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Introduction [N

Introduction

Du fait de leurs abondances dans la nature et de leurs utilisations par les populations
indigénes pour se soigner, certaines plantes se sont imposées dans le monde médicinal.
Cependant, la médecine traditionnelle réunit I'ensemble des connaissances, compétences et
pratiques basées sur les théories, croyances et expériences auxquelles différentes cultures ont
recours pour entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou soigner des
maladies physiques et mentales (OMS, 2009).

Rhamnus alaternus L une des plantes les plus utilisées dans le bassin méditerranéen, a
cause de ses bienfaits, notamment dans le traitement des complications hépatiques, contre la
jaunisse et certaines affections dermatologiques (Ait Youssef, 2006).

La valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites secondaires, notamment
les composés phénoliques qui constituent une richesse largement exploitée par les industries
agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique (Nkhili, 2009).

Les flavonoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, antibactériennes,
antivirales, antiinflammatoires, antiprolifératives, régulatrices de systémes enzymatiques ...etc.
Ces activités ont trés souvent un lien avec leur activité antioxydante et notamment leur capacité
a piéger les radicaux libres, chélater les ions métalliques ou inhiber les enzymes responsables
de la formation de radicaux.

Dans une situation  physiopathologique, un  déséquilibre  du  statu
prooxydants/antioxydants surviendra ; état de stress oxydatif. Pour cette raison, on a choisi,
dans la présente étude, la plante Rhamnus alaternus L comme une source d’antioxydants
naturels.

L’objectif du présent travail est donc de démontrer la richesse en polyphénols et
d’évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des feuilles de Rhamnus alaternus L.

Le présent travail est structuré en deux parties :

- L’extraction et 1’analyse phytochimique de différents composés phénoliques de la partie
aérienne de la plante.
- Le deuxiéme volet est consacré a 1’étude de ’activité antioxydante in vitro par 1’utilisation de

deux méthodes : activité scavenger du radicaux libres DPPH" et ABTS ",
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Chapitre | Généralités sur Rhamnus alaternus L [

I.1. Description botanique

Les Rhamnacées sont une famille cosmopolite d’arbres, arbustes, plantes grimpantes,
qui sont constituées de 59 genres et environ 900 espéces, y compris Rhamnus qui comprend
110 especes (Marzouk et al., 1999). Ce sont des espéces médicinales bien connues possédant
diverses propriétés biologiques. Rhamnus alaternus L est un arbuste qui est distribué le long du
bassin méditerranéen (Gulias et al., 2004). Elle se trouve dans les pays d’Afrique du nord : en
Algérie, au Maroc et 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).

R. alaternus L a une longévité de 100 ans (Bas et al., 2009), de 2-6 m de hauteur
(Tsahar, 2001). Les feuilles sont persistantes et natives, alternes, épaisses, de formes variées,
lancéolées, luisantes et vertes dessus, plus pales dessous. Les fleurs petites, unisexuees, de
couleurs jaunatres, réunies en petites grappes latérales, qui appariassent a la fin d'hiver et au
début du printemps. Cela produit des fruits sphériques, leurs surfaces sont d’abord rouges, puis
devient noires a la maturité, qui marissent en fin de printemps et début de 1’été. (Bayer et al.,
1990 ; Rameau et Mansion, 2008 ; Bas et al., 2009 ; Miralles et al., 2010 ; El Aou-Ouad.,
2015).

Figure 1 : Photos de Rhamnus alaternus L (photos originales).
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1.2. Classification botanique
R. alaternus L appartient a la classe des Magnoliopsida-Dicotylédones, a la famille des
Rhamnaceae et au genre Rhamnus. La classification botanique complete de la plante est

représentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau I : Classification botanique de R. alaternus L (Yi-ling et Pan-kai, 1982).

Taxon Nom
Domaine Eukaryota- eucaryote
Regne Plantae-Végétal
Sous régne Viridaeplantae- Plantes vertes
Regne Magnoliophyta- plantes a fleurs
Sous phylum Spermatophytina-plantes a graines
Infraphylum Angiospermae-Angiosperme
Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous classe Rosida
Super ordre Rhamnanae
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus
Espéce Rhamnus alaternus L
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1.3. Les noms vernaculaires

Le nom de genre Rhamnus provient du grec rhamnos, nom du Nerprun purgatif et le
nom d'espéce alaternus est I'ancien nom latin de la plante. En arabe : Soitfair, Oud EIl-khir ou
bien Safir. En Kabyle : Mélilés. En anglais : alaternus barrem pruvet. En Francais : Nerprun,
alaterne, sanguin blanc. (Rameaun et Mansion, 2008).
1.4. Composition chimique et biochimique

R. alaternus L est caractérisée d'un point de vue phytochimique par I'abondance des
substances phénoliques, particulierement les tannins, anthraquinones comme [’émodin,
chysophanol, alaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés a partir
des parties aériennes de R. alaternus L (Izhaki et al., 2002 ; Ben Ammar et al., 2007).
Des flavonoides aglycones, comme le kaempférol, la quercétine et 1’apéginine (Figure 2)
(Wojdylo et al., 2007), et des flavonoides glycosylés tel que le kaempférol-3
Obisorhamninoside (1), rhamnocitrin  3-Ob-isorhamninoside (2) et rhamnétine-3-
Obisorhamninoside (3) (Figure 3) (Ben Ammar et al., 2009).

Quercetine Kaempferol Apégenine

Figure 2 : Structure chimique de quelques flavonoides aglycones de R. alaternus L (Wojdylo
et al.,2007).

), 258
1z OH H
2= OCH S H
3 OCH OH

Figure 3 : Structure chimique de quelques flavonoides glycosylés de R. alaternus L (Ben

Ammar et al., 2009).
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La pulpe de R. alaternus L est composée principalement d’eau (68 %), de minéraux (Fe,
Zn, Mn, K, Na, Ca*?, Mg, P, Cu) dont le plus abondant est le K (12,90 %), de lipides, protéines
et de fibres (cellulose, hémicellulose et lignine). Les fruits relativement volumineux de R.
alaternus L contiennent plus d’eau et de Phosphore, les fruits de taille intermédiaire contiennent
plus de lipides, Magnésium et de Calcium et les fruits plus petits contiennent plus de protéines,
Potassium et zinc. Des données prouvent que la pulpe de fruit contient toujours moins d’émodin
que les feuilles (Izhaki et al., 2002).

I.5. Utilisation dans la médecine traditionnelle

R. alaternus L est 'une des espéces utilisées généralement dans le programme de
reboisement dans la méditerranée, en raison de sa capacité de survivre dans les environnements
xeriques (Gulias et al., 2004). Les tiges et les feuilles de R. alaternus L étaient utilisées en
Algérie dans le constantinois, contre la jaunisse et les troubles hépatiques provoqués par le
paludisme. Le bois ou 1’écorce de R. alaternus L est employé dans 1’Est du Maroc, en décocté
et dans un bouillon de viande pour traiter des affections hépatiques. 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).

Le fruit de R. alaternus L représente aussi une source importante d’eau et d’éléments
nutritifs (Izhaki et al., 2002 ; Gulias et al., 2004). Ses feuilles émettent des petites quantités
de I’isopréne (2-methyl-1,3-butadiene) qui affectent I’oxydation de 1’atmosphére en nettoyant
les radicaux OH, et peut indirectement influencer sur 1’accumulation du méthane
atmosphérique, et surtout protége les feuilles contre la photooxydation en réagissant avec O
produit lors de la photosynthése (Affek et Yakir, 2002).

1.6. Activités biologiques
1.6.1. Activité antioxydante

Certains extraits de R. alaternus L, ont un potentiel d’activité¢ antioxydante liée a la
composition de la plante en flavonoides et polyphénols (Ben ammar, et al., 2008 Bhouri et
al., 2012). Les flavonoides neutralisent les radicaux libres, en se liant directement a ces derniers.

Les flavonoides de R. alaternus L sont de bon chélateurs de métaux qui jouent un réle
important dans le métabolisme de 1’oxygene et 1’apparition des espéces réactives de I’oxygéne
(ERO) et la reduction du H202 par géneration de quantité importante de radicaux libres
hydroxyles (Aschok, 2001). Les travaux de Yen (1995) et Kelly (2002) ont démontré que les

flavonoides, sont de bons donneurs d’électrons et d’hydrogéne ce qui leur confére la capacité
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de terminer la chaine de formation des radicaux, en convertissant les radicaux libres et les ERO
en produits stables.
1.6.2. Activité antimicrobienne

L’extrait méthanolique de R. alaternus L exercent une activité antimicrobienne contre
une large gamme des microorganismes, particuliérement les bactéries résistantes aux multiples
antibiotiques (Percival, 2004). L’extrait méthanolique de R. alaternus L inhibe la croissance
des bactéries Gram® représentées par Staphylococcus aureus et Gram~ représentées par
Escherichia coli et sur une levure Candida albecans (Mashhadian et Rakhshandeh, 2005).
1.6.3. Activité antimutagéne

L’effort oxydant provoqué par des especes réactives de I’oxygene induit 1’oxydation des
biomolécules menant aux dommages cellulaires (Ben Ammar et al., 2008). L’extrait organique
de R. alaternus L a une propriété antimutagéne qui se traduit par I’inhibition des agents
mutagene (Aflatoxine B1) probablement a son abondance en flavonoides et en tannins
(Ben Ammar et al., 2005 ; Ben Ammar et al., 2007).

1.6.4. Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que les extraits organiques de R. alaternus L possedent des
activités anti-inflammatoires, ces activités sont corrélées avec la composition en polyphénols
surtout en flavonoides, tannins et anthraquinones tel que 1’émodin, cette propriété est due
principalement a ’activité de ce métabolite a piéger des radicaux libres (Ben Ammar et al.,
2005).

L’espéce R. alaternus L comme une bonne source d’anthraglucosides. L’écorce des
racines ou des tiges (rameaux) sont riches en dérivés anthracéniques. Les feuilles en sont
également riches et les fruits en contiennent probablement aussi. Cette richesse rend
parfaitement compte des propriétés laxatives et surtout purgatives de toutes les parties utilisées
(Ait Youssef, 2006).

L’émodine produit sur la surface des feuilles a plusieurs activités biologiques. Il peut protéger
la plante contre les effets nocifs de la lumiere UV, il représente aussi des effets purgatifs chez
I'homme, et des effets d’allélopathie, antibactériens et antifongiques (Izhaki et al., 2002). Cette
plante est efficace dans le traitement des complications hépatiques et certaines affections
dermatologiques (Ben Ammar et al., 2009). D’autres indications sont rapportées comme le

traitement des brulures, d’odontalgie et pour le soin oculaire (Ben Ammar et al., 2008).
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Radicaux libres et stress oxydatif

11.1. Le stress oxydatif
11.1.1. Définition

La production d’espéces réactives de 1’oxygene est utile mais peut étre néfaste pour
I’organisme lors d’une production excessive et en absence de mécanismes de défense. C’est ce
que I’on appelle le stress oxydatif (Belaich et al., 2016). On peut dire donc que le stress oxydatif
est la principale cause initiale de plusieurs maladies. C’est le facteur potentialisant I’apparition
des maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’ Alzheimer, les rhumatismes et
les maladies cardiovasculaires (Bidie, 2010). La plupart des maladies induites par le stress

oxydatif apparaissent avec 1’dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et

augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Sohal et al., 2002).

Figure 4 : Stress oxydatif et pathologies humaines (Favier,2006).
Il existe 4 aspects nécessaires a la caractérisation d’un état de stress oxydatif dans la cellule
(Power et Jackson (2008)) :
e Formation de molécules réactives, oxydantes.
e Dommages oxydants aux composants macromoléculaires de la cellule supprimée.

e Diminution des espéces antioxydants.
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11.1.2. Pathologies liées au stress oxydatif
Dans de nombreux articles précédents, ont été montré que le stress oxydatif est impliqué
dans le développement de plus de 200 pathophysiologies (Pincemail et al., 2003) allant de
I’athérosclérose au cancer en passant par le diabéte, le SIDA ou toutes les maladies a caractére
inflammatoire (arthrite rhumatoide, endotoxémie, ...)
e Ischémie- reperfusion ; (Granger et al., 1981 ; Talbott et al., 1995).
e Diabete ;(Paolisso et al., 1993 ; Knoepfel et al., 1994 ;).
e Athérosclérose ; (Steinberg, 1993 ; Berliner et Heinecke, 1996).
e Maladies intestinales inflammatoires ; (Lesgards et al., 2002).
e Atrthrite ;(Mc Cord, 1974).
e Maladies neurodeégénératives Maladie de Parkinson et d’Alzheimer; (Jenner
Olanow,1996 ; Zafrilla et al., 2007).
e Cancer ; (Ames et Shigenaga, 1996 ; Pincemail et al., 1999).
e Maladies du systeme immunitaire ; (Lesgards et al., 2002).
e Allergies ; (Schmidt et al., 1990 ; Picardo et al., 1992).

e Déséquilibre dans le statut redox.

Un intérét croissant existant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres grace a leur réle
dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou 1’ischémie, et a leur implication dans de
nombreuses pathologies chroniques associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systéme immunitaire, il est donc
tres important de pouvoir définir avec précision 1’état de défense des individus contre
I’agression des radicaux libres. Compte tenu de I’ensemble des composés chimiques et des
systémes enzymatiques intervenant dans le mécanisme de défense antiradicalaire (Guinebert
et al., 2005).
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11.2. Radicaux libres
11.2.1. Définition d’un radical libre
Un radical libre est defini comme atome ou molécule qui porte sur sa couche
électronique périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, ¢’est-a-dire non couplés a un
électron de spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments
voisins. (Leverve, 2009). Les radicaux libres primaires sont dérivent directement de 1’oxygene.
Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle ROQO", radical alkoxyle
RO, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composes biochimiques de la
cellule (Novelli, 1997).
Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la défense de 1’organisme.
En effet, ils participent au (Favier (2003) :
e Fonctionnement de certaines enzymes.
e Transduction de signaux cellulaires.
e Défense immunitaire contre les agents pathogeénes.
e Apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire.
e Fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de I'ovule, a la régulation des génes.
11.2.2. Classification des radicaux libres
11.2.2.1. Les radicaux libres primaires
Les radicaux libres primaires dérivent de 1’oxygene par des réductions a un électron tels
I’anion superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (OH") ou de 1’azote tel le monoxyde d’azote
(NO"). D’autre espeéces dérivées de 1’oxygene dites espéces réactives de 1’oxygéne comme
I’oxygene singulet (102) le peroxyde d’hydrogene (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH) ne
sont pas des radicaux libres mais sont réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux
(Favier, 2003).
v Le radical oxygeéne singulet (*O2)
L’oxygene singulet est formé a partir de ’oxygeéne sous I’influence de rayonnement UV
(Barouki, 2006).

uv
02 — 5 102
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v Anion superoxyde (O2")
Le dioxygéne est capable de capter un électron en présence de rayonnements, de métaux ou
d’enzymes de type oxydases ou mitochondriales, il est capable de capter un électron pour

donner le radical superoxyde, qui est un radical modérément réactif (Barouki, 2006).

O2+¢ ——» O

v Peroxyde d’hydrogéne (H20>)
Le peroxyde d’hydrogéne est formé a partir de 1’anion superoxyde par la voie des superoxydes
dismutases (SODs) (Rochette, 2008).

SOD
20 + 2HY ——— - H202 + O2

v" Le radical hydroxyle (OH")
Le radical hydroxyle est formé a partir de I’eau oxygénée H202 en présence de métaux, en

particulier le fer Fe?* par la réaction de Fenton (Barouki, 2006).

H20: + Fe?* » OH"+OH + Fe’*

Le radical hydroxyle est extrémement réactif et va oxyder trés rapidement les molécules

voisines formant parfois d’autres radicaux libres.

v" L’oxyde nitrique (NO)
L’oxyde nitrique est produit a partir de L-Argenine sous 1’action de NO synthase (Bonnefont-
Rousselotet al., 2002).
L-Argenine + O2 » L-Citrulline + NO*

v Anion peroxynitrite (ONOO)
L’anion peroxynitrite est une espéce oxydante importante, car sa réactivité est assez proche de
celle de radical hydroxyle (OH"), la plus réactives des espéces réactive d’oxygene, il est formé
a partir de NO" et O>" (Vamecq et al., 2004).

NO™+ Oz~ —> ONOO-

10
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11.2.2.2. Les radicaux libres secondaires

Les radicaux libres secondaires ne sont pas formes spontanément : ils sont formés par
I’action d’un radical primaire sur un composant cellulaire. Exemple le radical peroxyle (ROO")
qui est formé aprés que le radical Oz ou OH" ait agi sur un acide gras insaturé de la membrane
cellulaire. Ces radicaux libres secondaires sont trés dangereux puisqu’une fois formés, ils sont
capables de créer une réaction en chaine (Lacan, 2001).
11.2.3. Origine de radicaux libres

L’agression de différents agents de 1’organisme humain a donner naissance a des
radicaux libres (Hadi, 2004) ; tels que les rayonnements UV, les polluants, les produits
chimiques (Hadi, 2004 ; Kumar et al., 2008) I’ingestion d’alcool (Hadi, 2004), mais
également produit naturellement par 1’organisme au cours de processus biologiques comme la
repense immunitaire, la respiration mitochondriale (Edeas, 2005), au niveau de certains
organites cellulaires tel que le peroxysome et par diverses oxydase cellulaires (Hadi, 2004)

selon Pastre ils sont résumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau Il : Principales sources de production des radicaux libres (Pastre, 2005).

Sources endogenes Sources exogénes

-Production de radicaux libres lors des respirations | -Rayonnement électromagnétique.

oxydatives (mitochondries).

- Cellules phagocytaires. -Métaux de transition.

-Métabolisme de 1’acide arachidonique.

-Pesticides.
-Systéme xanthine/xanthine oxydase.
-Médicaments...
11.2.4. Les cibles biologiques des radicaux libres

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

les protéines et les glucides (Lenzi, 2011).

11
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11.2.4.1. Les COmMpOosés lipidiques
Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires sont les cibles
privilégiées des attaques oxydatives. Les membranes sont plus particulierement 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 a lui, libérer
différents aldéhydes toxiques comme le malondialdéhyde (MDA) (Kruidenier et al., 2002 ;
Valko et al. 2006).
11.2.4.2. Les composés 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 1’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 oxydatif 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).
11.2.4.3. L’ADN
Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagénes, 1’arrét des réplications des ADN
nucléaires et mitochondriaux, 1’arrét de I’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.
11.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL comme « toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé retarde ou inhibe 1’oxydation de
ce substrat », ils 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 espéces réactives de
I'oxygeéne (ROS) et les especes azotées réactives (RNS) (Benbrook, 2005). L’organisme réagit
donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au
niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule
(Favier, 2003).

12
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11.3.1. Le systeme de défense des antioxydants
11.3.1.1. Les antioxydants endogenes (enzymatiques)
11.3.1.1.1. La catalase

La catalase est présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques.
Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde
d'hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire (Piquet et Hébuterne, 2007).

2 H202 » 2H0+ 02

11.3.1.1.2. Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases accélérent la dismutation de l'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne, il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD
a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) (Piquet et Hébuterne, 2007).
Les SODs contiennent soit du manganése (Mn-SOD), soit du cuivre et du zinc
(Cu/Zn-SOD), et qui sont restreintes a des compartiments cellulaires différents (Ré et al.
2005). 1l existe trois types de SOD : la SOD 1 ou Cu/Zn-SOD, est cytosolique ; la SOD 2 ou
Mn-SOD est mitochondriale ; la SOD 3, qui comme la SOD1 comporte du cuivre et du zinc,
est extracellulaire et est donc aussi appelée EC-SOD (Afonso et al. 2007).
11.3.1.1.3. 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’hydrogene (H202) (Valko et al. 2006).
11.3.1.2. Les antioxydants exogéenes (non enzymatiques)
11.3.1.2.1. Les oligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi eux on cite : le zinc, le sélénium et le manganese (Pastre,
2005).
11.3.1.2.2. La vitamine E

La vitamine E 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).

13
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11.3.1.2.3. La vitamine C

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

les caroténoides (Pourrut, 2008).

LOD- Vit E Vit C» \/ GSH ov‘ﬂ.ﬂ.nl’

¢ B "l P phutachion ‘\,
\ peronydase b, neduciasa f

LOOH Vit E- Vit C /\GSSG j\H.ﬁDPH

Cycles réactionnels de régénération des antioxydants,

Figure 5 : La coopération entre la vitamine C et E.
11.3.1.2.4. Les composés phénoliques :

Vue les propriétés redox de composés phénoliques, les polyphénols agissent comme des
agents réducteurs, donneur d’hydrogéne en piégeant les radicaux libres et en chélates les ions
(Valko et al. 2006).
11.3.1.2.4.1. Les tanins

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).
11.3.1.2.4.2. Les coumarines

Les coumarines sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxydes, importants dans la prévention de la peroxydation des lipides membranaires et ils ont
une activité antiperoxydante (Diallo, 2005).
11.3.1.2.4.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus de
600 molécules notamment le lycopéne et le B-caroténe, précurseurs de la vitamine A (Marc et
al. 2004).

14
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11.3.1.2.4.4. Les flavonoides

Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du
stress oxydatif : par capture directe des espéces 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 I’oxygeéne comme la xanthine oxydase
(Lahouel et al. 2006).
11.4. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydatif

Les ROS ont des roles physiologiques tres importants en agissant, a faibles
concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres
voies de signalisation (Favier, 2003).
Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydants sont capables de faire face et
détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est en
équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac,
alcool, pollution, ...etc) ou d’une diminution des capacités antioxydants (insuffisance d’apports
des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et le systéme de défense est a I’origine d’un état redox altéré de
la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al. 2002). Pour enrayer le stress oxydatif, il faut donc
aider la cellule et 1’organisme par 1’apport d’antioxydants secondaires (vitamine C, E,

caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska, 2002).

15



Chapitre 11

Respiration

mitochondriale \

Phagocytose

L

Hg Pb
Cd
Ozone NOx
go ”‘*‘!’"’ Tabac
P ollutjon Alcool

Stress oxydatif et antioxydants [

nutntion

cellule . Oligoéléments

Glutathion

Thiorédoxine gﬁ -

S0D, GPx Zn
L F+:=..-rr|t|r=.1_e.-> A Mn Vo

o Adaptation e

T Togenomigue

Vitamine C, E
Caroténoides
Polyphénols

Figure 6 : Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydatif (Favier,200).
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I11. Matériel et méthodes
I11.1. Matériel et réactifs chimiques utilisés
Durant la réalisation du travail pratique, un matériel expérimental de laboratoire

biologique et des produits chimiques ont été utilisés :

Tableau 111 : Matériel et réactifs utilisés.
Matériel Réactifs chimiques
- Agitateur. - Acétate d’éthyle.
- Balance professionnelles de | - Carbonate de sodium (Na2CO3).
précision(BP310P). - Chloroforme.

- Consommables (Bavettes, gants médicaux, | - Chlorure d’ Aluminium (AICI3).

parafilm, papier aluminium, papier absorbant | - DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl).

...etc). - Eau distillé.

- Etuve (BINDER). - Hexane.

- Hotte d’aspiration chimique. - Méthanol.

- Micropipettes (del10 pl, 50 ul, 200 ul, 1000 | - Persulfate de potassium (K20gSy).
ul). - Poudre d’ABTS.

- Moulin a café. - Réactif Folin-Ciocalteu (FC).

- Plague magnétique (MULTISTIRRER).

- Réfrigérateur.

- Spectrophotométre UV-VIS (Spectroscan
50v).

- Verrerie graduée (tubes, béchers,
erlenmeyers, pissettes ...etc).

- Vortex (VELP).

111.2. Matériel végétal
Cette étude a été realisée sur les feuilles de R. alaternus L ;
111.2.1. Récolte des feuilles
Les feuilles de R. alaternus L utilisés proviennent du Nord d’Algérie exactement de la

wilaya de Bejaia dans la région de Toudja, récoltées début Mai 2021.
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111.2.2. Préparation des échantillons
Apres récolte, les feuilles de R. alaternus L ont été rincées et séchées a 1’air libre dans

un endroit sec pendant 20 jours. Un broyage fin des feuilles séchées est pratiqué a I’aide d’un

moulin a café. La poudre finale obtenue est conservée dans un bocal en verre fermé

hermétiquement est stocké a I’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation.

Figure 7 : Poudre de R. alaternus L.

111.3. Extraction des composes phénoliques
111.3.1. Extraction & partir des feuilles de Rhamnus alaternus L

L’extraction est réalisée selon la méthode décrite par Hossain et al., 2013 avec
quelques modifications. La quantité de méthanol doit étre appropriée a la quantité de matiére
végétale a extraire. L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végétal. 113,5 g de
la poudre des feuilles de R. alaternus L sont macérés dans 450 ml de méthanol.

Figure 8 : Macération de la poudre de R. alaternus L.
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Le mélange est maintenu sous agitation magnétique pendant 48 heures a température ambiante.

Figure 9 : Agitation magnétique du mélange de R. alaternus L.
Aprés maceération, la solution obtenue a été filtrée plusieurs fois (sur une bande a gaze, coton
et sur papier wattman N°03) et le filtrat est récupéré (filtrat 1). La méme opération a été répétée
avec 300 ml de méthanol, afin d’avoir une extraction exhaustive pour une deuxiéme macération

et le filtrat 2 est récupéré.

Figure 10 : Etapes de la filtration du mélange de la R. alaternus L.

Les deux filtrats ont été mélangés. Le mélange a été soumis a une évaporation sous une
hotte a vapeur a température ambiante jusqu'a ce que le poids de I’extrait reste constant, le taux

de ’extraction est calculé selon la formule suivantes :

Taux d’extraction= [(P-Po) / poids de poudre] x100.

Ou:
Po : poids vide de la boite de pétri.
P : poids apres évaporation du solvant.
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I11.4. Fractionnement de I’extrait méthanolique

I:I EM brut solubilisé dans 30 ml d’eau distillé :II

¥ Application d’un mélange énergétique

I:I Lavage 3 fois avec le méme volume d’HjI

v
@écupération de deux phases (Aq et I—E
v

IilRémlisation d’une extraction liquide-liquide avec 3 solvants Chl, AC etH;"

Figure 11 : Protocole de fractionnement de 1’extrait méthanolique de R. alaternus L.
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111.5. Dosages colorimétriques des composés phénoliques
111.5.1. Dosage des polyphénols totaux

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

de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).
e Principe

Cette méthode de quantification des polyphénols totaux exploite la propriété du réactif
de Folin-Ciocalteu, composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
phosphomolibdique (HsPMo012040), de couleur jaune réduit par les polyphénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de molybdéne (MOgO23), Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu

(Ribéreau-Gayon et al., 1982).

e Mode opératoire

I I 200 pl de I’extrait de feuilles de Rhamnus de chaque phase:ll

v

|:E1ml de de Folin-Ciocalteu (10%):|:|

A

|:| + 800 pl de de Carbonate de sodium (7.5 %) :ll
L
||:: Meélanger au vortex (10 S)jl
\|

I I Incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiere pendant 2h I I

Ll

I l Lecture de 1I’absorbance sur spectrophotomeétre a 760 nm l |

Figure 12 : Protocole expérimental de dosage des polyphénols totaux par la méthode de
Folin- Ciocalteu (Yap et al.,2009).

Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.
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Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de R. alaternus L
sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique
comme standard. La quantité des polyphénols totaux a été exprimée en milligramme

équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

111.5.2. Dosages des flavonoides
e Principe
Les flavonoides possedent 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 (Ribereau-Gayon, 1968).
e Protocole expérimentale
L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différentes fractions est
réalisée selon la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al.,1996).
Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de R. alaternus L ont été calculées
en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les

résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine/g d’extrait.

I:I: 1 ml d’extrait :lj
A
|:|: +1 ml de solution AIClza 2% j|

\
I:I: Mélange a I’aide d’un vortex jl
¥
|:|ilncubation pendant 10 min a l’obscuritéjl
1

||:: La lecture a 430 nm j|

Figure 13 : Protocole expérimental de dosage des flavonoides totaux par la méthode de
(Bahorun et al., 1996).

Toutes les opérations sont réalisées en triple.
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I11.6. Activité antiradicalaire des extraits
111.6.1. Activité antiradicalaire au radical DPPH
e Principe
Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH-), permet de mesurer le pouvoir
réducteur des substances antioxydantes contenues dans un extrait.
Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par un
donneur de proton H*.
DPPH+ AH ———» DPPH-H + A.
Ou AH est un composé capable de céder un H* au radical DPPH. Cette capacité de réduction
est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances antiradicalaire
(Molyneux, 2004).
e Protocole expérimental
Le protocole expérimental utilisé est celui de Brand-Williams et al. (1995) avec

quelques modifications.

I l 50 ul de I’extrait de chaque dilution de différentes phases l |

|
|:Eml de la solution de DPPH (0,004 %Zl:l
|
I Incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 30min I I
v

| I Lecture de 1I’absorbance sur spectrophotométre a 517 nm I |

Figure 14 : Protocole expérimental de 1’activité « scavenging » du DPPH: (Brand-Williams
et al.,1995).

La quercétine a été utilisé comme standard a différentes concentrations et 1’activité

antiradicalaire de chaque extrait a été estimée en pourcentage d’inhibition selon la formule
suivante : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH = [(Ac — Ae/ Ac)] x 100
Ac : Absorbance du controle (solution du DPPH).

A€ : Absorbance de I’échantillon.
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111.6.2. Activité antiradicalaire au radical ABTS"
e Principe

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de I’ABTS. L’activité antioxydante
totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS"", obtenu a partir de
I’oxydation d’ABTS (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-(3- éthylbenzothiazoline- 6-
sulfonique) avec le persulfate de potassium qui est alors réduit en présence des antioxydants
sous une forme stable comparativement a un antioxydant de référence : le Trolox (acide 6-
hydroxy-2, 5, 7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) un cation ABTS* est produit
directement par oxydation d’ABTS avec le persulfate de potassium qui est alors réduit en

présence des antioxydants sous une forme stable (Re et al.,1999).

e Mode opératoire
Le protocole utilisé pour mesurer I’activité antiradicalaire au radical ABTS" est celui
décrit par (Re et al., 1999).

» Préparation de réactifs

|:|:Poudre d’ABTS a 7,4 mM:l:| 8{ I I Solution de persulfate de potassium (K20sS2) a 2,45 mMI I
|:|: Mélange j|

|
| I Incubation a I’obscurité et a température ambiante pendant 16h I |
|
I:E Solution d’ABTS * jl
\
||::Di1ution avec I’cau distilléej|
|

|:|Solution d’ABTS" (Abs de 0,7 + 0,02 a 734 nm) I |
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» Application du test

I I 100 pl de I’extrait de chaque dilution de différentes phases I |

v
|:(+ 1.9 ml de la solution d’ABTS “jl
¥
Ecubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 7@
|

| l Lecture de 1’absorbance sur spectrophotometre a 734 nm l I

Figure 15 : Protocole expérimental de I’activité antioxydante de I’ABTS* (Mighri et al.,
2010).

Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé.

Le Trolox a été utilisé comme standard a différentes concentrations. Le pourcentage de

I’activité scavenging du radical ABTS" des différents extraits est calculé comme suit :
Pourcentage d’inhibition du radical ABTS* = [(Ao-A1) /Ao] x100

Ao : absorbance du contrble.
A1 : absorbance du I’extrait + ABTS".
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IV. Résultats et discussions

IV.1. Rendement d’extraction

Tableau 1V : Rendement des extraits des feuilles de R. alaternus L.

Extraits Taux d’extraction (%)
Meéthanolique 11,34
Aqueux 3,56
Hexane 1,42
Acétate d’éthyle ND
Chloroforme 0,25

Le calcul de rendement de différents extraits de la partie aérienne de R. alaternus L a
révélé que I’extrait méthanolique présente le rendement le plus élevé (11,34%) suivi par
I’extrait aqueux (3,96%) puis celui de I’hexane (1,42 %). Enfin, le rendement le plus faible
(0,25%) est obtenu par la fraction chloroforme. La solubilité des composés phénoligues est
généralement gouvernée par le type de solvant utilisé, par I’interaction de ces composés avec
d’autres constituants en formant des complexes insolubles (Galvez et al., 2005). En
conséquence, le méthanol est tres recommandé et fréquemment utilisé pour I’extraction des
composés phénoliques (Mahmoudi et al., 2013).

IV.2. Teneur en composés phénoliques
IVV.2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées car ils sont réputés pour
leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...) (Singleton et
al., 1999).

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différentes phases a été réalisée selon
la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

Au cours du dosage des polyphénols, aprés I’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une couleur
bleue est apparue, ce qui confirme la présence des polyphénols dans les phases de R. alaternus
L.
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La quantité des polyphénols correspondante de chaque phase a été rapportée en
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
La courbe d’étalonnage (Annexe 2), montre une linéarité de I’absorbance en fonction des
concentrations, le taux en composes phénoliques dans les differents extraits a été exprimé en
mg EAG/g d’extrait est déterminé par 1’équation y= 0,0109 x — 0,0541 sachant que R? = 0,9896.
La quantité en polyphénols totaux des 05 fractions des feuilles de R. alaternus L, sont
représentées dans la Figure 16.
Les concentrations obtenues sont exprimées en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (mg EAG/g) présentées dans I’histogramme suivant :

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

0 — — — — —
Extrait Hexane Chloroforme aqueux Acétate d'ethyl
méthanolique

Teneur en polyphynols totaux
en mg EAG/g d'extrait

Extraits

Figure 16 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles de R. alaternus L.

D’apres les résultats obtenus, les polyphénols sont présents dans les cinque fractions
de I’extrait méthanolique avec des teneurs variables d’un extrait a un autre, et I’extrait acétate
d’¢éthyle qui a donné la teneur la plus ¢élevée (471,95 mg EAG/ g d’extrait), suivi par les trois
extraits : chloroforme, méthanolique et aqueux avec des concentrations de I’ordre de 177,95 ;
113,1 et 109,9 mg EAG/g d’extrait, respectivement.

Enfin I’extrait hexane a donné¢ la plus faible teneur en polyphénol qui est de I’ordre de 61,1mg
EAG/g d’extrait.
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Ces résultats révelent 1’effet important du type de solvant sur le taux d’extraction des
composés phénoliques. Cette différence en polyphénols totaux dans les cinque fractions peut
étre expliquée par plusieurs paramétres, tels que la nature des composés phénoliques et leurs
degrés de solubilité dans les solvants utilisés (Naczak et Shahidi, 2004).

Comparant aux résultats obtenus par Ben Ammar et ses collaborateurs, (2007), la teneur en
polyphénols de I’extrait acétate d’éthyle est de 250 mg EAG/g d’extrait, qui est relativement
inférieur a celle trouvée dans cette étude. Cette absence de similitude peut étre expliquée tout
d’abord par la méthode d’extraction et le solvant utilisé, ainsi I’origine, la période de la
récolte et aux facteurs environnementaux.

1VV.2.2. Teneur en flavonoides

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs

¢tudes afin de déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. A cause de leurs
faibles potentiels redox (Jovanovic, 1994).
Lors du dosage des flavonoides, aprés 1’addition d’AlCls et apres incubation une couleur
jaunatre est obtenue dont I’intensité est proportionnelle a la concentration de 1’extrait de la
plante, ce qui confirment la présence des flavonoides dans 1’extrait des feuilles de R. alaternus
L.

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
(Bahorun et al., 1996).

Le taux des flavonoides des cinque extraits ont été obtenus a partir de la courbe d’étalonnage
réalisé par la quercétine (Annexe 1), suite a une équation de type : y = 0,00299 x + 0,00359
avec R? = 0,9986.

Les concentrations obtenues sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (mg EQ /g) présentées dans 1’histogramme suivant (Figure 17) :
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400
350
300
250
200
150
100

50

Teneur en flavonoide mg EQ/mg d'extrait

Extrait méthanolique Hexane Chloroforme agueux Acétate d'ethyl
Extraits

Figure 17 : Teneur en flavonoides des extraits de feuilles de R. alaternus L.

D’aprés les résultats obtenus, les proportions des flavonoides varient d’un extrait a un
autre, la teneur la plus élevée est notée par I’extrait acétate d’éthyle (380,95 mg EQ/g d’extrait),
suivie de celle d’extrait chloroformique, hexane et extrait méthanolique avec des teneurs
respectivement de 1’ordre de 277, 85 ; 179,2 et 125,85 mg EQ/g d’extrait respectivement. En
fin I’extrait aqueux a donné la plus faible teneur en flavonoides qui est de I’ordre 93 mg EQ/g
d’extrait.

Ben Ammar et ses collaborateurs, (2007), ont démontres que 1’extrait Acétate d’éthyle
des feuilles de R. alaternus L de Tunisie contient environ 338 + 34 mg EQ/g d’extrait. Ce
Résultat est un peu inférieur a la teneur obtenue dans le présent travail. Cette différence peut
étre due au solvant d’extraction utilisé, la modification apportée dans le protocole, a la

différence des conditions expérimentales telles que les appareilles utilisés.
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IV.3. Activité antioxydante et antiradicalaire

Les deux types de tests que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de
nos extraits de R. alaternus L sont : le radical DPPH et le test ABTS.
IVV.3. Pouvoir antiradicalaire
1V.3.1. Activité scavenging du radical DPPH

Le radical DPPH: est généralement 1’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radical et la
simplicité de I’analyse (Bozin et al.,2008).
Cette technique est basée sur I’utilisation des radicaux tres stables de DPPH et trés utile et
efficace a température ambiante en milieu méthanolique, qui permet une bonne solubilisation
de la plupart des antioxydants pour titrer le groupement oxydable des composés naturels ou
synthétiques utilisés comme antioxydants (Laguerre et al., 2007).

L’activité antioxydante des différents extraits de R. alaternus L vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée au spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Cette décoloration se
fait lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie. Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en
réagissant avec une molécule antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine) avec perte de son absorbance caractéristique a 517 nm, sachant que cette
transformation est proportionnelle a la concentration et a I’efficacité¢ de ’antioxydant. La
capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des
substances anti-radicalaires présents dans les extraits phénoliques (Majhenic et al., 2007).
D'apres le test au DPPH, quand la concentration des polyphénols augmentent dans le milieu
réactionnel, le pourcentage d’inhibition augmente proportionnellement jusqu'a arriver a un
plateau qui correspond a I’inhibition presque totale du DPPH" présent dans ce milieu (Majhenic
et al., 2007).

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 : 18, 19, 20, 21 et 22), il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente avec 1’augmentation de la concentration pour les différents extraits de la plante.
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Figure 18 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" de I’extrait EM en

fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD).
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Figure 19 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" de I’extrait hexane en

fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
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Figure 20 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" de 1’extrait chloroforme

en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
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Figure 21 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" de 1’extrait aqueux en

fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
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Figure 22 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" de I’extrait acétate
d’ethyl en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
D’aprés les courbes ci-dessus, nous avons enregistrer que la capacité de I’extrait a
piéger le radical DPPH augmente avec I’augmentation des concentrations.
L’extrait méthanolique, hexane et aqueux de R. alaternus L ont exhibés une forte activité
antiradicalaire a 243,90 pg /ml, avec des pourcentages d’inhibitions de 86,97% ; et 67,71% et
86,83% respectivement, Cependant la phase chloroforme a exhibée une forte activité
antiradicalaire a 121,95ug/ml avec un pourcentage d’inhibition de 84,54%, et pour la phase
acétate d’éthyle, elle présente sa forte activité antiradicalaire a 97,56 pg /ml avec un
pourcentage d’inhibition de 82,44%.
A une concentration 12,19 pg/ml, I’extrait méthanolique présente le plus grand pourcentage

d’inhibition 16,27% suivi par le chloroforme avec un pourcentage d’inhibition de 16,10 %,

32



Chapitre 111 Matériel et méthodes [

L’extrait aqueux 14,54 % et en fin I’hexane qui présente le plus petit pourcentage d’inhibition
de 8,53%.

La capacité antioxydante 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 ; Ranga et al., 2009 ; Ahmad et al., 2012), il définit la concentration
nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH- plus la valeur de I’ICso est petite plus I’extrait
est considéré comme un antioxydant puissant (Hebi et Eddouks, 2016).

Nous avons déterminé pour chaque extrait 1’ICso.

Les valeurs des ICsp sont représentées dans la figure suivante (Figure : 23) :

200
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Extrait Hexane Chloroforme Aqueux  Acétate d'ethyl IC50 Stand
méthanolique

I1C5, en pg/ml

Extrait

Figure 23 : Histogramme représentant les 1Cso pour les différentes phases de R. alaternus L
de I’activité antiradicalaire (test DPPH) (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
L’extrait acétate d’éthyle présentent I’activité la plus proche du standard de la quercétine
(ICs0=3,4 £ 0,01pg/ml) avec une valeur d’ICsode 21, 35+ 21,62 suivi par I’extrait chloroforme
qui est moins actifs que la phase précédente avec une valeur d’I1Cso = 58,88+ 1,70 suivis par les
trois extrait méthanolique, aqueux et hexane présente 1’activité la plus faible avec une ICsp =
101,96+ 11,36 ; 1Cso = 107,53+ 0,62 et + 173,99+ 1,55ug/ml respectivement.
D’aprés ces résultats, il semble que tous les extraits de R. alaternus L ont une activité
antioxydante envers le radicale DPPH . Cette activité est liée a la présence des composés
phénoliques dans ses extraits.
Une étude menée par Ben ammar et al. (2008) sur les feuilles de la méme espéce de

plante de la Tunisie a montré une 1Cso de 19 pg/ml, lorsque 1’extraction a été menée par le
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méthanol suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau. Cette valeur loin a celle
trouvée avec nos extraits (Extrait méthanolique et chloroforme).

Dans une autre étude menée par Boussahel et al., (2013) sur la méme espece de plante ; une
ICso = 0,398 + 0.007(398+7) et 0,082 + 0,0006 mg/ml (82+0,6pg/ml) a été démontée pour
I'extrait méthanolique et aqueux respectivement. Ce résultat est nettement supérieur a celle
trouvée avec nos extraits pour I’extrait méthanolique et inférieur pour 1’extrait aqueux.

Cette différence entre ces résultats pourrait s’expliquer par la nature des composés phénoliques
contenus dans I’extrait qui est influencé par la période de récolte, sachant que nos echantillons
ont été récoltés au mois de Mai. Elle pourrait s’expliquer aussi par la différence des conditions
climatiques et celles du sol ou la plante est cultivée, mais 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 er
flavonoides).

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).
L’effet scavenger des extraits vis-a-vis du radical DPPH* est exprimé par la concentration
Inhibitrice de 50 % (ICso) qui correspond a la concentration nécessaire pour inhiber ou réduire
50% de DPPH". Une valeur faible d’ICso indique une activité antioxydante forte
(Molyneux, 2004). Pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
radical libre DPPH est déterminée.

(Athamena et al., 2010) démontrent que les polyphénols semblent étre des donateurs
efficaces d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Les autres
composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négliges, parce que la synergie entre les
différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans I'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 parametres : la dose, la structure,
les substituant et le degré de polymérisation de la molécule (Kitagawa et al.,1992).

Le potentiel antioxydant des polyphénols est désormais munis d’un grand intérét di a son effet
chimio protecteur contre les maladies dégenératives telles que les maladies neurologiques et
cardiovasculaires ainsi qu’a son effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des denrées

alimentaires (Bubonja-Sonje et al., 2011).
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IV.3.2. Activité anti-ABTS™

L’ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide) est un radical libre
et stable capable de réagir avec des antioxydants (donneur d’hydrogene ou d’¢électron),
Selon Re et al. (1999), la méthode de piégeage du radical ABTS est une excellente méthode
pour déterminer I’activité antioxydante pour une large diversité de substances, comme
antioxydants donneurs d’hydrogene ou piégeurs de radicaux en phase aqueuse.
L’activité antiradicalaire est considérée comme étant la capacité des composés testés a diminuer
directement la couleur du radical ABTS. Le contacte avec un donneur d’¢lectron du radical
ABTS * conduit a ’ABTS* et a la décoloration de la solution du bleu foncé en bleu vert (Lien
et al. 1999).
Les pourcentages d’inhibitions du radical cationique ABTS: * par les extraits des feuilles de R.

alaternus L ont été étudiés et exprimés dans les figures suivantes :
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Figure 24 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS:* de I’extrait
méthanolique de R. alaternus L en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la

moyenne de trois essais = SD).
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Figure 25 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS:* de I’extrait hexane de

R. alaternus L en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais +
SD).
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Figure 26 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS: * de I’extrait
chloroforme de R. alaternus L en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne

de trois essais + SD).

36



Chapitre 111 Matériel et méthodes [

100

Pourcentages d'inhibition de
I'ABTS
w Y (&) (o2} ~l (e [{e]

N
o

=
o

Concentation en pg/ml
0 10 20 30 40 50 60

o

Figure 27 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS:* de I’extrait aqueux de

R. alaternus L en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais +
sD).
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Figure 28 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS: * de I’extrait acétate
d’ethyl de R. alaternus L en fonction de la concentration (Chaque valeur représente la moyenne de

trois essais = SD).
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D’apreés les courbe ci-dessus, la capacité de ’extrait a piéger le radical ABTS augmente

avec la concentration.
L’extrait acétate d’éthyle de R. alaternus L a exhibé une forte activité antiradicalaire a 12,5
pg /ml avec un pourcentage d’inhibition de 90,53%, Cependant la phase chloroforme a exhibée
une forte activité antiradicalaire a 25 pg/ml avec un pourcentage d’inhibition de 88,45%, et
pour la phase hexane, elle présente sa forte activité antiradicalaire a 100 pg /ml avec un
pourcentage d’inhibition de 79,26%, pour les deux phases méthanolique et aqueux de R.
alaternus L sont exhibées une forte activité antiradicalaire a 50 pg /ml avec des pourcentages
d’inhibition de 87,88% et 90,29% respectivement.

A une concentration de 12,5 ug/ml ’acétate d’éthyle présent le plus grand pourcentage
d’inhibition 90,53% suivi par le chloroforme avec un pourcentage d’inhibition de 81,53%,
I’extrait méthanolique et aqueux 66,99% et 65, 29% respectivement, en fin ’hexane qui présent
le plus petit pourcentage d’inhibition de 57,10%.

Donc I’extrait acétate d’éthyle posséde une activité antioxydante puissante contrairement a la
phase hexane avec une activité antioxydante faible, la différence dans I'activité des extraits de
la méme espece peut étre due a la différence de teneur en composés phénoliques, au profil
chimique de ces substances bioactives (Ferradji, 2011).

e Détermination d’ICso
L’efficacité antiradicalaire exercée par les extraits de R. alaternus L est exprimée en

ICs0 (concentration inhibitrice a 50%). Concentration d’extrait capable de neutraliser (réduit)
50% du radical libre (ABTS"). Plus I’ICsg est faible plus I’antioxydant est puissant. En utilisant
ce parametre pour une meilleure comparaison entre les fractions utilisées ainsi que le standard
utilisé (Trolox 5,57+0,17 pg/ml).

Les ICso sont présentées dans 1’histogramme suivant :
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Figures 29 : Histogramme representant les 1Cso pour les différentes phases de R. alaternus L

(test d’ABTS) (Chague valeur représente la moyenne de trois essais + SD).

L’extrait acétate d’éthyle qui a révélé une ICsg la plus faible 2,46 £0,36 pg/ml inférieure
a celle du Trolox ceci pourrait justifier que ce dernier est le plus active suivi par I’extrait
méthanolique 6,18 +3,79 pg/ml (supérieure a celle du Trolox). Puis I’extrait du chloroforme
avec une ICso de 7,60+0,24 pg/ml.
L’extrait aqueux avec une ICsode 13,09 £+ 4,07 pg/ml (supérieure au Trolox),
La capacité antioxydante de I’ABTS la plus faible est noté chez les extraits hexane avec une
ICs0 de 28,73 £2,73 pg/ml inférieure a celle de Trolox la différence dans l'activité des extraits
de la méme espéce peut étre due a la différence de teneur en composés phénolique, au profil
chimique de ces substances bioactives (Ferradji, 2011).
Mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques répondant différemment ;
selon le nombre et la qualité des groupes (Amamri et Cheikh, 2016).
Dans la présente étude 1’extrait Acétate d’ethyl et I’extrait méthanolique manifestent par la plus
importante teneur en polyphénols totaux ainsi qu’au flavonoides, avec une activité antioxydante
élevée. Il convient de dire que la qualité de ces molécules serait beaucoup plus intéressante
puisqu’elle détermine 1I’ampleur de leurs propriétés biologiques (Bettaieb et al., 2016).
D’aprés les résultats obtenus pour les deux radicale ABTS et DPPH la phase acétate
d’éthyle exhibe 1’activité antioxydante la plus puissante avec des valeurs d’I1Cs0=2,46+0, 38
ug/ml et IC50=21,35£21, 45 ug/ml respectivement contrairement a la phase hexane qui exhibe
I’activit¢é antioxydante la plus faible avec des valeurs d’ICs0=28,73%+2, 73 pg/ml et
1C50=173,99+11, 35 pg/ml respectivement.
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Conclusion et perspectives [N

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs en utilisant leurs extraits en thérapeutique traditionnelle. L’objectif de ce
travail consiste a la caractérisation phytochimique des feuilles de Rhamnus alaternus L et la
détermination de I’activité antioxydante.

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

Le fractionnement de 1’extrait hydrométhanolique par des solvants a polarité croissante
nous a permis d’obtenir Cinque sous fractions ; fraction méthanolique (EM), fraction d’hexane
(H), fraction chloroformique (Chl), fraction d’acétate éthyle (AC) et la fraction aqueuse (AQ).
Le dosage des composes phénoliques des extraits de R. alaternus L a montré que 1’extrait AC
est le plus riche en polyphénols et en flavonoides (471,95 mg EAG/g d’extrait, 380,95 mg EQ/g
d’extrait) respectivement.

L’activité antiradicalaire de nos extraits a été encore démontrée par leurs effets
scavenger sur le radical DPPH et le radical ABTS. L’extrait AC est le plus actif des extraits de
R. alaternus L avec une valeur d’ICsp de 21,36 mg/ml au test de DPPH et d’1Cso de 2,46 mg/ml
au test d’ABTS.

Cette étude confirme scientifiquement 1’usage traditionnel de la plante R. alaternus L et
révele son intérét dans le domaine de biopharmacologie.

e || est intéressant, pour la suite, d’identifier les principes actifs responsables des activités
biologiques, avec détermination des conditions optimales pour l'extraction de ces
principes actifs.

e Il est souhaitable d’évaluer in vitro et in vivo I’activité antioxydante et autres activités
biologiques a savoir: anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anti-enzymatiques,
antivirales, anti-cancéreuses, antidiabétiques, ...etc.

e En pharmacologie, cela permet la synthése de nouveaux médicaments & base des plantes
médicinales avec moins d’effets secondaires indésirables. Pour cette raison, il serait

intéressant d’étudier la toxicité des extraits et des composés separés et caracterisés.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 3 : Variation de 1’inhibition du DPPH- pour les trois essais en fonction de Cin de la

phase EM de R.alaternus L.
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Annexe 4 : Variation de 1’inhibition du DPPH- pour les trois essais en fonction de Cin de la

phase H de R.alaternus L.
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Annexe 5 : Variation de I’inhibition du DPPH: pour les trois essais en fonction de Cin de la
phase Chl de R.alaternus L.
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Annexe 6 : Variation de 1’inhibition du DPPH- pour les trois essais en fonction de Cin de la
phase Ag de R.alaternus L.
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Annexe 7 : Variation de I’inhibition du DPPH- pour les trois essais en fonction de Cin de la
phase AC de R.alaternus L.
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Annexe 8 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS-* pour les trois essais en fonction

de Cint de pour la phase EM de R.alaternus L.
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Annexe 9 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS-* pour les trois essais en fonction

de Cint de pour la phase Chl de R.alaternus L.
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Annexe 10 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS:* pour les trois essais en fonction

de Cint de pour la phase Aq de R.alaternus L.
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Annexe 11 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS:* pour les trois essais en fonction

de Cint de pour la phase AC de R.alaternus L.
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Annexe 12 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS-* pour les trois essais en fonction

de Cint de pour la phase H de R.alaternus L.
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Résumé

R. alaternus L est un arbuste qui appartient a la famille des Rhamnaceae appelée
localement « Mlilesse » utilisée en médecine traditionnelle reconnues par leurs vertus
thérapeutiques. La partie aérienne de R. alaternus L a soumis une maceération dans le méthanol.
Elle présente un rendement de 11,34 %. Cinque extraits a été préparés a partir des feuilles de
cette plante : EM, H, Chl, Ag et AC. L’évaluation du contenu en polyphénols montre que les
teneurs en ces composés varient entre 61,1 et 471,95 mg EAG/g d’extrait. Des teneurs
maximales ont été détectées dans 1’extrait acétate. De méme pour les flavonoides varient entre
93 et 380,95 mg EQ/g d’extrait. L’étude quantitative a révélé que I’extrait AC de R. alaternus
L présentent une Clsg plus efficaces avec 21,36+ 21,45 ;2,46+0,38 ug/ml respectivement vis a
vis du radical DPPH- Pour le test d’ABTS. Les résultats de ces travaux nous ont permis
d’affirmer que 1’ensemble des extraits de la plante étudiée présentent des tres bonne activités

antioxydantes qui pourraient nous permettre de les recommander dans la biotechnologie.

Mots clés : R. alaternus L, activité antioxydante, Polyphénols, DPPH, ABTS.
Abstract

R. alaternus L is a shrub which belongs to the Rhamnaceae family known locally as
«Mlilesse» used in traditional medicine recognized for their therapeutic virtues. The aerial part
of R. alaternus L underwent maceration in methanol. It has a yield of 11.34%. Five extracts
were prepared from the leaves of this plant: EM, H, Chl, Aq and AC. The evaluation of the
content of polyphenols shows that the contents of these compounds vary between 61,1 and
471,95 mg EAG/g of extract. Maximum levels were detected in the acetate extract. Likewise,
for flavonoids vary between 93 and 380,95 mg EQ/g of extract. The quantitative study revealed
that the AC extract of R. alaternus L exhibits a more effective 1Cso with 21,36 + 21,45; 2,46 +
0,38 pg/ml respectively against the DPPH radical. For the ABTS test. The results of this work
have enabled us to confirm that all the extracts of the plant studied exhibit very good antioxidant

activities which could allow us to recommend them in biotechnology.

Key words: R. alaternus L, antioxidant activity, Polyphenols, DPPH, ABTS.
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