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Introduction

Au cours des décennies passées, l'intérét public pour les thérapies naturelles a
considérablement augmenté dans les pays industrialisés (Alhoud et al., 2018). Les plantes
médicinales représentent la premiére source de matiére premiere essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules, nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
contre de nombreuses maladies. La valorisation de ces plantes demeure un domaine de grande

importance pour le pays (Maurice, 1997).

L’Algérie recele d’un patrimoine végétal trés riche et diversifié dans les régions
cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes, on y
trouve plus de 3000 especes végétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes médicinales
qui occupent une large place et joue un grand role dans 1’économie nationale. Elles sont
utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie, pharmaceutique, et
phytothérapie (Duraffourd et al., 1997).

Plusieurs études et recherches scientifiques ont été consacrées pour exploiter ces
propriétés avantageuses afin de découvrir différentes substances bioactives dans le but de
traiter des maladies. appelés : Les métabolites secondaires (Akroutet al., 2001). Ces
composeés sont utilises comme des agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, mais
essentiellement antioxydants qui défendent contre le stress oxydant (Bourgaud et al., 2001;
Kar, 2007).

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Powers et al., 2010). La réduction
univalente de 1’oxygéne résulte dans la formation des espéces réactives de 1'oxygeéne dont font
partie les radicaux libres, le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygene singulier...etc. Toutes ces

especes sont potentiellement toxiques pour 1’organisme (Pincemail, 1998).

Dans ce cadre, ’objectif de la présente étude est d’avoir un extrait brut de la partie

aérienne de R. alaternus, A. radiata et C. incana afin de réaliser des tests phytochimiques.
Cette étude comporte deux parties :

La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique, constituée de trois

chapitre I'un sur les genéralités sur les plantes médicinale, le deuxiéme chapitre sur les
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métabolites secondaires et le dernier chapitre sur la présentation des plantes étudiées (R.

alaternus, A. radiata, C. incana).
La seconde partie concerne la partie expérimentale :

» [’extraction méthanolique.

» Screening phytochimique pour avoir les différents constituants des plantes a
savoir : (les flavonoides, les saponines, les tanins, les alcaloides et les terpénes).

» Dosage des polyphénols et flavonoides.

» L’évaluation du pouvoir antioxydant de chaque extrait par deux méthodes
couramment utilisées (DPPH, ABTS).

Enfin nous avons terminés notre travail par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre | Géneéralites sue les plantes médicinales

|.1. Définition d’une plante médicinale

Les plantes dites medicinales sont des drogues végétales qui possédent des propriétés
médicamenteuses utilisées en médecine traditionnelle gréace a la présence de leurs constituants
chimiques actifs dans différentes parties de ces plantes appelés «les métabolites secondaires »
(Derradj, 2020).

Seuls les parties les plus abondantes en principes actifs seront choisies il peut s’agir de
la plante entiére, ou des feuilles, tige, racine, des sommités fleuries, de 1I’écorce, des fruits ou

des fleurs, utilisées fraiches ou séches (Nelly, 2013)

1.1.1 Intérét de I’étude des plantes médicinales

L’intérét de I’étude des plantes médicinales revient a I’existence de ses propriétés
particulieres bénéfiques pour la santé humaine ou animale. Au niveau mondial la plus grande
partie des plantes utilisées, est destinée a la phytothérapie, a la production de molécules pour

la médecine allopathique (Benjilali et Zarira, 2005).

1.1.2. Avantages des plantes médicinales

Géneralement les plantes médicinales d’usage habituel ne causent que trés peu d’effets
indésirables, c’est d’ailleurs I’un de leurs principaux avantages, mais aussi grace a la rapidité
de leurs effets sur le métabolisme, certaines plantes ont des effets pratiquement immédiats sur
le métabolisme (Pinto et al., 2003).

1.1.3. Inconvénients des plantes médicinales

Certaines plantes sont inoffensives tandis que d’autres sont toxiques et ne sont
utilisées que sous des formes bien controlées. Son utilisation sans un avis d’un spécialiste peut

aboutir & des intoxications graves et parfois mortelles (Williamson, 2001).
I.1.4. Fonctionnement des plantes médicinales

Les plantes medicinales sont destinées a étre utilisées selon un mode de préparation
traditionnel, genéralement en infusion ou en déecoction, ces plantes peuvent étre utilisees en
I’état ou comme matiere premiere pour réaliser des préparations. Comme tous les
médicaments, certaines plantes médicinales provoquent des effets secondaires, pour cette
raison, ces plantes doivent étre employées avec précaution et leurs utilisations nécessite I'avis
d'un spécialiste (Chabrier, 2010).
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1.2. La phytothérapie

Le terme « phytothérapie » vient du grec «phyton» qui signifie végétal et de
«therapein » qui signifie soigner (Nelly, 2013). La phytothérapie est le traitement par les
plantes (Bruneton, 1999). Une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques en utilisant des plantes médicinales
(Wichtl et Anton, 2003).

Selon I’OMS (2013), la phytothérapie est considérée comme une médecine
traditionnelle, massivement employée dans certains pays en voie de développement grace a sa
présence locale et son faible codt, elle fait partie des médecines alternatives, médecine fondée

sur les extraits de plantes et les principes actifs naturels (Combe et al., 2019).
On distingue deux types de phytothérapies.

1.2.1. La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui est une modalité de traitement neurobiologique
trés ancienne basée sur l'utilisation des plantes selon les vertus découvertes empiriguement
qui consiste a traiter les symptomes d’une affection et concerne aussi les pathologies

saisonnieres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).

1.2.2. La phytothérapie clinique

La phytothérapie cliniqgue est une approche globale du patient et de son
environnement, le malade passe avant la maladie, s’intéresse principalement a 1'état général
du patient, et d'un examen clinique approfondi et non pas uniquement de la symptomatologie
du patient a fin de déterminer le traitement et réguler les déséquilibres physiologiques du
terrain spécifique a I’individu(Nelly, 2013). Son mode d’action est basé sur un traitement a
long terme agissant sur le systéme neuro-végeétatif pour compléter ou renforcer I’efficacité

d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies(Moreau, 2003).
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1.2.3. Intérét de la phytothérapie

La phytothérapie se pratique sous différentes formes en cas de maladie bénigne sans
conséquence grave vers la guérison, dans d’autres cas la thérapie par les plantes est considérée
comme une alternative reconnue, représenteé par la médecine et dépourvue de tout effet

toxique pour I’organisme vivant (Berlencourt, 2008).

1.2.4. Avantages de la phytothérapie

Malgré le développement de la médecine moderne la phytothérapie offre de multiples
avantages. Le grand intérét de la phytothérapie est la bonne tolérance des plantes lorsque
celle-ci sont utilisées a la bonne posologie. Les plantes medicinales ne provoquent que tres
peu d’effets indésirables, de plus son usage est simple et a domicile et ’effet recherché est

pratiqguement immédiat (Robert, 2019).

1.2.5. Inconvénients de la phytothérapie

Certaines plantes peuvent étre dangereuses jusqu’a provoquer la mort méme a faibles

doses, parmi les risques rencontrés on peut citer :

Allergies, surdosage, contaminations par des toxiques divers (métaux lourds, micro-
organismes), interactions avec d’autres plantes ou traitements et modification des doses

absorbées (Cavalier et al., 2015).

1.3. Définition de principe actif (PA)

Le ou les PA d'une plante médicinale sont les composants naturellement présents dans
une plante qui lui confére son activité thérapeutiques présentant un intérét thérapeutique
curatif ou préventif pour I'homme ou I’animal, qui s’intégrent dans les processus de régulation

physiologique de 1’organisme (Chabrier, 2010).
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Chapitre 11 Les métabolites secondaires

Les plantes médicinales produisent plusieurs composés organiques qualifiés de

métabolites primaires et secondaires issus du métabolisme (Moussi,2016).

I1.1. Métabolites primair

Les métabolites primaires sont des molécules nécessaires a la machinerie moléculaire
de la cellule (la croissance, le développement et la reproduction normale des cellules de
I’organisme d’une plante, qui rassemblent quatre grandes catégories (les acides aminés, les

lipides, les glucides et les acides nucléiques) (Hopkins, 2003).

11.2. Métabolites secondaires

Ce sont des composés synthétisés par les plantes autotrophiques qui sont non
essentiels a la survie de la plante, ces derniers ont une multitudes de roles écologiques par
exemple dans les mécanismes de défense des plantes contre les prédateurs animaux ou les
pathogenes, dans les relations plantes-micro-organismes, comme attractant sexuel pour les
insectes pollinisateurs et la résistance des plantes contre divers stress biotiques et abiotiques
(Abdrrazak et Joél, 2007).

Plus de 200.000 métabolites secondaires ont été identifiés a partir de divers
organismes vivants (Moussi, 2016). Ces métabolites s’accumulent dans les plantes en petites

quantités et répartis selon leurs réles (Abdrrazak et Joél, 2007).

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en plusieurs grands groupes

principalement les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponines et les terpénoides.

11.2.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques quasiment universels et abondant chez
les plantes supérieurs, avec plusieurs structures identifiees, ce sont des métabolites
secondaires produits naturellement dans toutes les familles des végétaux(Havsteen,2002),
responsables de la couleur variées des fleurs, fruits et parfois les feuilles par la présence des
pigments colorés tel que les anthocyanes, responsables de la coloration qui varie de 1’écarlate

au rose au violet et au bleu (Hopkins, 2003).

Les flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 atomes de carbones avec deux
cycles aromatiques A et B reliés par un pont de trois carbones en formant un hétérocycle
organisé dans une structure générale de type C6-C3-C6 (figure 1) c’est les plus nombreux

parmi les phenoliques(Alan, 2009).
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Figurel : Squelette de base des flavonoides (Alan, 2009).

La structure des différents types de flavonoides varient par la nature de 1’hétérocycle

oxygéné (Alan, 2009).
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Figure 2 : Différents types des flavonoides a partir du squelette flavane (Dacosta,2003).

Les flavonoides possédent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que
I’activité anti-inflammatoire (Park et al., 2008), antimicrobienne (Hopkins, 2003) et une

activité contre la peroxydation lipidique et 1’atteinte hématologiques (Rao et Vijayakumar,

2008).
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11.2.2. Tanins

Historiquement, I’importance des plantes a tanins est liée a leurs propriétés tannantes
utilisées pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau d’animaux
en cuir, par leurs propriétés d’établissement de liaison entre les fibres de collagene de la peau,
ce qui lui confére a cette derniére une résistance a 1’eau a la chaleur et a I’abrasion, (Hopkins,
2003). Cette liaison hydrogene se fait entre le groupement OH et Nh2 des protéines de
collagéne et les OH phénoliques des tanins (Guignard, 2000).

Les tanins sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles ayant une masse
moléculaire de 500 a 3000, et sont presents pratiqguement dans tout les végétaux et dans toutes
les parties (racines, feuilles, tige...etc ) mais aussi en abondance dans les tissus agés (Messai,
2011).

Les tanins protégent contre les toxicités induites par différents agents (UV, les métaux
lourds, les pollutions...etc), on distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux
groupes de tanins différents par leurs structures aussi bien que par leurs origine biogénétique :

les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 2009).

11.2.2.1 Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo — ou des polyesters d’un sucre généralement le glucose et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénol, cet acide phénol peut étre un acide gallique en
cas de tanins gallique, ou acide éllagique en cas d’ellagitanins. Il existe un autre type de tanins
dénommé tanins complexes qui sont construits par une unité gallotanins ou ellagitanins

comportant une liaison & un flavonoide (Bruneton, 2009).
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Figure3 : Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 2009).
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11.2.2.2. Tanins condensés

Les tanins condensés appelés aussi paraonthocyanidines ce sont des polymeres
flavanique c'est-a-dire, une structure voisine a un flavonoide. L’élément structurale de base de
ces polymeres est un flavan-3-ols, liées entre elles majoritairement par les liaisons C4-C8 et
rarement C4-C6, ces liaisons résultent d’un couplage entre le C-4 électrophile d’un flavanyl
issu d’un flavan-4-ol ou d’un flavan-3,4-diol et une position nucléophile (C-8, plus rarement
C-6) d’une autre unité (Guignard, 2000).

Figure 4 : La structure des tanins condensés(Bruneton, 2009).

11.2.2.2. Alcaloides

Ce sont des substances azotées basiques, d’origine naturelle de faible poids
moléculaire, variant de 100 a 900 et sont généralement des produits cristallisables, rarement
colorés, composé d’une structure complexe hétérocyclique, biosynthétiquement issu a partir

d’un acide aminée (Bruneton, 1999). Les alcaloides sont classés en trois principales classes :

Alcaloides vrais : désignent des substances azotées, leurs atome d’azote est inclus dans un
systéeme hétérocyclique, ce sont des dérivés d’acides aminés (Guignard, 2000).lls sont

présents dans les plantes soit sous forme libre, sels, amine oxyde (Badiaga, 2011).

Pseaudo-alcaloides : Possédent tous les caractéristiques des alcaloides vrais mais ne sont pas
des dérivés des acides aminés, comme les alcaloides terpénique, monoterpénique,
Sesquiterpénique. Ils sont issus du métabolisme de 1’acétate c’est le cas de la conine

(Bruneton, 1999).
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0.0
H.C CH,
)
CH, CH,-NH

skytanthine paravallarine

Figure 5 : La structure des pseaudo-alcaloides (Bruneton, 2009).

Proto-alcaloides : Ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme

hétérocyclique. Ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés.

O MeO
“H MeO 2
CH, OMe

(-)-cathionine méscaline

Figure 6:La structure des proto-alcaloides (Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont insolubles ou trés peu solubles dans I’cau, solubles dans les
solvants organiques apolaire ou peu polaire et dans les alcools et possedent des activités
pharmacologiques intéressantes qui s’exercent a faible dose dans les domaines les plus
variés un role anesthésiant (cocaine) comme anesthésie local, un réle analgésique (morphine)
(Bruneton, 1999).

11.2.2.3. Saponines

Les saponines, dénommeées saponosides sont des substances hétérosidiques de poids
moléculaire élevé, leurs structures contenant un aglycone appelée sapogénine a structure

stéroidique ou triterpénoide relié a une, ou plusieurs chaines de sucres (Abderrazak, 2007).

10
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Les saponines sont classés en fonction du nombre de chaines de sucres dans leurs
structures: mono, di ou tridesmoside. Les saponines monodesmosidiques ont une seule chaine
de sucre, attaché en C-3, quant au saponines bidesmosidiques ont deux chaines de sucres, dont
I’une est souvent attachée par une liaison ether en C-3 et I’autre par une liaison esthér en C-28

(saponines triterpénique) ou une liaison ether en C-26 (EI Barky et al., 2017).

Lessaponines sont des composés tensioactifs, en raison de la présence d’un aglycone
soluble dans les lipides et d’une ou plusieurs chaines de sucre solubles dans 1’eau ce qu’il lui
permet d’avoir des propriétés détergentes, mouillantes, et moussantes, dans les solutions

aqueuses (Bruneton, 1999).

Les saponines sont connus par leurs activités biologiques et pharmacologiques variés :
activités antitumorales, anti inflammatoire, immunomodulatrices, synthése d’hormones,
agissant sur le systeme cardiovasculaire, sur le systétme nerveux central et le systeme
endocrinien (Bruneton, 1999). Les saponines sont également utilisées dans 1’industrie
pharmaceutique comme adjuvant pour améliorer 1’absorption d’autres médicaments en

augmentant la solubilité (Barbosa, 2014).

furossane sosapogeninge - 25 R.spirosianc

Figure 7 : Squelette et configurations des génines stéroidique des saponosides (Bruneton,
2009)

11.2.2.4. Terpénoides

Les terpénoides c’est la famille la plus vaste des métabolites secondaires, avec pres de 15000
structures moléculaires connus, ce sont des molécules hydrophobes, composées d’unité
isoprene a cing atomes de carbones C5 reliées entre elles, leurs grandes diversité trouve son
origine dans le nombre d’unité¢ de base qui composent la chaine ainsi que les divers modes

d’assemblage, et sont dotés des propriétés antiseptiques mais également antibiotiques,

11
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astringentes, anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, hémostatiques et Vasoconstrictrices
(Hopkins, 2003).

Figure 8 : Structure de base d’un terpénoides (Bruneton, 2009).

Les terpénes peuvent étre considérés comme des combinaisons de deux ou plusieurs

molécules isopréne, synthétisées a partir de 1’acétyle CoA (Deyson, 1982).
Selon le nombre d’atomes de carbones on distingue :

Tableau I : La classification des terpénoides (Hopkins, 2003).

La formule brute Le type de terpénoide
C5H8 Isopréne

C10H16 Monoterpenes
C15H24 Sesquiterpénes
C20H32 Diterpénes
C25H40 Sesterpenes
C30H48 Triterpenes
C40H64 Tétraterpéne

12
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I11.1.Rhamnus alaternus L :
111.1.1.Généralités :

R. alaternus est une espéce végétale qui appartient a la famille des rhamnacées, les
plantes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle, c’est une famille
cosmopolite d’arbre, d’arbuste et herbacées qui contient environ 50 genres et 900 especes
(Marzouk et al., 1999) R. alaternus est un arbuste dioique a feuilles persistantes et native a

fruits charnus, de 1 a 6 métres de hauteur (Izhaki et al., 2002).

Elle est distribuée dans toutes les régions méditerranéennes y compris le nord de
I’Afrique (I’Algérie, Tunisie, Maroc) et sur le littoral de I’Europe méridionale, poussant
généralement dans un climat médio-terrain avec des étés chauds et secs et des hivers modérés
a froid. On la trouve dans les foréts, rocailles et les montagnes, Ses feuilles sont alternes de
forme ovale et lanceolées a court pétioles, Les nervure sont paralléle au bord du limbe et les
fleurs sont petites unisexuées de couleur jaune, réunis en petites grappes latérales, fleurit a la
fin de I’hiver et au début du printemps avec un sommet a la mi-février (Marzouk et al.,
1999)Le fruit est de forme sphérique contenant entre 2 a 5 graines de baies qui est d’abord
rouge puis noire & la maturité, qui se passe durant la période de la fin du printemps et au début
de I’été, d’une largeur moyenne de 2,5mm et d’une longueur de 4,6mm, et 9,1 mg de poids

maximum (Quezel et Santa, 1963).

Figure 9 : Rhamnus alaternus L.
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I11.1.2. Classification botanique :

Classification botanique de R. alaternus est représentée dans le tableau suivant :

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

Taxon Nom
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnacea
Genre Rhamnus
Espece Rhamnus alaternus L

Noms vernaculaires : Am’lile’ce, M’lila, Soitfair, Oud El-khir ou bien Safir en arabe et
Mélilés (Bhouri et al., 2012)

111.1.3.Utilisation traditionnelle :

En médecine traditionnelle R. alaternus a été employéeen Algérie et dans de
nombreux autres pays d’Afrique du Nord en tant que digestif, diurétique, laxatif, hypotensif et
pour le traitement des complications hépatiques et dermatologiques et contre la jaunisse
(Bhouri et al., 2012).

111.1.4.Compositions chimiques :

L’étude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne et les racines de R.
alaternus a révelé la présence de diverses quantités d’anthraquinones, de coumarines, de

tannins et en particulier des flavonoides (Ammar et al., 2009).

Cette plante est aussi composée de 68% d’eau, de minéraux (Cu, P, Mg, Na, K, Mn,
Zn, Fe, Ca) de lipides, protéines et de fibres (cellulose, lignine et hémicellulose) (Izhaki et
al., 2002).

111.1.5.Activités biologiques :

R.. alaternus ont plusieurs activités biologiques, en particulier les activités

antimicrobiennes contre une vaste gamme de microorganismes (Kosalecet al., 2013) des
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activités antioxydants et anti-inflammatoires grace a la présence des flavonoides et des

polyphénols (Nekkaa et al., 2021) et des activités anti-génotoxiques (Ammar et al., 2009).

I11.2. Anvillea Radiata :
111.2.1. Généralités :

A radiata est une espéce saharienne poussant sous forme d’arbrisseau, appartenant a la
famille des Asrteraceae qui comporte plus de 1500 genres et plus de 25 000 especes,
localisées au nord de 1’ Afrique et dans certaines régions du Moyen-Orient. A. radiata est un
petit arbuste ligneux, densément ramifiée, de 20 a 50cm de hauteur, les feuilles sont de
couleurs vert-gris, petites, et grossiérement triangulaires, avec un grand pétiole et un limbe
fortement denté. Les grands capitules solitaires ont un diametre de 3 a 5cm, avec de longues
ligules. Les fleurs sont toutes jaunes-oranges les fleurs extérieur mesurent 25mm de long, et

elle fleurit généralement au printemps (Quézel et Santa, 1963).

Figure 10 : Photo d’A. radiata prise par Bammou M dans la région d’Errachidia
111.2.2. Classification botanique

Tableau m : Classification botanique d’A. radiata (Quézel et Santa, 1963)

Taxon Nom
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Famille Asteraceae
Genre Anvillea
Espéce Anvillea radiata
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A. radiata est communément appelée nougd 1’hoor (Hammiche et Maiza, 2006). Horf, Ain
elbegra (Quezel et Santa, 1962).

111.2.3. Utilisation traditionnelle

Selon la médecine traditionnelle, 1’infusion et la macération des feuilles et des tiges
d’A radiata est largement utilisée pour le traitement des pathologies broncho-pulmonaire, la

dysenterie et les trouble gastro-intestinaux (Boukhris et al., 2016).

111.2.4. Compositions chimiques et activités biologiques

En 2004 les études phytochimiques et pharmacologiques des extraits d> A radiata
réalisé par El Hassany et son équipe ont isolé a partir de la partie aérienne le germacranolide,
8a et le 9a-epoxyparathenolide, avec deux composés connus, 9a-hydroxyparathenolide et
parthenolid-9-one et la présence des contenus phénoliques totaux et des flavonoides totaux,
ces composes sont bien connus pour leurs effets bénéfique sur la santé humaine et leurs
capacité a limiter les dommages dus au stress oxydatif du au especes radicalaires (Boukhris
et al., 2016) ainsi que d’autres activités biologiques intéressantes dont des activités
antioxydantes anti-inflamatoire, anti cancéreuse, antifongiques et antibactériennes...(Saoud
et al., 2018).

111.3. Centaurea incana :

111.3.1. Généralités :

C. incana appartient au genre Centaurea qui comprend environ 450 espéces dont 45
poussent spontanément en Algérie dont sept sont localisés dans le Sahara, c’est une plante
saharienne qui appartient a la famille des Astéracées, poussant spontanément (Zater et al.,
2016) dans les régions du M'Zab et des Aurés en Algérie (Cossy et Aclfnou, 1990) sont
généralement riches en flavonoides et en lactones sesquiterpéniques, qui sont les principaux

constituants responsables de I'activite biologique(Akkal et al., 2007).

16



Chapitre 111 Les plantes étudiées

Figure 11 : Centaurea incana photo originale

111.3.2. Classification botanique :

Tableau IV : Classification botanique de C. incana (Quezel et Santa, 1963).

Taxon Nom
Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Ordre Asterales
Famille Astéracées
Genre Centaurea
Espéce Centaurea incana

111.3.3. Utilisation traditionnelle :

C. incana est connue pour ses vertus médicinales et propriétés cosmétiques, utilisée
pour soigner les troubles de la digestion, les inflammations des yeux, et également a lutter
contre la chute de cheveux, soulage les petites plaies cutanées, et renforce 1’activité du foie et
les défenses immunitaires, On lui préte méme des vertus contre le diabéte, les rhumatismes, la

goutte et I’hypertension (Zater et al., 2016).

111.3.4. Compositions chimiques et activités biologiques :

C. incana présente typiquement une grande diversité structurales dans les principaux
composés bioactifs, y compris les triterpens, les acides aminés, les flavonoides, les lignanes et

des lactone sesquiterpenique (Akkal et al., 1997 ; Zater et al., 2016 ). Elle présente des
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propriétés médicinales principalement comme Analgésique, cytotoxique, anti-bactériennes et

anti-fongique (Zater et al., 2016).
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1V.1. Matériels :

IV 1.1. Materiel végeétal :

Dans cette étude, les échantillons du matériel végétal utilisé est constitué de la partie
aérienne de R. alaternus (feuilles) qui a été récoltée au mois de mai 2021 dans une forét de la
région de Toudja qui est située dans le nord de la wilaya de Bejaia, Quant a A. Radiata a été

collectée au mois d’avril dans la wilaya de Ghardaia, et C. incana est récoltée au mois de mai

dans la région d’Oum el Bouaghi.

Figure 11:Rhamnus alaternus

IV.1.2. Appareils et produits chimiques

Matériel

Les réactifs

Vortex, etuve, balance de précision, agitateur
magnétique, spectrophotometre, béchers,

pipettes, micropipette, éprouvettes graduées,
tubes a essais, entonnoir, erlenmeyers, boites

de pétrie, Spatule.

Meéthanol, Fecl3, folin, chlorure-
d’aluminium, eau distillée, 2 ,2-diphényle-1-
picryl hydrazyl (DPPH), carbonate de
sodium, Hcl, magnésium, anhydride
acétique,chloroform, H2S04, Kl, K2S08,
HgCl2, Mayer.
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1VV.2. Méthodes :

IV 2.1. Préparation de la matiére végétale :

La partie aérienne de R. alaternus(feuilles)a été nettoyée des impuretés, puis séchée a
température ambiante et a I'ombre pendant quelques jours, ensuite broyée a l'aide d'un broyeur

jusqu'a I’obtention d’une poudre qui est conservée dans une boite fermée, jusqu’a utilisation.

Figure 12: La partie aérienne de Rhamnus alaternus L: (A : fraiche ; B : poudre).

IV.2.2.Préparation des extraits :

L'extraction signifie la séparation des parties actives de tissus végétaux ou

animaux,des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs (Handa, 2008).

Dans nos étude, la méthode d’extraction utilisée est une extraction par macération
(extraction solide-liquide) : une opération qui consiste a laisser séjourner la matiére végétale
dans le méthanol(solvant d’extraction) pour extraire les composés phénoliques (Leybors et
Fremeaux, 1990).

Cette méthode a été effectuee selon le protocole décrit par (Belhattab et al., 2004) en

y apportant quelques modifications :
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70 g de matériel végétal sec

H

Addition de 350ml du méthanol

|

Macération 48h

Température ambiante
a I’abri de la lumiére

A

ﬂ

Filtration sur la gaze

AV

Filtration sur le coton

V

Filtration sur papier Wattman (n°3)

L’opération est répétée
unefois en rajoutant

250 ml du méthanol
A

[
o~

Filtrat

A
<

J

Evaporation sous une haute

J

Marc

Extrait méthanolique brut

Figure 13 : Protocole de préparation de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de Rhamnus

alaternus L par macération (Belhattab et al., 2004).
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1VV.3.Détermination du rendement :

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait obtenue et
lamasse de la matiere végétale seche (Belyagoubi, 2006).Le rendement des extraits a été calculé

par la formule suivante:

R (%) = (P1-P2) /P3 x 100

Ou:

R: Le rendement en %.

P1: Poids de laboite de pétrie apres évaporation.
P2: Poids de la boite de pétrie vide.

P3: Poids de la matiere végétale.

IVV.4.Screening phytochimique des extraits :

Screening phytochimique est un ensemble de tests effectués sur I’EM préparés, afin
de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains meétabolites primaires et

secondaires en utilisant des réactifs spécifiques comme indiqué ci-dessous :
IV.4.1.Test des flavonoides :

Traiter 1ml de chaque extrait avec 0.1 ml d’Hcl (1%), ajouter quelques milligrammes
de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une

couleur rouge ou orange (N’Guessan et al., 2009).
IV.4.2. Test des tanins :

1 ml de chaque extrait méthanolique des plantes étudiées, on ajoute 2 a 3 gouttes de la
solution de FeClI3 a 1%. Apres quelques minutes d’incubation, un test positif est révélé par

I’apparition d’une coloration bleu-noir ou bleu-verte (Karumi et al., 2004).
IV.4.3. Test des saponines :

La présence des saponines est mise en évidence par ’addition a 1ml de I’extrait plus 2
ml d’eau distillé chaude et agité pendant 15 secondes le mélange est laissé au repos pendant
15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponines
(N’Guessan et al., 2009).
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IVV.4.4. Test des alcaloides :

Le test consiste a ajouter a 1.5 ml de chaque extrait 0.5 ml d’Hel a 1% et 3 gouttes de
réactif de Mayer, I'apparition d'un précipité blanc crémeux, révéle la présence des alcaloides
(Majob et al., 2003).

IV.4.5. Test des stérols et terpénoides :

Evaporation a sec 10 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans (0.5ml)
d’anhydride acétique puis (0.5 ml) de chloroforme. A I’aide d’une pipette ajouter (2 ml) de
H2S04 concentré au fond du tube sans agiter. La formation d’un anneau rouge brunétre a la
zone de contacte des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant révélent

la présence de stérols et terpénoides (Edeoga et al., 2005).
IVV.5. Dosage des composés phénoliques :

IV.5.1. Dosage des flavonoides :
IV.5.1.1. Principe :

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation de complexes flavonoides-métaux
tel que I’aluminium utilisé sous forme de trichlorure d’aluminium (AICI13). La liaison de
groupement hydroxyle des flavonoides avec le trichlorure d’aluminium, qui se traduit par un

complexe jaunatre (Bahorun et al., 1996).
IV.5.1.2. Mode opératoire :

L’estimation de la teneur en flavonoides dans nos extraits (R. alaternus, A. radiata et
C. incana)est réalisée par la méthode de (Bahorun et al., 1996),qui consiste a mettre 1 ml
d’extrait dans un tube a essai et on ajoute de la solution méthanolique de chlorure
d’aluminium a 2 % : laisser incuber 15 min a température ambiante. Lire les abs a partir du
spectrophotomeétre UV-visible a 430 nm. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par gramme d’extrait en se

référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (mg EQ/g E).
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IVV.5.2.Dosage des polyphénols :
IV.5.2.1. Principe :

La quantification des polyphénols totaux est habituellement déterminée
colorimétriquement avec un spectrophotomeétre en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, ce
réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide
phosphomolybdique (H3PMO12040). llest réduit, lors de 1’oxydation des polyphénols, en un
mélange d’oxyde bleu de tungstene (W8023) et molybdéne (MOS8O23). La coloration
produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux
(Boizot et Charpentier, 2006).

IVV.5.2.2. Mode opératoire :

Les polyphénols (PP) ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole
De (Li et al.,2007). Une quantité de 0,2ml de I’extrait brutméthanolique pour chaque plante
est introduite dans des tubes a essais, a laquelle on ajoute 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
(10% v/v). Apres 3 a 5 minutes, on ajoute 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5%. Les tubes
sont agités et incubés pendant 120min. L’absorbance est mesurée a 760 nm a ’aide d’un

spectrophotometre.

La concentration des PP est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage. Etablie avec 1’acide gallique et exprimé en milligramme (mg) équivalent acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG / g d’extrait). Pour chaque extrait, le test est réalisé

en triplicata.
IV.6.Activités antioxydantes :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits méthanolique a été

réalisée par deux tests chimiques:
IVV.6.1.Test du radical DPPH :
IV.6.1.1. Principe :

Ce test est largement utilis€ pour 1’évaluation rapide et directe de [Dactivité
antioxydante.Le composée chimique 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical
libre stable de couleur violette en raison de I'électron non apparié d'azote (Sanchez et al.,
2002). Au contact avec un antioxydant donneur d’un hydrogéne, le DPPH se réduit en 2.2

Diphenyl 1 picrylhydrazine de couleur jaune, cette couleur est I’indicateur du pouvoir

24



Chapitre IV Matériels et méthodes

antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une

diminution de 1’absorbance a 517 nm (Moon et al., 2009).

@gig L @gg

1: Diphenylpicrylhydrazyl 2: Diphenylpicrylhydrazine
(Forme radicalaire) (Forme nonradicalaire)
Figure 14: Réduction du radical DPPHe (Molyneux, 2004).

IV.6.1.2. Mode opératoire :

Dans notre étude nous avons suivi la procédure faite par (Atoui et al., 2005) comme
elle est décrite ci-dessous,50 ul de I’extrait en solution méthanolique a différentes
concentrations de chaque extrait est ajoutés a 2000 ul de la solution méthanolique du DPPH
(0.04%). La lecture de 1’abs est faite a 517 nm, aprés 30 min d’incubation a ’obscurité et a
température ambiante. Pour chaque concentration, le test est répété trois fois.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH a ét¢é calculé suivant la formule :

PI=[(A0—A1)/A0] x 100

Avec:
Pl: Pourcentage d’inhibition.
AQ: Absorbance du control.
Al: Absorbance de I’extrait apres 30 min.
L’étude de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des

extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50).
IV.6.2.Test de PABTS :

Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

(ABTS) eststable sous sa forme libre de coloration bleu-verte. L’addition d’un antioxydant

25



Chapitre IV Matériels et méthodes

donneur de H*®a une solution de ce radical cation entraine sa réduction, transformant en ABTS
incolore et une diminution de I’absorbance a 734 nm. Cette diminution dépend de 1’activité
antioxydantedu composé testé, dans ce test nous avons utilisé le trolox comme molécule de

référence, est effectué selon la méthode de (Re et al.,1999).

En pratique, le radical ABTS®a été préparé par la réaction de la solution d’ABTS a 7
mM avec une solution de persulfate de potassium (K2S208 /2.45mM), cette solution a été
laissée a I’obscurité pendant 16h,et a température ambiante (formation du radical ABTS?®).
Avant utilisation, la solution est diluée avec I’eau distillé pour obtenir une absorbance de 0,70

(+/- 0,02) & 740 nm et & 30 °C.

Ensuite, 1900 ul de la solution d’ABTS® a été mélangé avec 0,1 ml de différents
extrais. L’absorbance est mesurée a 734nm aprés une incubation de 7 min a I’obscurité a la
température ambiante. Trois essais ont eté effectués pour chaque concentration de produit

testé. Le pourcentage de 1’activité scavenger du radical ABTS® est calculé comme suit :

Q =100 (A0 - AC)/A0

Avec : A0 = absorbance initiale en absence de compose a tester

AC = absorbance mesurée au temps t.
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V.1. Le rendement des extraits méthanolique :

L’extraction des composés phénoliques par le méthanol des plantes étudiées, nous a

permis de déterminé les rendements de leurs extraits bruts (Tableau 5).

TableauV: Les rendements des plantes étudiées.

Plante R. alaternus A. radiata C. incana

14,3% 15,5% 14,5%

Rendement (%)

Les résultats mentionnés dans le tableau montrent que le rendement le plus éleve est
celui de DI’extrait d’A. radiata,il est de 15.5% . De plus, les résultats montrent que le
rendement des deux extraits suivants : R. alaternus et C. incana ont presque le méme

rendement 14.3% et 14.5%, respectivement.

Les résultats obtenus par Boussahel et al., 2013 sur R. alaternus récoltés a Bordj Bou
Arreridj, Lamacération dans le méthanol a donné un rendements de 14,48% ; ces résultats
sont proches par apport a notre résultats. L’étude mené par Ammar et al., 2008 sur la méme
espéce R. alaternus originaire de Tunisie, la macération de feuilles dans le méthanol suivie
par le butanol saturé en eau a donné un rendement de 9%; Ces résultats sont inférieur de nos
résultats.Des résultats supérieurs aux nétres ont été trouvés dans une étude réalisée par Moussi et
ses collaborateurs, 2015sur les feuilles de R .alaternus origine d’Algérie (commune d’Adakar).

En effet la macération des feuilles dans le méthanol a donné un rendement de 22%.

Une autre étude menée par Bouchouka, 2016sur la partie aérienne d’A. radiata a
donné un rendement de 16.42% ; ces résultat sont proches a nos résultats.

Boubellouta et al., 2021lont obtenu un rendement de 15% pour I’extrait de C.

incana,ces résultats sont voisine par rapport a nos résultats.

La periode de récolte de la plante, le nombre et le temps de macération, le volume
ainsi que la nature du solvant, constituent les parameétres susceptibles d’influencer le taux

d’extraction (Hayouni et al.,2007).
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V.2.Test screening phytochimique :

Un criblage phytochimique est réalisé sur les extraits prépares, mise en évidence les
différentes familles de composés existant dans chaque plante par des réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de précipitations ou de
colorations par des réactifs spécifiques a chaque famille de composé.

Les résultats obtenus sont représentés dans le (tableau 6).

Tableau VI: Les résultats des tests phytochimiques de chaque extrait méthanolique.

A.radiata C. incana R. alaternus
Alcaloides i + -
saponines + - +
Terpénes W+ + W
Tanins + + +
Stéroides i + i
Flavonoides + + +

(+) : Positif ; (-): Négatif.

v Les tests préliminaires réalisés sur les parties aériennes des plantes R. alaternus et

A. radiata, ont mis en évidence la présence de la majorité des métabolites secondaires nous
citons : Les flavonoides, les tanins, les saponines, les terpénes, les stéroides, et les alcaloides

a I’exception des alcaloides qui sont absents dans 1’extrait de R. alaternus.

v Pour I’extrait de C. incana les tests des alcaloides, terpénes, tanins, stéroides et

flavonoides sont révélés positifs a I’exception des saponines qui est negatif.

Nos résultats s’accordent avec ceux enregistrés dans les travaux menes par Ammar,
2008 et Hamiani, 2018 sur la R. alaternus. Ces auteurs ont confirmé la présence des
flavonoides, des tanins et des saponines, Une autre étude réalisee par Bouchenak et al.,2020
ont montré que R. alaternus présente les tanins, les flavonoides, les alcaloides et les

saponines.
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De méme nos résultats des tests phytochimiques réalisés s’accordent avec ceux
réalisés par Lakhdar et al.,2013 qui ont montré également que la plante A. radiata contient
des tanins, des flavonoides, des saponosides, des alcaloides et des terpénoides.

Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les plantes étudiées sont
plus ou moins riches en métabolites secondaires. Les tests phytochimiques réalisés nous a

permis d’avoir une idée générale sur la composition chimique des plantes étudiées.

V.3. Analyses quantitatives des extraits :
V.3.1. Teneur en polyphénols :

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits, a été
réalisée par la méthode spectrophotométrie avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les teneurs en
polyphénols sont exprimeés en mg EAG/g d’E, le taux des polyphénols des trois extraits
(R.alaternus, A. radiata et C. incana) a été obtenu a partir d’une courbe d’étalonnage qui suit
une équation de type :y = 0,0109x + 0,0541 sachant que Rz=0,9896.

100 +

80

60 -

40

Teneur des flavonoides
(mg/g)

R. alaternus A.radiata C.incana

Figure 15: Teneur en polyphénols des extraits méthanolique (R. alaternus, A. Radiata et C.
incana).
Le dosage des extraits méthanolique a montré que la teneur la plus élevée en
polyphénols a été trouvée dans I’extrait de R. alaternus: 110,95 mg EAG/g de I’E. Par contre
I’extrait d’A. radiata posséde une quantité moins importante qui est égale a : 53,01 mg EAG/

g de ’E.L’extrait de C. incana présente une faible teneur en polyphénols : 34,57mg EAG/gde
I’E.
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Une étude réalisée par Ammar et ses collaborateurs 2007 sur les feuilles de R.
alaternus de Tunisie, ont enregistré une teneur de 138 + 9 ug EAG/ mg d’extrait, ces résultats
sont proches a nos résultats. D’autre part, Kosalec et al., 2013 ont eu une quantité de
polyphénols totaux pour I’E de R. alaternus qui est égale a 38,4 = 1,56 mg EAG/g d’E, ces

résultat sont inférieur a nos résultats.

les études menées par Hamada, 2016sur I’extrait d’A. radiata a montré une teneur en

polyphénols de 117.60+2.62 mg EAG/ g d’E, ces résultats sont supérieurs a nos résultats.
Selon les études réalisées par Boubellouta et al., 2021la teneur en polyphénols pour

I’extrait de C. incana: 15,056 + 016 mg EAG/g d’E, ces résultats sont inférieurs a nos

résultats.
V.3.2.Teneur en flavonoides :

Les flavonoides constituent le groupe le plus large et le plus répandu de composés
Phénoliques (Bakar et al., 2009).

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine est considérée comme contréle positif. La teneur en Flavonoides est
exprimée en milligramme équivalent de quercétine par gramme d'extrait méthanolique (mg
EQ/g E). Le taux des Flavonoides des trois extraits (R.alaternus, A. radiata et C. incana) a
été obtenu a partir d’une courbe d’étalonnage qui suit une équation de type: y = 0,0299x +
0,0359 sachant que R? = 0,9986.

30 4

25

20 -

Anvilea Centaurea Rhamnus

Figure 16: Teneur des flavonoides des extraits méthanolique (R. alaternus, A. Radiata et C.
incana).
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D’aprés 1’histogramme illustré dans la figurel8 ’extraitde R. alaternus présente le
meilleur résultat dans ce test avec une teneur (90,31mg EQ/ g d’extrait), suivi de 1’extrait
d’A. Radiata et de C. incana 25,55 de 21,14 (mg EQ /g d’extrait), respectivement.

Dans une étude réalisée par Ammar et ses collaborateurs, 2007 a rapporté que
I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ
283+11mgEQ/g d’E,ces résultats sont supérieurs a nos résultats .Tandis que Boussahel et ses
collaborateurs 2013ont confirmé la présence des flavonoides de teneurs de 61,12 + 1,2017
mg EQ/g d’E pour I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus qu’ils ont récolté de la

région Teniet En Nasr Bordj—Bou-Arriridj, ces résultats sont inférieurs a nos résultats.

Concernant A. Radiata selon Hamada, 2016la teneur en flavonoides est de 14,91+0,5

mgEQ/g d’E, cette valeur est inférieur par rapport & nos résultats.

La différence entre ces résultats et ceux de la bibliographie est du a de plusieurs
facteurs, qui peuvent influencer sur la répartition qualitative et quantitative des composées
phénoliques dans nos extraits, parmi ces facteurs intrinséques: génétique et extrinséques:
climatiques et envirommentaux (Ebrahimi et al., 2009). En plus la méthode de quantification

qui peuvent également influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al.,
2003).

V.4. Activités antioxydantes

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer I’activité antioxydante par piégeage des

radicaux libres, dans cette étude nous avons utilisés deux méthodes (DPPH*® et ABTS®)
V.4.1 Test de piégeage du radical libre DPPH*

Le radical DPPH* est la méthode la plus couramment utilisée grace a sa simplicité, sa
rapidit¢ et son efficacité (Bozin et al., 2008). Cette activitt a été évaluée
spectrophotométriquement ensuivent la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517nm.

Dans ce test nous avons utilisé la quercétine comme standard, I'activité antioxydantede
nos extraits est exprimée en 1Cso, qui est la concentration nécessaire pour réduire 50% du
radicale DPPH?®. Plus la valeur de 1’ICsp est faible, plus I’activité de 1’extrait testé est grande
(Hebi et Eddouks, 2016).
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Les graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur

en fonction de la concentration de chaque extrait.

100
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DPPH
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% d'inihibition du
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concentration en pg/mi

Figure 17: Courbe pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH*® en fonction des
différentes concentrations utilisées pour R.alaternus (chaque valeur représente la moyenne de

trois essais).
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Figure 18: Courbe pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH*® en fonction des
différentes concentrations utilisées pour A.radiata (chaque valeur représente la moyenne de

trois essais).
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Figurel9 : Courbe pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH*® en fonction des
différentes concentrations utilisées pour C.incana (chaque valeur représente la moyenne de

trois essais).
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Figure 20:Représentation de I’inhibition de radical DPPH*® par 1’estimation des valeurs d’ICso

pour les différents extraits (R. alaternus, A. Radiata, C. incana).

D’aprés les résultats obtenue Figure 19,20,21, il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPH® augmente avec I’augmentation de la concentration des

différents extraits.

L'extrait méthanolique de R. alaternus présente une activité antiradicalaire élevée
(83.34% avec une concentration de 120ug/ml),suivie de 1'extrait d’A. Radiata (82%avec une

concentration de 120ng/ml), alors que I’extrait de C. incana, présente une inhibition égale a
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70,24% avec la méme concentration. Donc, les extraits de R. alaternus et d’A. radiata

présentent le pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport a 1’extrait de C. incana.

D’aprés les résultats obtenus (figure 22) on remarque que les extraits étudiés

présentent une activité antioxydante variable. Selon les ICsq calculés graphiquement.

L’ICso de la quercétine (3,4ug/ml), est utilisé comme molécule de référence, est bien
plus inférieur a nos extraits, on constate aussi que 1’extrait deR. alaternus présente une 1Csg
(62,84pg/ml) qui est inférieur a celle d’A. Radiataet C. incana. (72,76 ; 89,74ug/ml),

respectivement. Par contre elle est supérieure a celle de la quercétine (3,4 pg/ml).

Une étude menée par Kosalec et ses collaborateurs, 2013 sur les feuilles de R.
alaternus a montré une ICsp 78,7+ 3,16 pg/ml. Cette valeur est assez proche a celle qu’on a
trouvée. Dans une autre étude realisée par Ammar et al., 2008 sur les feuilles deR. alaternus
de la Tunisie a montré une ICso de 19 pg/ml, qui est plus faible par rapport a notreextrait
.Boussahel et al., 2013 ont remarqué que laR. alaternus présente une ICsode 398 + 7 pg/ml ;

ces résultats sont supérieurs a nos résultats.

Dans une autre recherche réalisée par Bammou et al 2015sur les tiges d’A. radiataqui
ont été collectés dans la région du tafilalet (sud-est du Maroc), a montré une valeur d’ICso
265.52 pg/ml ; ces résultats sont supérieurs a nos résultats. Une autre recherche réalisée par
Beddou, 2015sur I’extrait d’A. radiata a montré une valeur d’ICsg 212 + 6 pg/ml; ces

résultats sont supérieurs a nos résultats.

Concernant C. incana les recherches effectuées par Boubellouta et al., 2021 ont
enregistré une valeur de 87,51 0,42 pg/ml ; ces resultats sont proches par rapport a nos

résultats.

Ces résultats montrent que les extraits R. alaternus, A. radiata et C. incana

contiennent des agents piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants.

La différence des résultats entre les méme espéces dépend d’un certain nombre de
parametre: polarité des molécules qui contribue a I’augmentation de 1’activité anti
radicalaires, la dose, la structure, la composition phytochimique et sur le potentiel antioxydant
(Barwick, 1997).

35



Chapitre V Résultats et discussion

V.4.2.Test de PABTS :

Le test ABTS est utilisé pour évalue D’activité antioxydantes, se traduit par la
décoloration de la solution, qui est considérée comme étant la capacité des composés a
diminuer directement la couleur du radical ABTS®**. Dans ce test on utilise Trolox comme

standard, L'activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICsqo.

Les graphes ci-dessous, représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur

en fonction de la concentration de chaque plante.
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Figure 21:Courbe pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS*® en fonction des
différentes concentrations utilisées pour R. alaternus (chaque valeur représente la moyenne de

trois essais).
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition du radical libore ABTS® en fonction des différentes

concentrations utilisées pour C. incana (chaque valeur représente la moyenne de trois essais).
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition de radical libre ABTS® en fonction des différentes

concentrations utilisées pour A.radiata (chaque valeur représente la moyenne de trois essais).
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Figure 24: Représentation de 1’inhibition du radical ABTS® par I’estimation des valeurs

d’ICsp des différents extraits (R. alaternus, A. Radiata, C. incana, trolox).

L'extrait méthanolique de R. alaternus présente une activité antiradicalaire élevée
(77.23% avec une concentration 25ug/ml),suivie par I'extrait deC. incana(avec 65,02 % avec
une concentration 25upg/ml), alors que I’extrait d’A. Radiata, présente une inhibition égale a

445,3% avec la méme concentration.
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D’aprés les résultats présentés dans, la (figure 24) 1’ICso obtenu pour le trolox
(2,83ug/ml), qui est utilisé comme molécule de référence, est bien plus inférieur a celle de nos
extraits, alors que 1’extrait de R. alaternus présente une ICso (8,79 pg/ml) inférieur a ceux de

C.incanaet d’A. radiata (16,89 pug/ml, 38,86 pg/ml), respectivement.

Les valeurs d’ICso expliquent fortement le comportement des composes phénoliques
vis-a-vis du radical ABTS on constate aussi 1’effet de piégeur du radical ABTS par les
composés phénoliques reste notable méme a des faibles concentrations. En comparant les
résultats de 1’activité antioxydante totale d’A. radiata avec celle obtenus par Bammou et al.,

2015 ont trouvé une valeur de 1Cso(67,06+1,47 pg/ml) qui est supérieur a nos résultats.

En comparant nos résultats avec autre étude effectuée par Chalal et Tighermine,
2012sur les feuilles de R. alaternus ont enregistré une 1Cso(52,85ug/ml) ces résultats sont

supérieurs a nos resultats.

Les résultats du pouvoir antioxydants peuvent étre fortement influencés par la
composition chimique, les conditions de 1’essai (température de réaction, type de

solvant...etc.) (Popovici C. et al., 2009).
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Conclusion

Les plantes medicinales restent toujours la source fiable des principes actifs, connus
par leurs propriétés thérapeutiques utilisés en médecine comme remede. R. alaternus, A.
radiata et C. incanaces plantes sont répondues en Algérie et vu leurs utilisations local comme

plantes médicinales, elles présentent un grand intérét pharmacologique.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressées a 1’étude phytochimique (qualitatives)
ainsi que le dosage des polyphénols, des flavonoides et le pouvoir antioxydant des différents

extraits des trois plantes

L’extrait d’A. radiata présente le rendement le plus élevé par rapport aux autres
extraits avec un pourcentage de 15,5%, alors que R. alaternus et C. incana présentent un
rendement de 14,3%, 14,5% respectivement.

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

des terpénoides..) dans les parties aériennes de ces plantes.

L’analyse quantitative des trois extraits, a montré des résultats intéresantes pour le
dosage des polyphénols totaux et méme des flavonoides. Dans le test du dosage des
polyphénols, I’extrait de R. alaternus: présente la teneur la plus élevée110,95 mg EAG/g d’E
par rapport a 1’extrait d’A. radiata qui posséde une quantité moins importante qui est égale a
53.01 mg EAG/g d’E, alors que I’extrait de C. incana presente la plus faible teneur en
polyphénols 34,57mg EAG/g d’E. Par contre dans le test du dosage des flavonoides la R.
alaternus est considérée comme 1’extrait qui présente le meilleur résultat par rapport aux
autres extraits avec une valeur de 90,31mg EQ/g d’E, alors que A. radiata et C. incana

présentent une teneur de 25,55 mg EQ/g d’E, 21,14 mg EQ/g d’E, respectivement.

L’activité antioxydante a été déterminée, elle montre que les trois extraits des plantes
étudiées présentent des propriétés antioxydantes remarquables. Le pourcentage d’inhibition

est proportionnel a la concentration de 1’extrait.

La R. alaternus est plus active que les autres extraits vis-a-vis du piégeage du radical
libre DPPH et présente une activité antiradicalaire 83,34 % avec une concentration de

130pg/ml, suivie de l'extrait d’A. radiata (82 %avec une concentration de 130ug/ml), alors
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que D’extrait de C. incana, présente une inhibition égales & 70,24% avec la méme

concentration.

Pour le test de I’ABTS les extraits R. alaternus présente un 1Cso (8.79ug/ml) inférieur

par rapport a C. incana et A. radiata (16,89ug/ml) (38,86ug/ml) respectivement.

Au terme de ce travail et conformément a 1’importance des résultats notés, il ressort
que ces plantes contiennent des molécules trés intéressantes, considérées comme des agents
antioxydants, qui peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques et méritent

d’étre valoriser.
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' Elargir le champ de recherche et étudier d'autres activités.
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Annexe 6: Variation de I’inhibition de I’ABTS*® pour les trois essais en fonction de Cint

de C. incana.
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Résumé

Les plantes médicinales représentent un énorme réservoir de substances actives,
utilisées en médecine traditionnelle a des fins thérapeutiques appelées, métabolites
secondaires. Au cours de la présente étude ayant pour objectif 1’étude phytochimique
et biologique des extraits des trois especes végétales Algériennes choisies : Rhamnus
alaternus, Anvillea radiata et Centaurea incana. Ces derniéres ont fait 1’objet d’un
screening phytochimiques, des tests réalisés par la détection de différents types de
métabolites par des réactifs chimiques, la teneur des extraits en flavonoides et
polyphénoles a 1’aide d’un spectrophotométre, et une évaluation de 1’activité
antioxydante. Le rendement le plus ¢élevée est remarqué dans 1’extrait d’A.R (15.5%).
L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits des espéces étudiée a été abordée
selon la méthode DPPH suivie d’un test ABTS. Les résultats que nous avons dégagés

peuvent confirmer la validité de 1’utilisation tradi-médicinales des especes étudiées.

Mots clés: Plantes meédicinales, Rhamnus alaternus, Anvillea radiata,

Centaurea incana.DPPH.
Abstract

Medicinal plants represent an enormous wealth of bioactive molecules used in
traditional medicine for therapeutic purposes called secondary metabolites. In the
present study, the phytochemical and biological study of the extracts of three selected
Algerian plant species: Rhamnus alaternus, Anvillea radiata and Centaurea incana.
These last ones were the object of a phytochemical screening, tests carried out by the
detection of various types of metabolites by chemical reagents, the content of
flavonoids and polyphenols in the extracts with the help of a spectrophotometer, and
an evaluation of the antioxidant activity. The highest yield is noticed in the extract of
A.R (15.5%). The evaluation of the antioxidant activity of the extracts of the studied
species was approached according to the DPPH method followed by an ABTS test.
The results we have identified can confirm the validity of the traditional medicinal use

of the studied species.

Key words: Medicinal plants, Rhamnus alaternus, Anvillea radiata, Centaurea
incana, DPPH



