’extrait qui présente les
meilleurs résultats par rapport aux autre extrait

L’activité antioxydante a été déterminée, elle montre que les trois extraits de la
plante étudiée présentent des propriétés antioxydantes remarquables. Cependant 1’extrait
acétonique est plus actif que les autres extraits vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH
par contre 1’extrait chloroformique présent ’activité le élevé dans le teste de réduction des
ions du fer.

Globalement, la plante choisie dans ce travail contient des molécules tres
intéressantes considérées comme des agents antioxydants qui peuvent étre employées pour
des applications therapeutiques, contribuant ainsi de maniere trés efficaces a la prévention des
déférents maladies.

Comme perspectives on peut proposer :

v’ d’évaluer I’activité antioxydante par d’autres méthodes et de faire des tests in vivo afin
de confirmer les activités observées in-vitro et déterminer de nouveaux agents
thérapeutiques .ainsi une étude de la toxicité des principes actifs

v’ élargir le champ de recherche et d'étudier d'autre activité : Activité antimicrobienne,
antivirale, antienzymatiques antidiabétique et cytotoxique.
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