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I ntroduction

Introduction

Depuis I'antiquité, les plantes médicinales sont considérées comme une source
majeure des produits utilisée en thérapeutique. De nos jours, le traitement par les plantes est
reconnu pour sa facilité d'utilisation et son efficacité, et a tendance de plus en plus a se
développer pour rechercher des molécules actives d origines naturelles a causes des effets

indésirables des produits chimique synthétiques.

Les métabolites secondaires qui constituent ces plantes sont responsables de leurs
effets. 1l s'agit : des composes phénoliques qui ont un effet inhibiteur sur les enzymes, des
alcaloides, des huiles essentielles. Ces composés possedent une capacité anti-oxydante tres
importante et peuvent contribuer a une diminution du stress oxydatif (Koyama et al., 1999).

Rhamnus alaternus est une des plantes les plus utilisée dans |e bassin méditerranéen, a
cause de ses bienfaits ; notamment dans le traitement des complications hépatique, contre la
jaunisse et certaines affections dermatologiques (Ait Youssef, 2006). Cette plante est riche en
différents composés phénoliques tels que les flavonoides. Ils seraient responsables de

plusieurs de ses effets pharmacol ogiques.

Dans ce cadre, I’ objectif de la présente étude est premiérement, d’ avoir un extrait brut
des feuilles de Rhamnus alaternus, de déterminer le taux des composeés phénoliques ainsi que
celui des flavonoides. Deuxiémement, d étudier, les propriétés anti-oxydantes des composeés
phénoliques d'Rhamnus alaternus et de tester leurs effets sur les enzymes tels que, I'a-

glucosidase et la peroxydase.

En effet le manuscrit est reparti en deux parties, en premier lieu, la synthése
bibliographique qui est devisée en trois chapitres. Le premier est consacré a une description
de la plante de Rhamnus alaternus, le deuxiéme est un apercu général sur les composés
phénoliques et enfin le troisieme est un rappel sur I’ a-glucosidase et peroxydase. La deuxieme
partie est |" étude expérimentale, elles devisée en deux chapitre. Le premier est la description
des matériels et méthodes utilisée dans la réalisation de ce travail. Tandis que le deuxieme

chapitre est une description des résultats obtenu et un essai de leur d’ interprétation.










Chapitrel : Rhamnus alaternus

|-1-Rhamnus alaternus
I-1-1-Description botanique

Rhamnus alaternus (Rhamnaceae) est un arbuste éternel et dioique d origine
méditerranéenne (Bas et al ., 2009 ), de 2-6 métres de hauteur, ayant des tiges droites
(Izhaki et al., 2002 ; Hemmami et al.,2006 ; Bas et al ., 2009). Les feuilles sont alternes,
persistantes, coriaces, luisantes sur leur face supérieure, de forme ovale et lancéolée, leur
nervures sont parallées au bord du limbe. Elles sont [achement et irréguliérement dentées sur
leurs bords. L’inflorescence est en petit grappe qui réfléchie si elle comporte les fleurs males,
ou dressée s elle comporte les fleures femelles. La fleur est généralement dioique et
unisexuée, petite et de couleur jaunatre (Ait Youssef, 2006). Cette floraison se produit entre
févier et avril. (Figure 1) (Izhaki et al ., 2002).

Elle produit des fruits charnus, drupe mar, sa surface est d’ aborde rouge, puis devient
noire a la maturité, chague fruit a 2-5 graines, ayant une forme triangulaires de 2,5mm de
largeur 4,6 mm de longueur et d’un poids environ 9mg (Bas et al., 2009). La maturation
S effectue entre avril et aout (Aronne et Wilcock, 1995 ; Baset al., 2005).

Figure 1 : Feuilles, fruits et fleurs de Rhamnus alaternus (Aronne et wilcock, 1995).
|-1-2-Description del” habitat

Rhamnus alaternus est un arbuste qui est distribué le long du bassin méditerranéen
comme |’Asie et Europe (Gulias et al ., 2004). Elle se trouve dans les pays d Afrique du
nord : en Algérie, au Maroc ou €elle serait commune en Tunisie, et dans les fourrés du littoral
meéditerranéen ; en Algérie elle pousse dans les foréts, les rocailles et surtout dans les rochers
des montagnes (Ait Y oussef, 2006).

S



Chapitrel :

Rhamnus alaternus

|-1-3- Classification botanique

Rhamnus alaternus appartient a la classe des Magnoliopsida-Dicotylédones, a la

famille des Rhamnaceae et au genre Rhamnus. La classification botanique complete de la

plante est représente dans le tableau |

Tableau | : Classification botanique de Rhamnus alaternus (Yi-ling et Pan-kai, 1982)

Taxon Nom

Domaine Eukaryota- eucaryote

Régne Plantae-Végétal

Sous réegne Viridaeplantae- Plantes vertes
Régne Magnoliophyta- plantesa fleurs
Sous phylum Spermatophytina-plantes a graines
Infraphylum Angiosper mae-Angiosper me
Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Super ordre Rhamnanae

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Genre Rhamnus

Espece Rhamnus alaternus

|-1-4-L esnoms vernaculaires

Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus sont indique dans le tableau |1

Tableau Il : Les noms vernaculaires de R alaternus (Ait Y oussef, 2006).

Lalangue Nom

Arabe Oud & —khir

Francais Alterne, nerprun alaterne
Berbére Melilése




Chapitrel : Rhamnus alaternus

I-1-5-Composition chimique et biochimique

Rhamnus alaternus est caractérisé d'un point de vue phytochimique par |I'abondance
des substances phénoliques, particuliérement les tannins, anthraquinones comme |I’émodin,
chysophanol, aaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés a partir

des parties aériennes de Rhamnus alaternus (1 zhaki et al., 2002 ; Ben Ammar et al., 2007).

Elle contient aussi des flavonoides glycosylés tel que kaempferol 3-O-B-
isorhamninoside, rhamnocitrin 3-O-B-isorhamninoside et rhamnetin-3-O-B-isorhamninoside
(Ban Ammar et al., 2009) , et des flavonoides aglycones comme le kaempferol, quercétine et
I’ apigénine (Ben Ammar et al ., 2008 ; Ben Ammar et al ., 2009) .Elle est aussi riche en
flavones hétérosides (Stocker et al ., 2004) et coumarines (Ben Ammar et al ., 2005).

La plupe de R. alaternus 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, hemicellulose et lignine). Les fruits relativement volumineux de
Rhamnus alaternus 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’emodin que les feuilles (Izhaki et al ., 2002).

|-1-6-Utilisation dansla médecinetraditionnelle

R. alaternus est I'une des espéces utilisees généralement dans le programme de
reboisement dans la méditerranée, en raison de sa capacité de survivre dans les

environnements xériques (Gulias et al ., 2004) .

Les tiges et les feuilles de Rhamnus alaternus L étaient utilisées en Algérie- dans le
constantinois, contre lajaunisse et les troubles hépatiques provoqué par le paludisme. Le bois
ou |’ écorce de Rhamnus alaternus L est employé dans I’ est du Maroc, en décocté et dans un
bouillon de viande pour traiter des affections hépatiques. Le fruit éait utiliseé 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 représente aussi une
source important d’eau d ééments nutritifs (I1zhaki et al., 2002 ; Gulias et al., 2004). Ses
feuilles émettent des petites quantités de I’isopréne (2-methyl-1,3-butadiene) qui affectent




Chapitrel : Rhamnus alaternus

I’ oxydation de I’ atmosphere en nettoyant les radicaux OH, et peut indirectement influencer
sur I’accumulation du méthane atmosphérique, et surtout protege les feuilles contre la photo-
oxydation en réagissant avec O, produit lors de la photosynthése (Affek et Yakir,2002).

L’ éspéce Rhamnus alaternus L comme une bonne source d’ anthraglucosides. L’ écorce
des racines ou des tiges (rameaux) sont riche en dérivés anthracénitique. Les feuilles en sont
eégalement 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 Y oussef, 2006).

L’émodin produit sur la surface des feuilles a plusieurs activités biologiques. Il peut
protéger la plante contre les effets nocifs de la lumiere UV, comprenant aussi des effets
purgatifs chez I'homme, et effets allélopathie, antibactériens et antifongiques (1zhaki et al .,
2002). Cette plante est efficace dans le traitement des complications hépatique 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).

|-1-6-Activités biologique
|-1-6-1-Activité antioxydante

Des études in vitro ont démontré le potentiel antioxydant des flavonoides isolés a
partir des feuilles de Rhamuns alaternus tel que les propriétés de piégeage des radicaux libres
(DPPH), I'inhibition de la peroxydation des lipides et la chélation des cations divalents ainsi
les espéces réactives de I’ oxygene (Ben Ammar et al., 2008 ; Ben Ammar et al., 2009)

[-1-6-2-Activité antimutagéene

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




Chapitrel : Rhamnus alaternus

[-1-6-3-Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que les extraits organiques de R. alaternus possedent des
activités anti-inflammatoires. Ces activités sont corrélées avec la composition en polyphénols
surtout en flavonoides, tannins et les anthraguinones tels que I’ émodin, cette propriété est due
principalement aleurs activités de piégeage des radicaux libre (Ben Ammar et al., 2005).

|-1-6-4-Activité anti-enzymatique

Des études in vitro ont montré que les extraits organiques de R alaternus inhibent
significativement I’ activité des carboxyl estérases, enzymes largement distribuées dans les
tissus animaux, essentiellement impliqués dans le catabolisme du nombreux xénobiotiques,
tels que des carboxylesters, des thio-esters et des amides aromatiques. Cette propriété
inhibitrice est attribuée aux flavonoides qui exercent une activité non compétitive (Stocker et
al ., 2004).
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Chapitrell : L es composés phénoliques

|-2-L es Composés phénoliques
|-2-1-Généralités

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires d origine
végétale, qui constituent I'un des groupes les plus abondants des métabolites naturels.
L’ éément structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthyle, ester, sucre...). lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la
germination des graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes,
les flavonoides et les tannins. (Boizot et charpentier, 2006 ; Vattemet et al., 2005). Ce sont
des molécules bioactives présentant un grand intérét scientifique en raison de leurs multiples
activités biologiques (Falleh et al., 2008) .lls constituent une partie essentielle de
I’alimentation humaine, et sont d'un intérét considérable en raison de leurs propriétés
antioxydantes (Balasundrem et al., 2006). Ils participent de maniére tres efficace a la
tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composes jouent un role essentiel dans

I'équilibre et I’ adaptation de la plante au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).
| -2-2-Biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d’ aromagenese (Bruneton, 1999) :
|-2-2-1-Voie del’acide shikimique

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosing) sont al’origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux (Figure 2). lls sont
formés, a partir de sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie bien connue de
I”acide shikimique, conduisant a la formation de phénylalanine qui, par désamination, donne
le précurseur immédiat des phénols, I'acide cinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006). L’ acide cinnamique est rapidement transformé en acide p-coumarique par |’ addition
d'un radical hydroxyle. La tyrosine est également désaminée en acide p-coumarique
(Hopkins, 1995).
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|-2-2-2-VVoiedel' acétate

C est une voie a part de |’ acétate qui conduit a des poly-B-cétoesters de longueur variable.
Les polyacétates qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent polycyclique :

chromones, isocoumarines, xanthones, quinones... etc. La pluralité structurale des composés

phénolique est due a cette doubl e origine biosythétique est encore accrue par la possibilité tres
fréguente, d’une participation simultanée du shikimate et de |’ accétate a |’ élaboration de

composes d’ origine mixte (flavonoides lato sensu, stilbéne, pyrones...etc) (Bruneton, 1999).
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Figure 2 : Voies de biosynthese des différentes classes de composés phénoliques

(Boukerouis, 2008)
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|-2-3-Classification des composes phénoliques

Selon Sarni-Manchado et Cheynier (2006), les composés phénoliques peuvent étre
regroupés en de nombreuses classes, ils se différencient d'abord par la complexité du
sguel ette de base, par le degré de modification de ce squelette, et par les liaisons possible de
ces molécules de base avec dautres molécules. Les principales classes de composés

phénoliques sont représentées dans le tableau 111

Tableau |11 : principales classes de composes phénolique (Sarni- Manchado et Cheynier,
2006)
Squelette carboné Classe Exemple
Cs Phénols simples Catéchol
Ce.Cs1 Acide hydroxybenzoique p-hydroxybenzoique
Ce-Cs Acides hydroxycinnamique | Acide caféique Scopolétin
Coumarines
CeCy Naphttoquinones Juglone
Ce-C2-Cs Stilbénes Resvérat
Ce-C3-Ce Flavonoides, Qurecéting, cyanidine
Iso flavonoide Daidzéine
(C6-C3)2 Lignines Pinorésinol
(Ce-C3) n Lignines _
(Ce-C3-Ce) N Tanins condenses _

|-2-3-1-L es acides phénoliques

Les acides phénoliques appartiennent a deux groupes : les acides hydroxy-benzoiques
et les acides hydroxy-cinnamiqgue (Sar ni-M anchado et Cheynier, 2006).

a) Les acides hydroxybenzoiques : Sont des dérivés de I'acide benzoique, ont une
structure générale de base de type (C6-Cl), existent souvent sous forme d'esters ou de
glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau
V.

b) Les acides hydroxycinnamiques : Dérivent de |'acide cinnamique, ont une structure
générale de base de type (C6-C3), existent souvent sous forme combinée avec des molécules

organiques, les degrés d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent a

2
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une réactivité chimique importante de ces molécules. L e tableau V représente |es principaux

acides hydroxycinamiques.

c) Les coumarines : Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par

cyclisation interne de la chaine latérale. (tableau V1).

Tableau ' V: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

Structure R1 R2 R3 |R4 Acides phénoliques

H H H H Acide benzoique
H H OH |H Acide p hydroxy Benzoique
H OH OH |H Acide Protocatechique
H OCH3 OH | H Acide vanillique

— H OH OH |OH Acide gallique

) WA H OCH3 OCH3 | Acide syringique

B OH H H | H Acide salicylique

OH H H |OH Acide gentisique

Tableau V : Principaux acides hydroxycinnamiques (Guignard, 2000).

Structure R1 R2 R3 Acides phénaoliques
R1 cooq | H H H Acide cinnamique
] . ”/\/ H OH H Acide p coumarique
o OH OH H Acide caféique
b OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 | Acide sinapique

Tableau VI : Principaux types de coumarines (M acheix et al, 2005).

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
R6 H OH H Umbélliférol
j@@ OH |OH Aescultol
C=o
R7 OCH3 | OH H Scopol éol
R8 OCH3 | OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol
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|-2-3-2-L es flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées
trés répondues chez les végétaux. Plus de 4000 flavonoides (plusieurs milliers de molécules
décrites) ont été répertoriés. Ils protégent les plantes terrestres des radiations ultraviolettes
(Guignard, 2000). Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base Cs-C3-Cs. IIs
possedent un sguelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles
aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C; en formant ains
I'nétérocycle (C) (Figure 04) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). La structure des
différents types de flavonoides varie par la nature de |’ hétérocycle oxygené (Tableau VII)
(Ribereau Gayon, 1968).

Figure03 : Structure de base des flavonoides (Ribereau Gayon, 1968).

|-2-3-3-Lestannins

Les tannins sont des composés phénolique hydrosolubles ayant masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000Da, ils ont la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d autres protéines (Bruneton, 1999). Ils sont utilisés depuis I’ antiquité par I’ homme pour le
traitement des peaux d’animaux (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les tannins sont classes en deux groupes principaux différents par leur structure : les

tanins hydrolysables et |es tanins condensés. (Bruneton, 1999).
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Tableau VII : Structure de certains flavonoides (Bruneton, 1999).

Flavonoides Structures Exemples
Flavones NE R;=R,=H
> — a0 OH
HO //,i\ _o. gl)li‘:jE Aplgenl ne
Flavonols R;=0OH, R,=H
Quercetine
Flavanols N 5=7=3=4'=0OH
Catéchine
Flavanonols Taxifoline

Anthocyanidines

5=7=3'=4'=5'=0OH
Delphinidine

| soflavones

Daidzeine
R]_:H

a) Les tannins hydrolysables: Sont constitués par une molécule glucidiques sur
laquelle est estérifiée de |’ acide gallique ou un de dérivés (d’ ou le nom de tannins galliques ou

pyrogaliques) ; ils sont facilement hydrolysés par voie chimique (alcaline ou acide) ou

enzymatique. Les tannins se différencient en tannins galliques (ou gallotanins) qui donnent
uniguement par hydrolyse, de |’ acide gallique et des tannins ellagiques (ou ellagitanins), les

plus nombreux, qui donnent, dans les méme conditions a coté de I’ acide gallique, différents
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dérivés de I’ acide gallique, parmi les quels |’ acide ellagique est le plus important (Figure 04)
(Riber eau-Gayon, 1968).

r \w/ .
H\Q\C/ . cs /O{
S \\“/ N\ </ Y— om
\\ /\‘/R\/C\-‘//:/
— <|3 4\\\\
H\-(\\ c’-’cc\ °

Figure 04: L’ une des structures de base des tannins hydrol ysables ((Haslam, 2007)

b) Les tannins condensés: Sont des polymeres de molécules élémentaires qui
possedent la structure générale des flavonoides et dont les plus importantes sont les
flavanols-3 (catéchines) et les flavanediols-3-4 (leucoanthocyanidines) (Ribéreau-Gayon,
1968). Ces molécules sont reliées par de liaisons fortes de type carbone-carbone, qui ne sont
pas hydrolysables mais peuvent étre oxydeées par les acides forts libérant des anthocyanidines
(Hopkins, 1995)

Figure 05 : La structure de base des tannins condensés (Hopkins, 1995).
|-2-4-Propriétés des composés phénoliques

|-2-4-1-Propriétés physicochimiques
La présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques hydroxylés chez tous les composés
phénoliques est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les extraire a

partir du matériel végétal. Les polyphénols sont généralement extraits, selon leur solubilité,
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par les solvants polaires tels que I’ é&hanol, le méthanol, I’ acétone et |’ eau. Cependant, cette
solubilité varie d'une classe de composés a une autre dépendant des substitutions (méthylation
ou glycosylation) sur les groupements hydroxyles (Macheix et al., 2005).

|-2-4-2-Propriétés biologique

Les polyphénols interviennent dans le contrdle de la croissance et le dével oppement
des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétal es de croissance. I1s permettent
aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains d’ entre eux jouent le role
de phytoalexines comme les isoflavonol s permettant de lutter contre les infections causées par
les champignons ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi, 2007).

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent
I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire a dessiner les formes pour
éloigner les prédateurs. D’autre sont des inhibiteurs d enzymes et interviennent dans la
protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies. Les polyphénols sont également
utilisés dans I'industrie agro-alimentaire comme additif, colorant, aréme ou agent de
conservation (Bruneton, 1999). Plusieurs activités sont attribuées aux composes phénoliques.

LetableauVIII illustre les roles attribués aux différentes classes de polyphénols

Tableau VIII : Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Bruneton 1999 ;
Hennebelle, 2006).

Composeés phénoliques Activité biologique

Ac. Phénols (Ac. caféique, Ac. calicylique) | Antibactérienne, antifongique et antioxydante

Effet stabilisant sur e collagene, antioxydant,
Tanins (Tanin gallique, Proanthocyanidine) | anti diarrhéique, effet antiseptique, effet

vasoconstricteur

Antitumorale,  anticarcinogéne, anti -
Flavonoides (Lutéoléine, Catéchine, inflammatoire, antioxydante, antiallergique,
Hespéridine, Quercetine, Naringénine) antiulcéreuse, antivirale, antimicrobienne,

hypotenseur diurétique

Coumarines (Dicoumarol) Anticoagulant, antioxydant, protectrice

vasculaire et anti-oedémateuse

|-2-4-3-Activité antioxydante des composés phénoliques

=
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Les polyphénols sont bien connus pour leur activité antioxydante, ils sont en effet les
antioxydants les plus abondants du régime alimentaire et jouent un réle majeur en contrélant
les réactions d’oxydation in vivo, ils peuvent piéger les radicaux libres (I’effet scavenger)
(Manna et al., 1997). Les antioxydants sont des substances qui retardent ou inhibent
I’ oxydation d’un substrat quand ils sont présents a une faible concentration comparée a celle
du substrat (Berger et Chiolero, 2001 ; Antolovich et al., 2002 ; Berger, 2006).

Les antioxydants sont des composés utilisés par les organismes aérobies pour se
protéger contre le stress oxydatif produit par les radicaux libers et les espéces oxygénées
réactives. lls exercent leur action protectrice soit par suppression de laformation des radicaux
libers ou par piégeage des radicaux libers (Tamimi et al., 2002). L’ organisme dispose d’' une
large gamme d antioxydants endogénes sous forme de systémes enzymatiques ou non
enzymatiques et divers facteurs nutritionnels, y compris certaines vitamines (Berger et
Chiolero, 2001).
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[-3-1-L" a-glucosidase (EC 3.2.1.20)
|-3-1-1-Généralités

Les a-glucosidase [a-D-glucoside glucohydrolase] sont des enzyme responsable de la
digestion des glucides en monosaccharides dans |e processus de |'absorption intestinale (Shim
et al., 2003). Elles sont des exo-carbohydrolases qui catalysent | hydrolyse des liaisons a-
glucosidiques a I’ extrémité non réductrice terminale de leur substrat ainsi que la réaction de
transglucosylation pour synthétiser des composés a-glucosylés et des glucooligosaccharides
de différentes tailles et liaisons osidiques (Okuyama et al., 2005). Ces enzymes ont
différentes spécificités de substrats qui permettent de les classer dans deux familles d'a-
glucosidases (familles | et I1) et en trois types (I, 11 et I11) respectivement en fonction de leur
structure primaire et leur spécificité de substrat (Chiba, 1988 ; Chiba, 1997 ; Kimura et al.,
2004).

|-3-1-2-Classification

La famille | : Elle hydrolyse mieux les substrats hétérogénes comme les aryl-a-D-
glucosides et |e saccharose par rapport au maltose (type 1)

La famille Il : Elles sont tres actives en présence des substrats homogenes et sont
groupés par convention dans les types Il et I11. Les a-glucosidases de types Il et |11 sont tres
semblables par leur spécificité de substrat, mais celles de type |11 sont les seules capables de
bien hydrolyser les a-glucanes comme |I’amidon soluble, le glycogéne ainsi que les malto-

oligosaccharides (Kimura et al., 2004)

(A) (B)
Figure 06 : Structure de |’ a-glucosidase de Sulfolobus sulfataricus (Ma A) (A : monmere ;
B : trimére de diméres) (Ernst et coll., 2006)
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|-3-1-3-Lesinhibiteursdel’ a-glucosidase

L’'inhibition de cette enzyme raentit la digestion des glucides et diminue leur
absorption, aboutissant a une baisse des glycémies post- prandiales. Les principales molécules
inhibitrices des a-glucosidase sont I’ acarbose (Glucor®), le miglitol (Diastabol®) voglibose
(Figure 07) qui sont utilisées comme meédicaments dans le traitement de | hyperglycémie
post- prandial (Shim et al., 2003).

Les inhibiteurs de I’ o-glucosidase sont des pseudotetrasaccharides d origine
bactérienne. Ces analogues structuraux des oligosaccharides inhibent de fagon compétitive et
réversible I’ a-glucosidase de I’intestin gréle (Bharatham, 2008). Les inhibiteurs de I’ a-
glucosidase (IAG) ont é&é développés pour retarder I'absorption intestinale des glucides,
comme |’ acarbose qui est I'lAG le plus utilisé. Les IAG se lient compétitivement a la région
de liaison des glucides des a-glucosidases, entrant ainsi en compétition avec les
oligosaccharides et empéchant leur segmentation en monosaccharides absorbables (Alice et
al.,2004), Donc, les inhibiteurs jouent le role de faux substrat retardant |’hydrolyse
enzymatique des glucides complexes, et |’ absorption du glucose apres un repas (Lysek et al .,
2006).

Figure 07 : Les structures des inhibiteurs de I’ a-glucosidase : voglibose (A), miglitol (B),
acarbose (C) (Lysek et al., 2006)

|-3-1-4-M écanismes d’ action de a-glucosidase

Les glucides complexes alimentaires sont segmentés en oligosaccharides et en disaccharides
par les amylases pancréatiques dans le duodénum. Les oligosaccharides et les disaccharides
doivent ensuite étre dégradés en monosaccharides par les apha-glucosidases, pour leur

absorption par les entérocytes du j§unum. La digestion et I’ absorption des glucides a lieu

Y,
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principalement dans le segment supérieur du jgunum (Alice et al., 2004). Les principales
étapes de la catalyse enzymatique sont : (i) la formation du glycosyl-enzyme avec libération
du fructose, (ii) le transfert du glucosyle sur I’ eau (hydrolyse), (iii) le tranfert du glucosyle sur
le glucose précédement libéré par hydrolyse du saccharose pour donner le maltose (a), le
nigérose (b), I'isomaltose (c), (iv) le transfert du glucosyle sur le saccharose pour donner le
maltosylfructoside (d), (v) le transfert successif de résidus glucosyles sur |le saccharose ou les
PGFs pour former d' autres PGFs (e) (Sor 0,2007).

|-3-2-L a per oxydase
|-3-2-1-Dé&finition

Les peroxydase sont généralement connues comme peroxydases de gaiacol
(classe I1) parce que le gaiacol est un donneur d'électrons fréquemment utilisé pour
estimer leurs activités (Talano et al., 2006). Elles forment une superfamille muilti-
génique d'ou I’ existence d’ un trés grand nombre d'isoforme (Passardi , 2006).

| -3-2-2-Classification

Les peroxydases sont des oxydoréductases, enzyme a héme qui constituent une grande

famille et présentent sous trois classes distinctes :

Les peroxydases de classe | (EC 1.11.1.5.6/.11) : Strictement intracellulaire, aussi
présentes chez les bactéries, les levures et les champignons. Elles incluent: la Cytochrome C
Peroxydase de levure (CCP), une protéine soluble présente dans la chaine de transport
d'électrons des mitochondries (offre une protection contre des peroxydes toxiques),
I'Ascorbate Peroxydase (AP) (principale enzyme de suppression du peroxyde d'hydrogéene
dans les chloroplastes et le cytosol des plantes supérieures) et les catal ase-peroxydases
bactériennes offrant une protection aux cellules en cas de stress oxydatif (Larrondo et al.,
2005 ; Alarcon-Gutiérrez, 2007).

Les peroxydases de classe || (EC 1.11.1.13/.14) : Excrétée par les champignons, elles
comprennent les ligninases ou Lignine Peroxydase (LiPs), qui sont des glycoprotéines
monomeériques impliquées dans la dégradation de la lignine; et les peroxydases manganese-

dépendantes (MnPs), chez lesquelles le Mn?* sert de substrat réducteur.

.
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Les peroxydases de classe I11 (I'EC 1.11.1.7) : Sécrétées par les plantes, existent sous
formes disoenzymes avec différents profiles d'expressions. Elles sont pour la plupart
sécrétées, possédant toutes un signal peptidique, qui permet |'adressage a la voie de sécrétion
du Réticulum Endoplasmique (RE). Elles sont impliquées dans de nombreux processus

physiologiques (faisant preuve de multifonctionnalité tissu-spécifique) (Dobias, 2004).

|-3-2-3-Aspect structural des per oxydases

Les peroxydases sont des hémoprotéines monomériques. Elles sont constituées d’ une
apoenzyme glycoprotéine liée a un coenzyme héminique a cofacteur de fer : la protohématine
IX (laferriprotoporphyrine) qui est indispensable al'activité enzymatique, et aussi deux sites
defixation au calcium (Ca*™) (Dobias, 2004; K amel et Behere, 2008).

Les peroxydases sont d'une taille d’environs 300 acides aminés, dont le poids
moléculaire est compris entre 28 et 60 kDa, elles comportent deux histidines et huit (parfois
dix) résidus de cystéine qui forment quatre ponts disulfures (structure tertiaire), impliqués
dans la stabilité de I'enzyme. Elles possedent une extension N-terminale (N-Ter) (aussi
appelée signal peptide) et pour certaines, une extension C-terminale (C-Ter). Ces différents
acides aminés conservés jouent un réle important au niveau de la structure tertiaire (pont
dissulfure des cystéines) et de l'activité catalytique. Le site catalytique représente le noyau

protohaematine | X. Sa structure est représentée dans lafigure 07 : (Diogon, 2002)

CHo
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Protochaematin IX

Figure 08 : Structure du noyau Protohaematin IX (Diogon, 2002).
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|-3-2-4-R0les des peroxydases

L es peroxydases exercent des fonctions diversifiées dans les plantes. Elles utilisent |” eau
oxygénée comme accepteur d'électrons. En plus, eles peuvent catalyser |I'oxydation de
guelques molécules en présence d’ oxygene (Baaziz et al ., 2006). C'est le cas de I'auxine
(acide 3-indolylacétique), une hormone synthétisée dans les feuilles jeunes et les fruits et
transporté vers les racines pour accomplir son activité. L’auxine joue un role clé dans le
contréle de I’ ensemble des processus de croissance, développement et la différenciation de la
plante. Au niveau cellulaire, elle est indispensable pour la division (Passardi, 2006 ; Saroop
et al., 2002).

Les peroxydases ont un nombre considérable de substrat ce qui implique leurs réles
importantes dans le maintien ou I’adaptation des structures et des fonctions des cellules
végétales dans leur environnement, ces enzymes sont impliquées dans la lignification, la
biosynthése de la paroi, le catabolisme de I’ auxine, la défense contre I’ infection par les agents
pathogénes, la tolérance aux sels et la sénescence (Khales et Baaziz, 2004). La peroxydase
joue un réle aussi dans la réponse au stress oxydatif, en présence de polluants atmosphérique

comme I’ ozone (Os).

&
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I1-1-Préparation du matériel végétal

Rhamnus alaternus de lafamille des Rhamnacées, appelée localement « meliless » est
une plante médicinale utilisée sous forme de décoction pour le traitement de la jaunisse chez

I’homme et I’animal.

Notre éude a été réaisée sur les feuilles de Rhamnus alaternus, que nous avons
récolté au niveau du village Taghzouit de la région de Bgaia durant le mois mars 2012. Une
fois récoltée, les feuilles fraiches de Rhamnus alaternus ont été séchées al’air libre pendant
20 jours, puis transférées a I’ étuve a 35 °C pendant 02 jours pour affiner le séchage et pour
obtenir un meilleur broyage et une meilleure extraction. Aprés séchage, les feuilles sont
broyées a |’aide d'un broyer électrique jusqu'a |’ obtention d’ une poudre. Les particules ainsi
obtenues apres broyage sont tamisées sur un tamis de diamétre de 250pum pour avoir une
poudre homogéne. La poudre obtenue est conservée dans un récipient en verre et stocké a
I’abri de lalumiére et de |’ humidité jusgu’ a extraction.

e — o

Figure 9: Lesfeuilles (fraiches et seches) et poudre de Rhamnus alater nus.
[1-2-Extraction

La méthode d’ extraction utilisée est celle de macération selon le protocole préconisé
par (Owen et Johns, 1999) avec de légere modification. 50g de la poudre des feuilles de
Rhamnus alaternus sont macérés dans 300 ml d’ éthanol (99%). Le mélange est maintenu sous
agitation pendant 07 heures a une température ambiante. Aprés macération, la solution
obtenue a été filtrée sur papier de Wattman N°03, et le filtrat est récupéré (filtrat 1). Ensuite,
200 ml de I’éhanol (99%) ont été gjoutée pour le precipité, et le mélange a été laisse sous
agitation pendant une nuit (afin d’ avoir une extraction exhaustive) et ensuite filtré dans les
méme conditions, le filtrat (filtrat 2) est récupéré. Les deux filtrats ont éé mélange et laisser
pour évaporation dans une étuve a 40 °C jusqu’ a ce que le poids de I’ extrait reste constant et

le taux d’ extraction est calculé selon la formule suivante :
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Taux d’extraction (%) = P1/Py X 100

Po: poids de la poudre avant extraction.

P, : poids de |’ extrait sec apres extraction

|1-3-Caractérisation partielle par chromatographie sur couche mince (CCM)

Principe: La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de
separation qui repose principalement sur des phénoménes d’ adsorption et d’interaction : la
phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants adapté au type de séparation
recherché, qui progresse le long d’ une phase stationnaire qui peut étre un gel de polyamide ou
de silice fixée sur une plague de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou
d’aluminium. Cette méthode repose sur la séparation des différents constituants d' un extrait
selon leur migration dans la phase mobile, chaque composant de I’ échantillon se déplace a sa,
propre vitesse (ferrari ,2002 ; Ekoumou ,2003).

Protocole expérimental : le protocole expérimental utilisé pour la CCM est comme

Suit :

Phase stationnaire: HPTLC gel de silice pré coulé 60F 254, Merck .K GaA, Lot:
013 333 609.

Phase mobile : n-butanol/acide acétique/eau (4/1/5 ; viv).
Extrait : phase organique.

Le niveau de liquide est gjusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve. Pendant le
développement du chromatogramme, la cuve est demeurée fermée. Lorsgue la position du
front du solvant arrive a environ 1 cm de I'extrémité supérieure, la plague est retirée de la
cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par un trait fin, puis la plague est laissée
sechée al'air libre. La visualisation des plaques est effectuée sous lalampe a UV, en utilisant

deux longueurs d’ ondes : 365 nm et 253,7 nm.
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| 1-4-Dosage des polyphénols

Principe de la méthode: Les composés phénoliques réagissent avec le Folin-
Ciocalteu (mélange jaune) mélange d’ acide phosphotungstique et d’ acide phosphomolybdique
est réduit, lors de I’ oxydation des polyphénols, en un mélange d' oxydes bleus de tungstene et
de molybdeéne. La coloration bleue est proportionnelle au taux de composés phénoliques
présents dans |’ extrait (Riber eau-Gayon et al., 1982).

Mode opératoire : Le taux des phénols totaux est déterminé par la méthode utilisant
le Folin-Ciocalteu décrite par (Owen et Johns ,1999) avec quelques modifications. A
température ambiante, 100ul de I’ échantillon solubilisé dans de I’ é&hanol a 99% est mélangé
avec 0,5ml du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1N). Aprés 5 min d'incubation a température
ambiante, 0,4ml d’ une solution de monohydrate carbonate de sodium (7,5% p/v) sont g outées
et le tout est bien mélangé. La préparation a été laisseée incuber pendant 1 heure et al’ abri de
la lumiere, puis I’absorbance a 740 nm a été mesurée contre un témoin préparé suivant la
méme méthode, sauf que |’ extrait éthanolique est remplace par |’ eau distillée.

Une courbe standard est réalisée avec différentes concentrations de I’ acide gallique
dans les mémes conditions que le dosage de I’ échantillon. La quantité des polyphénols totaux

est exprimée en équivalents milligramme d’ acide gallique (mg EAG/g d’ extrait) (annexe).

| 1-5-Dosage des flavonoides

Principe de la méthode : Le dosage des flavonoides a été effectué selon la méthode de
Quettier-Deleu et al. (2000) modifiée. Les composés phénoliques forment un complexe
coloré avec le chlorure d’auminium. L’auminium perd deux électrons et s'unit a deux
atomes d’ oxygene du composeé phénolique qui est dans ce cas donneur d’ électrons (Ribérau-
Gayon, 1968).

Mode opératoire: A température ambiante, 1ml de |’extrait solubilise dans de
I’ éthanol est mélangé avec 1ml d’ une solution de chlorure d’auminium (2%). Une coloration
jaune est observée immeédiatement apres gjout du chlorure d’aluminium. Aprés 15 minutes,
I’ absorbance est mesurée a 410nm contre un témoin préparé suivant la méme méthode, sauf
que la solution de |’ échantillon a doser est remplacée par de I’ é&hanol

Une courbe standard est réalisée avec différentes concentrations de la quercétine dans
les mémes conditions que le dosage de I’ échantillon. La quantité des flavonoides est exprimée

en équivalents milligramme de quercétine (mg EAG/g d’ extrait) (annexe).
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|1-5- Evaluation del’ activité anti-radicalaire et antioxydant
[1-5-1-Evaluation del’ activité anti-radicalair e contre le radical DPPH

Principe: Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), radica libre de couleur violette
comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et se réduit en
diphényl picryl hydrazine (Athamena et al., 2010). Ceci permet de suivre la cinétique de

décoloration a517 nm.

Mode opératoire : L’évaluation de I’ activité anti-radicalaire contre le radical DPPH a
été évaluée selon la méthode d’ Athamena et al. (2010). La solution de DPPH est préparée
par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100ml de méthanol. 25ul de I'extraits (a des
concentrations variables 50, 100, 150, 200 et 250 pug/ml) ou standard (acide gallique ou
guerceétine a des concentrations de 5, 10 15, 20 et 25ug/ml) sont gjoutés a 975ul de DPPH, le
mélange est laisse a I’ obscurité pendant 30min, et la décoloration par rapport au contréle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517nm. L’ activité anti-
radicalaire est estimée selon |’équation suivante (. Avec quelque modification. 1mg/ml
d extrait de Rhamnus alaternus dilué a différentes concentration

Le pourcentage de I’ activité scavenger du radical DPPH est calculé selon la formule

suivante

% d’aCtIVIté mavmge’ dU DPPH: (A controle _A échanti”on)/ A controle X 100

A contrale : @bsorbance de témoin (25ul de méthanol + 975ul DPPH).
A «hantillon: a0sorbance de I’ échantillon (25l d extrait + 975ul DPPH).

|1-5-2-Déter mination de I’ activité scavenger du radical ABTS

Principe: 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 hydrogéne ou
d’ éectron), il présente une coloration bleu vert sombre, lorsque’ il est piégé par des
substances antioxydantes, sa coloration devienne jaune pale. L’ activité scavenger du radical
ABTS a é&é mesurée en utilisant le protocole de Mighri et ses collabor ateur s (2010), avec de

|égére modification.

Mode opératoire : Leradical ABTS a été préparé par laréaction de la solution I ABTS

(7mM) avec du persulfate de potassium (K,0gS;) (2,45mM), cette solution est laissée a

@
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I’ obscurité pendant 16h, et & température ambiante (formation du radical ABTS"). La solution
d’ABTS" est diluée ensuite avec de I’ eau distillé afin d’ obtenir une absorbance de 0,7 0,02 a
734nm.
2ml de cette solution d ABTS diluée sont gjoutés a un volume de 20ul de I’ extrait (a
une concentration de 1mg/ml) de Rhamnus alaternus, aprés 07 minutes d’'incubation a
I’ obscurité, I’ absorbances a été mesurée a 734nm.
L e pourcentage de I’ activité scavenger du radical ABTS" de I’ extrait éthanolique de

Rhamnus alaternus est cal culé comme suite ;

Pl (radical ABTS+) = (Ag-A1)/Ag x100

Pl: pourcentage d’ inhibition de radical ABTS"
A, : Absorbance du controle (contenant seulement I' ABTS")
A; : Absorbance delasolution del’ ABTS' contenant I’ extrait de Rhamnus alaternus.
Pour I’extrait, il a été testé a une concentration de 1mg/ml. Par contre, pour le trolox

utilisé comme standard, les concentrations testées sont 0.5, 1, 1.5, 2 et 2.5mM (annexe).

I 1-5-3-Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un mécanisme important pour examiner | activité
antioxydante des composés phénolique. Cette méthode est basée sur la réduction du fer
ferrique Fe** présent dans le complexe de ferricyanure [FeCls /K sFe(CN)g] alaforme ferreuse
(Fe*") (Wojdylo et al., 2007).

20-800pg/ml de I'extrait éthanolique de Rhamnus alaternus ont été solubilisé dans
200ul de tampon phosphate (0,2M, pH=6,5/DMSO (10%). 200ul de ferricyanure de
potassium (500mg/50ml) ont été ajouté a ce mélange. Aprés agitation, il est incubé a 50°C
pendant 20 minutes. 250ul d'une solution d’ acide trichloracetique (5mg/50ml) ont été gouté
et le a été laissé sédimenté pendant 10 minutes. Ensuite, 500ul d'eau distillé et 20ul de
chlorure ferrique (FeCl3) (50mg/50ml) sont gjoutés au mélange, le tout est laissé incubé a 37

°C pendant 10min et |’ absorbance a éé mesurée a 700nm.
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|1-6-Evaluation del’ activité anti-enzymatique

|1-6-1- Activité anti a-glucosidase

Préparation des solutions: La préparation de I’ a-glucosidase et son substrat le p-
NPG (nomination compléte) a été réalise selon la méthode de Kim et ses collaborateur
(2005) avec quelque modification. La solution da-glucosidase a éé préparée en la
solubilisant dans un tampon phosphate (0,01M, pH=6,9) a une concentration de 130ug/ml. Le
substrat de I’ enzyme, le pNPG a été solubilisé dans le méme tampon a une concentration de
1,9 mg/ml. L’ extrait a été solubilisé dans le DM SO/tampon phosphate (10%). Une série de

concentration a été préparée dans le méme mélange (3mg/ml, 1,5mg/ml, Img/ml, 0,75mg/ml)

Procédé expérimental : Dans des tubes a essai, des concentrations différentes de
I’extrait (3mg/ml, 1,5mg/ml, Img/ml, 0,75mg/ml) ont été préparés. Un volume de 250ul de
chague tube a été prélevé et gjouté a 01 ml d’enzyme dans un autre tube a essai, Le mélange
d’ enzyme et d’extrait ont été ensuite homogénéisés et incubés a 37°C pendant 10 minutes.
Apres I'incubation, un volume de 250ul de substrat a été gouté au mélange précédent, et

immeédiatement, une lecture de I’ absorbance a 405nm est effectuée par spectrophotometre.

Le témoin utilisé, dans ce test, est la solution de I’enzyme sans extrait. La lecture
effectuée par spectrophotométre consiste a suivre la cinétique de la réaction enzymatique

pendant 5minute. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon laloi suivante :

(DO contréle - DO échantillon) /DO contrdle x 100

DO controle : Activité enzymatique en absence de I’ extrait

DO échantillon : Activité enzymatique en présence de I’ extrait

[1-6-2-Activité anti per oxydase

Extraction de I’enzyme : L’ extraction de la peroxydase a été réalisée selon la méthode
de Ponce et ses collaborateurs (2004) avec quelques modifications. Aprés nettoyage, les
tétes de choux ont é&é coupées, 10g de ce choux sont homogénéisé avec un méangeur
électrique a une vitesse élevée pendant 03min et au cours de I homogénéisation, 30ml del’ eau

sont gjouté au méme temps, toutes les étapes ont été effectuées a 4°C. La suspension a été

e
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filtrée sur papier de wattman et centrifugé a 10000g pendant 15min et le surnageant contenant

la peroxydase a été utilisée comme source d’ enzyme.

Préparation des solutions: La solution de la peroxydase a été préparée en la
solubilisant dans un tampon phosphate (0,05M, pH=6,5). La solution de substrat contient
10ml de guaiacola a (1%) ,10ml de peroxyde d'hydrogene (H>O,) a 0,3% et 100ml tampon
phosphate (0,05 M, pH = 6,5)

Procédé expérimental : Dans des tubes a essai, des concentrations différentes de
I’extrait (6Bmg/ml, 3mg/ml, 1,5mg/ml, 0,75mg/ml) ont été préparés. Un volume de 100ul de
chague tube a été prélevé et gjouté a 20l d’ enzyme dans un autre tube a essai. Le mélange a
été ensuite homogénéisé et incubé a 37°C pendant 10 minutes. Aprés incubation, un volume
de 1.4 ml de substrat a été gouté au mélange précédent, et une lecture de I’ absorbance a
470nm par spectrophotométre a été effectuée immédiatement apres I’ addition du substrat.

Le témoin réalise dans ce test, est la solution de I’ enzyme sans extrait. La lecture effectuée par
spectrophotomeétre consiste a suivre la cinétique de la réaction enzymatique pendant 5

minutes. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon laloi suivante :

(DO controle - DO échantillon) /DO contrdle x 100

DO controle : Activité enzymatique en absence de |’ extrait

DO échantillon : Activité enzymatique en présence de I’ extrait
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|1-2-Résultats et discussion
[1-2-1-Taux d’extraction

Une macération a éte réalisée sur la poudre des feuilles de Rhamnus alaternus avec
I’ éthanol, apres extraction de 50g de I’ échnatillon et évaporation du solvant du filtrat, on a
obtenu un extrait sec ayant un poids de 6,56 g qui correspond a un rendement de 13,12%. Si
on compare le rendement de notre plante a celle d Ajuga iva (rendement = 6.46% ; la
maceération a été réalisee sur la partie aérienne dans les mémes conditions et avec le méme
solvant), on remargque que les feuilles de Rhamnus alaternus sont plus riche en composes
phénoliques polaires. Et aussi largement supérieure a celui obtenu par Ljubuncic et ses
collabor ateur s (2005) en utilisant comme solvant I’ eau distillé qui est de |’ ordre de 8%.

Cette différence est due peut étre a la nature du solvant car, le taux d’extraction des
composes phénoliques a partir d’une matiére végétale peut étre influencé par leur nature
chimique, la nature du solvant, la méthode d'extraction utilisée, le diamétre des particules de
I’ échantillon et du temps de macération (Naczk et Shahidi, 2004).

|1-2-2-Caractérisation partielle par CCM del’ extrait éthanolique de R. alaternus

L’utilisation du systéme n-butanol/acide acétique/eau (4/1/5; viv) pour séparer
I’extrait éhanolique de R. alaternus sur chromatographie sur couche mince nous a permis
d’avoir une séparation des différents constituants de I’ extrait. Ce systéme a permis de séparer
I’ extrait en cing spots selon leur migration dans la phase mobile.

Les rapports frontaux des différentes fractions ont été calculés selon la formule suivante :

Distance parcourue par la substance

Distance parcourue par le solvant

Les spots ont été visualisés sous deux longueurs d onde différentes, 253,7 nm puis
365nm, letableau IX illustre les différents taches obtenue dans |e chromatogramme avec leurs

rapports frontaux (Rf)

&
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Figure 10 : les composes phénoliques de R. alater nus aprés migration sur laCCM

Tableau I X : Lesrapports frontaux des différentes fractions obtenues par CCM.

Lesdifférentestaches Rf
Tache1 0,5
Tache 2 0,67
Tache 3 0,86
Tache 4 0,90
Tache5 0,93

I1-2-3-Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques constituent une classe principale des antioxydants présents
dans les plantes et sont généralement quantifiés par une méthode colorimétrique de Folin-
Ciocdteu (Kanatt et al., 2007 ).

Aprés |’ addition de la solution de monohydrate carbonate de sodium et le réactif de
Folin Ciocalteu a I’ extrait des feuilles de Rhamnus alaternus, une couleur bleu est obtenu,
cette coloration varie en fonction de la concentration de |’ extrait de la plante. Donc les feuilles
de R. alaternus sont riches en composés phénoliques. La teneur en composés phénoliques de
I’extrait est exprimée mg EAG/g E (Annexe) La teneur en composés phénoliques totaux

montre que I’extrait éthanolique de R. alaternus contient environ 34,13+1,30 mg EAG/g

E
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d’extrait sec, cette teneur correspond a 448 mg/100g d'extrait qui |égérement inférieure a
celles obtenues Par Stocker et ses collaborateurs (2004) en utilisant le méthanol qui est de
I’ ordre 600mg/100g d’ extrait, cette différence est due peut étre a la nature du solvant utilisé,

et laméthode d’ extraction.
| 1-2-4-Dosage des flavonoides

Lors du dosage des flavonoides, apres I'addition d’AlCl; et apres incubation une
couleur jaunétre est obtenue dont I’intensité est proportionnelle a la concentration de I’ extrait
de la plante, ce qui confirment la présence des flavonoides dans I’ extrait des feuilles de R
alaternus. Lateneur en flavonoides de I’ extrait est obtenue a partir de la courbe d’ étalonnage

(Annexe).

La teneur en flavonoides montre que I’ extrait ethanolique des feuilles de R. alaternus
contient environ 118,72+4 mg EQ/g E (mg d’ équivalent de quercétine par gramme d’ extrait
sec). Donc, les feuilles de R. alaternus sont tres riches en flavonoides polaires, ce taux est
méme inférieur & celui rapporté par Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) qui ont
démontré que I’ extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ
283+11mg EQ /g E. Cette différence pourrait s expliquer par la nature du solvant, la région

dans laquelle la plante est cultivée, ainsi que la période de larécolte.

|1-2-5- Evaluation del’activité anti-radicalair e et antioxydante

[1-2-5-1- Evaluation de |’ activité anti-radicalair e contreleradical DPPH

L’ extrait éthanolique de la plante R. alaternus a montré une activité anti radicalaire
contre le radical DPPH dépendante de la concentration de I’ extrait, par diminution de couleur
violette de la solution DPPH. Le pourcentage d'inhibition du radica DPPH augmente en

fonction de la concentration de I’ extrait (Figure 11).

&
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Figurell : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’ extrait ethanolique de R. alaternus a
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Figurel2: Effet scavenger contre le radicld DPPH des standards (acide gallique et
guerceétine) a différentes concentrations.

L’ activité anti-radicalaire de I’ extrait est mesurée par sa capacité de piéger un éectron
non appari€ du radical DPPH, qui est exprimé par le pourcentage de décoloration du DPPH en
solution. A partir des deux figures précédentes, on peut calculer I'ICso qui est définie comme
étant la concentration en extrait ou du standard ayant un pourcentage d’inhibition du DPPH de
50% (Pourmorad et al ., 2006). Apres |’ addition de la solution de DPPH, le changement de
couleur est apparu avec différente intensité dans les solutions éthanolique de I’ extrait a des

concentrations variées.
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La comparaison de |’ activité scavenger du radical DPPH de |’ extrait et des standards
(acide gallique et quercétine) montre une activité anti-radicalaire dépendante de la
concentration. A chague fois que la concentration augmente, le pourcentage d'inhibition
augmente. Par exemple, a la concentration de 50ug /ml, on a un pourcentage d’inhibition de
I’ ordre de 54,2% et a 250ug/ml, le pourcentage atteint 95,89%. On remarque gue méme a des
faibles concentrations, I’extrait montre un pourcentage d'inhibition important, ce qui nous
permis de déduire que les composés phénoliques contenu dans I’ extrait ethanolique des
feuilles de R. alaternus sont tres efficace comme antioxydants. La valeur de I'ICs calculé
pour I’ extrait de R. alaternus est de I’ ordre de 48,5 pug/ml. Cette valeur obtenue est élevée par
rapport & celles rapportées dans les études réalisees sur I’ extrait méthanolique des feuilles de
R. alaternus qui est de I’ordre de 25,38ug/ml (Ben Ammar et al., 2005). Cette différence
pourrait s expliquer par la nature des composés phénoliques contenus dans I extrait qui est
influencé par la période de récolte (mai - juin), sachant que notre échantillon a été récolté au
mois de mars. Comme €lle pourrait s expliquer aussi par la différence des conditions

climatique et celles du sol ou la plante est cultivée.

Les ICs de I'acide gallique et de la quercétine sont respectivement de |'ordre
12,85ug/ml et 13,19ug/ml. lls sont largement inférieurs a celui de |’ extrait éthanolique
(48.5ug/ml), donc I'acide galique et la quercétine présentent une grande activité anti-
radicalaire. De méme, I’ extrait présent une bonne activité anti-radicalaire contre le DPPH mais
a des concentrations beaucoup plus élevés.
|1-2-5-2- Evaluation del’activité anti-radicalaire contreleradical ABTS

L’ activité antioxydant de I’ extrait de R. alaternus a été déterminée aussi par la méthode
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant capacity), cette activité est déduite par la capacité des
molécules a inhiber le radical ABTS'. L’ effet scavenger du radical a été calculé a partir de la
courbe d éaonnage. L'IC50 du trolox est estimé a 1.42mM La valeur d’'IC50 du Trolox
obtenue et de 1,42mM. D’aprés ce résultat, le Trolox a montré la plus faible 1Cs, donc
présente une grande activité anti-radicalaire contre le radical ABTS'. (Annexe).

La comparaison des absorbances, mesurées en fonction du temps du témoin (ABTS"
seul) et celles obtenues en présence des composés phénoliques de I’ extrait éthanolique des
feuilles de Rhamnus alaternus montre une diminution de I’ absorbance de 0,7 a partir de la
premiére minute pour atteindre 0,33 au bout de la 7°™ minutes, ce qui correspond & un
pourcentage d'inhibition de I’ ordre de 52,85%. Cette diminution continue jusque a la 5min

ou elle devient presque stable, ce qui signifie que toutes les molécules ABTS' sont réduites en

=
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ABTS. Ces résultats montrent que les feuilles de Rhamnus alaternus sont riches en composés
phénolique capables de réduire le radical ABTS', surtout riches en flavonoides tels que
Rhamnocitrin-3-O-B-isorhamnoside et le kaempferol-3-O-B-isorhamnoside qui sont étudiées
par Bhouri et ses collaborateurs (2012) pour leurs effets anti-radicalaires contre le radical
ABTS pour lesquels ils ont rapporté des pourcentages d’inhibition de I’ ordre de 72%, 97%
respectivement a une concentration de 0.2mg/ml.
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Figure 13 : Activité scavenger de I’ extrait ethanolique contre le radical ABTS en fonction de

temps

| 1-2-5-3-Pouvoir réducteur

Le potentiel antioxydant des extraits est estimé par la méthode de la réduction du
ferricyanure de potassium. Le fer ferrique (Fe®") est réduit en fer ferreux (Fe*" par les

antioxydants (polyphénols totaux) présent dans |’ extrait (Wojdylo et al., 2007).

Aprés |'addition de chlorure ferrique, une couleur bleu est obtenue dont I'intensité
varie en fonction de la concentration de I’ extrait de plante, ce qui confirme les propriétés
réductrices de I’ extrait de la plante, et ceci par laréduction de Fe** /complexe de ferricyanure

alaforme ferreuse (Fe*") et ce pouvoir étant en fonction de la concentration d’ extrait.
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La figurel4 montre le pouvoir réducteur de I'extrait éthanolique de Rhamnus
alaternus en fonction de différentes concentrations. On remarque gue le pouvoir réducteur
augmente avec I’augmentation de la concentration de I’ extrait. Cette augmentation est tres
considérable @ partir d'une concentration de 0,02mg/ml jusqu'a une concentration de
0,08mg/ml, et a partir de cette derniére et jusqu’ a une concentration de 0.17mg/ml, le pouvoir
réducteur se stabilise et atteint presque son maximum qui est de I’ordre de 0,529. Cette
stabilité du pouvoir réducteur confirme que tous les ions du fer ferrique fe** sont réduits en

ions de fer ferreux fe2*.
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Figure 14 : Pouvoir réducteur en fonction de la concentration de I’ extrait

|1-2-6-Evaluation del’ activité anti-enzymatique

I1-2-6-1- Activité anti a-glucosidase

Les a-glucosidases [a-D-glucoside glucohydrolase] sont des enzymes responsable de la

digestion des glucides en monosaccharides dans le processus de |'absorption intestinale (Shim

et al., 2003). La figurel5 montre le taux d'inhibition de I'activité enzymatique de la

peroxydase par les composés phénolique de |’ extrait €thanolique de Rhamnus alaternus.
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Figurel5 : Inhibition de I’ apha glucosidase par I extrait éthanolique de R. alaternus.

Selon la figure 15 qui représente le pourcentage d'inhibition de I’ a-glucosidase, on
remarque que le taux d'inhibition est proportionnel & la concentration de I’extrait. A la
concentration de 0,0625mg/ml on a un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 19,03%. A
0.25mg/ml, le pourcentage d'inhibition augmente pour atteindre 55.22%. Et & une
concentration de 0.5mg/ml, I'inhibition a atteint un taux tres important qui est de I’ ordre de
97.03%. Cette propriété inhibitrice pourrait étre attribuée aux flavonoides qui exercent une

inhibition non compétitive (Stocker et al ., 2004).

Plusieurs éudes ont démontré que I’ alpha glucosidase peut bien étre inhibée par les
flavonoides qui forment des complexes avec les protéines (Heo et al., 2009). Plusieurs
flavonoides ; quercétine, myricétine, kaempférol, avicularine et hypérine présentent des effets
inhibiteurs de I’ activité de I’ alpha glucosidase (Wang et al., 2010). L’ acide élagique et la
guercétine ont un fort pouvoir inhibiteur de I’ activité enzymatique de |’ apha glucosidase
(You et al., 2012).

D’ aprés ces résultats, on peut déduire que les feuilles de Rhamnus alaternus sont un
bon moyen pour réduire la glycémie postprandiale, et ainsi étre utilisée dans la médecine

traditionnelle pour les personne diabétiques.
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|1-2-6-2-Activité anti per oxydase

Les peroxydases sont des enzymes catalysant |’oxydation de plusieurs substrats en
présence du peroxyde d’ hydrogene (H,0,) (Baaziz et al., 2006). La figure 17 représente le
pourcentage d'inhibition de I'activité de la peroxydase par les composés phénolique de

I’ extrait ethanolique de Rhamnus alater nus.
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Figurel6 : Inhibition de la peroxydase par les composés phénolique d’' R alaternus.

La figure 16 montres que le pourcentage d’inhibition de la peroxydase augmente par
I’augmentation de concentration de I’extrait de la plante a 0,048 mg/ml présente une
inhibition de 42,5%, Ce taux augmente pour atteindre 66,25% a une concentration de
0.097mg/ml, et un maximum d’inhibition 84,5% apparait avec une concentration de
0,38mg/ml.

La concentration inhibitrice de 50% de I’ activité enzymatique (1Csp) a été estimée a
0,05mg/ml, qui correspondent a une faible concentration. Cette valeur montre que I’ extrait
éthanolique de R. alaternus est riche en antioxydants. Perez et ses collaborateurs (2002) ont
démontré gue les composés phénoliques de R. alaternus comme les flavonoides possédent des
effets inhibiteurs important sur |a peroxydase.







Conclusion

Conclusion

Rhamnus alaternus est une plante trés répondue dans le nord de I’ Algérie et vu son
utilisation local comme plante médicinal, elle présente un grand intérét pharmacologique et

pour le future.

La présente étude S est intéressée sur I’ extrait éthanolique des feuilles de Rhamnus
alaternus, pour évaluer le taux des polyphénols totaux, des flavonoides, de |’ activité
antioxydante (anti DPPH, anti ABTS et le pouvoir réducteur) ainsi que lévaluation de

I’ activité anti- enzymatique (anti-alpha glucosidase et anti-peroxydase).

Le protocole d' extraction appliqué est de type liquide solide, en utilisant un solvant
organique, I’ é&hanol (99%). Le taux d’ extraction obtenu est de 12 ,13%.

La détermination quantitative des composés phénoliques a révélé les résultats suivent :
le taux des composés phénoliques totaux est estimé a 34,13+1,30 mg EAG/g E et celui des
flavonoides a 118,72+4mgEQ/g d'extrait sec. La separation de cet extrait sur CCM en

utilisant un systeme : n-butanol/acide acétique/eau a donné 05 taches.

Concernant |’activité antioxydante, nous avons constaté par mesure du pouvoir
réducteur, que I'extrait de la plante étudiée a la capacité de réduire le fer, cette capacité
réductrice est proportionnelle ala concentration. A la concentration de 0,17mg /ml |e pouvoir
réducteur et de |’ ordre 0,529.

L’ extrait présent une activité anti-radicalaire trés importante contre le radical DPPH, le
pourcentage d'inhibition de |’ extrait est de 95,89% a une concentration de 250ug/ml. Pour
I’ABTS, le pourcentage d’inhibition est estimé a 52,85% a une concentration de 1mg/ml.

L’ évaluation de I’'activité anti-enzymatique de I’extrait éthanoligue a montré un
puissant effet anti alpha glucosidase qui est de I’ordre de 79,03% a une concentration de
0,5mg/ml, les feuilles de Rhamnus alaternus sont un bon moyen pour réduire la glycémie
postprandiale, et ainsi ére utilisée dans la médecine traditionnelle pour les personnes
diabétique. Pour la peroxydase, |’ extrait éthanolique a donnée un taux d’inhibition de I’ ordre

de 84,5% a une concentration de 0,38mg/ml.

Au terme de ce travail, il serait intéressant de compléter cette étude en réalisant des
fractionnements de I’ extrait pour pouvoir isoler la fraction active ainsi que ses composés.

Commeil serait aussi intéressant de réaliser destestsin vivo, ains que d’ étudier latoxicité.
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GLOSSAIRE

Alterné : qualifier des bourgeons ou des feuilles isol ées, attachées aternativement une par
une sur latige a des niveaux différents.

Anti-inflammatoire: Il sagit d'un groupe de substances destinés a traité réaction
inflammatoire et les maladies qui en résultent telles que les manifestations rhumatismal es.

Antimutagéne : substances utilisé pour traiter des certains mutations.

Antioxydant : sont des molécules capable d'interagir sans danger avec les radicaux libres et
de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommageées.
Chague molécule anti-oxydante ne peut réagir qu’ avec un seul radical libre, et par conséquent,

il faut constamment refaire le plein de ressource anti-oxydante.
Arbuste : petit arbre (en générale moinsde 5 m al’ &ge adulte).

Laxatif : c'est une substance qui sert a purger légerement, un médicament qui accélere le

trangit intestinal, ramollit les selles. On utilise les laxatifs pour combattre |a constipation.

Les radicaux libre: est une espece chimique possedant un ou plusieurs éectrons non

appariés sur la couche externe (électrons célibataires).
Purgatif : ¢’ est une substance qui a une action laxative.

Prostaglandines : sont des hormones de la famille des eicosanoides. Elles sont formées a

partir de I’ acide arachidonique par la cyclo-oxygénase .

Stress oxydatif : situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive des radicaux
libres oxygénés toxiques.

Oxydation : réaction au cours de la quelle une molécule perd des électrons.

Scavenger : Stress oxydant (situation ou la cellule ne contrdle plus la presence excessive de
radicaux libre).
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Résumé

Rhamnus alaternus appelée localement «Melilése », est un arbuste a feuilles
persistantes et aaternes ayant des fleurs jaunatres et un fruit de couleur rouge qui devient
noire a la maturité. Son utilisation dans la médecine traditionnelle pour le traitement de la
jaunisse, nos a conduit a identifié partiellement et valoriser les substances naturelles
présentes dans cette plante. Pour cela nous avons procéder a I’ extraction des polyphénols a
partir de ses feuilles, suivi d'une analyse phytochimique, I'évaluation de I'activité anti-
oxydante et anti-enzymatique. Le dosage des polyphénols ont montrés que I’ extrait sec des
feuilles de Rhamnus alaternus contient un taux de polyphénols et flavonoides
respectivement de : 34,13 = 1,30 mg EAG /g d' extrait, 118,72+ 4 EQ/g d extrait. Trois tests
ont été fait pour évauer |’ activité antioxydante, il S agit de: I'activité anti-radicalaire avec
DPPH, I’ABTS et pouvoir réducteur, et deux tests pour I’ activité anti-enzymatique, il s agit
de: anti o-glucosidase et anti-peroxydase, le résultat de cette étude a montré que Rhamnus

alaternus a une forte activité anti-oxydante et anti-enzymatique.

Mots clés : Rhamnus alaternus, analyse phytochimique, activité anti-oxydante, activité anti-
enzymatique.
Abstract

Rhamnus alaternus locally caled "Mélilése", is an evergreen shrub and buckthorns
with yellow flowers and red fruit that turns black when ripe. Its use in traditional medicine for
the treatment of jaundice led to our partially identified and value the natural substances found
in this plant. For that we precede with the extraction of polyphenols from the |leaves, followed
by a phytochemical analysis, evaluation of antioxidant activity and antienzymatique. The
determination of polyphenols has shown that the dry leaves of Rhamnus alaternus contain an
amount of polyphenols and flavonoids, respectively: 34, 13 = 1, 30 mg EAG / g of extract,
118, 72 + 4 EQ / g extract. Three tests were done to evauate the antioxidant activity, these
are: the anti-radical activity with DPPH, reducing power and ABTS, and two tests for the
activity anti-enzymatique, it is: Anti a-glucosidase and anti peroxidase, the result of this study

showed that rhamnus alaternus has strong antioxidant activity and anti-enzymatique.

Keywords:

Rhamnus alater nus, phytochemical analysis, antioxidant activity, activity anti-enzymatique.



