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L’usage des plantes en médecine est très ancien, elles restant encore le premier

réservoir pour le concept de nouveau médicament. Les plantes médicinales sont la source

principale de molécules bioactifs comme les coumarines, les alcaloïdes, les acides

phénolique, les tanins, les terpènes et les flavonoïdes. Ces composés ont des intérêts multiples

mis à profit dans l’industrie alimentaire, en pharmacie et en cosmétologie (Bahorun et al.,

1996).

Le potentiel des constituants antioxydants des plantes pour la prévention des

cancers, des maladies cardiovasculaires et de la peroxydation lipidique est largement

évoqué par les scientifiques (Rice- Evans et al., 1996 ; Aviram et al., 2002). En effet, les

différentes études expérimentales renforcent l’hypothèse selon laquelle le stress oxydatif

est directement impliqué dans l’apparition de ces maladies. Pour lutter contre les

radicaux libres nocifs, notre organisme possède des systèmes de défenses antioxydants.

Certains sont endogènes, alors que d’autres sont exogènes.

La flore algérienne, l’une des plus riches du bassin méditerranéen, recèle de

nombreuses espèces végétales aux vertus thérapeutiques et organoleptiques. Parmi celles-

ci, les plantes de la famille des (Rhamnaceae) inclut des espèces végétales médicinales

bien connues possédant diverses propriétés biologiques (Mai et al., 2001). C'est pourquoi,

nous nous sommes intéressés à étudier Rhamnus alaternus, une plante utilisée en

médecine traditionnelle comme purgative, laxative, diurétique, et pour le traitement

dermatologique et hépatique ( Ben Ammar et al., 2008 ).

Le but de ce présent travail est d’évaluer l’activité anti-oxydante et anti-radicalaire

des extraits des feuilles de Rhamnus alaternus. Le manuscrit est reparti en deux parties, en

premier lieu, la synthèse bibliographique qui est devisée en deux chapitres. Le premier où

sont présentées les généralités sur la plante de Rhamnus alaternus, le deuxième chapitre traite

les différents radicaux libres et le phénomène physiopathologique dont ils sont responsables,

le stress oxydant. La deuxième partie est l’étude expérimentale, elle est devisée en deux

chapitres. Le premier est la description des matériels et méthodes utilisée dans la réalisation

de ce travail. Tandis que le deuxième chapitre est une description des résultats obtenu et un

essai de leur d’interprétation.
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I.1. Description botanique

Les Rhamnacées sont une famille cosmopolite d’arbres, arbustes, plantes grimpantes,

qui sont constituées de 59 genres et environ 900 espèces, y compris Rhamnus qui comprend

110 espèces (Marzouk et al., 1999). Ce sont des espèces médicinales bien connues

possédant diverses propriétés biologiques. Rhamnus alaternus est un arbuste qui est distribué

le long du bassin méditerranéen (Gulias et al ., 2004). Elle se trouve dans les pays d’Afrique

du nord : en Algérie, au Maroc et en Tunisie, et dans les fourrés du littoral méditerranéen ; en

Algérie elle pousse dans les forêts, les rocailles et surtout dans les rochers des montagnes (Ait

Youssef, 2006).

Rhamnus alaternus est un arbuste dioïque d’origine méditerranéenne avec une

longévité de 100 ans (Bas et al ., 2009 ; Varone et Gratani, 2009 ), de 2-6 mètres de

hauteur, ayant des tiges droites (Izhaki et al., 2002 ; Hemmami et al., 2006 ; Bas et al .,

2009). Les feuilles sont persistante et native, alaternes, épaisses, de formes variées,

lancéolées, de dimension de 1-6cm de long et à court pétioles, luisantes et vertes dessus, plus

pales dessous. Les fleurs petite, unisexuées, de couleurs jaunâtre, réunies en petites grappes

latérales, qui appariassent à la fin d'hiver et au début du printemps, avec un pic à la mi-février.

Cela produit des fruits sphériques, d’un diamètre 4-6 mm à 3 noyaux, leurs surface est

d’aborde rouge, puis devient noire à la maturité, qui mûrissent en fin de printemps et début de

l’été. chaque 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 (Bayer et al., 1990; Rameau et Mansion, 2008 ; Bas et

al., 2009 ; Miralles et al., 2010 ; El Aou-Ouad., 2015).

Figure 1: Feuille, fleurs et graines de Rhamnus alaternus (Bayer et al., 1990).
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I.2.Classification botanique

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

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

plante est représente dans le tableau I.

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

Taxon Nom

Domaine Eukaryota- eucaryote

Règne Plantae-Végétal

Sous règne Viridaeplantae- Plantes vertes

Règne Magnoliophyta- plantes à fleurs

Sous phylum Spermatophytina-plantes à graines

Infraphylum Angiospermae-Angiosperme

Classe Magnoliopsida-Dicotylédones

Sous classe Rosidae

Super ordre Rhamnanae

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Genre Rhamnus

Espèce Rhamnus alaternus

I.3.Noms vernaculaires

Le nom de genre Rhamnus provient du grec rhamnos, nom du Nerprun purgatif et le

nom d'espèce alaternus est l'ancien nom latin de la plante. En arabe : Soitfaïr, Oud El-khir ou

bien Safir. En Kabyle : Mélilés. En anglais : alaternus barrem pruvet. En Français : Nerprun,

alaterne, sanguin blanc .En Allemand : alternbaum, immergrumer. En Espagnol : Aladierna.

En Italien : Alaterno, Legno Puzzo. En corse alaternu scotanu (Rameaun et Mansion, 2008).
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I.4.Composition chimique et biochimique

Rhamnus alaternus est caractérisée d'un point de vue phytochimique par l'abondance

des substances phénoliques, particulièrement les tannins, anthraquinones comme l’émodin,

chysophanol, alaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés à partir

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

Des flavonoïdes aglycones, comme le kaempférol, la quercétine et l’apéginine (Figure 2)

(Wojdylo et al., 2007), et des flavonoïdes glycosylés tel que le kaempférol-3-O-

bisorhamninoside (1), rhamnocitrin 3-Ob-isorhamninoside (2) et rhamnétine-3-O-

bisorhamninoside (3) (Figure 3) (Ben Ammar et al., 2009).

Quercetine Kaempferol Apégenine

Figure 2: la structure chimique des flavonoïdes aglycones de R.alaternus (Wojdylo et al.,

2007).

Figure 3: la structure chimique de quelques flavonoïdes glycosylés de R.alaternus (Ben

Ammar et al., 2009)
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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).

I.5.Utilisation dans la médecine traditionnelle

R. alaternus est l’une des espèces utilisées 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 la jaunisse et les troubles

hépatiques provoqué par le paludisme. Le bois ou l’écorce de Rhamnus alaternus L. est

employé dans l’Est du Maroc, en décocté et dans un bouillon de viande pour traiter des

affections hépatiques. Le fruit était utilisé en Algérie comme purgatif doux ; au Maroc- dans

le Haut Atlas et le Moyen Atlas, il est toujours employé comme laxatif (Ait Youssef, 2006).

Le fruit de R. alaternus représente aussi une source important d’eau d’éléments nutritifs

(Izhaki et al., 2002 ; Gulias et al., 2004). Ces feuilles émettent des petites quantités de

l’isoprène (2-mèthyl-1,3-butadiene) qui affectent l’oxydation de l’atmosphère en nettoyant les

radicaux OH, et peut indirectement influencer sur l’accumulation du méthane atmosphérique,

et surtout protège les feuilles contre la photooxydation en réagissant avec O-
2 produit lors de

la photosynthèse (Affek et Yakir, 2002).

L’espèce Rhamnus alaternus L. comme une bonne source d’anthraglucosides.

L’écorce des racines ou des tiges (rameaux) sont riches en dérivés anthracénitique. Les

feuilles en sont également riches et les fruits en contiennent probablement aussi. Cette

richesse rend parfaitement compte des propriétés laxatives et surtout purgatives de toutes les

parties utilisées (Ait Youssef, 2006).

L’émodine produit sur la surface des feuilles à plusieurs activités biologiques. Il peut

protéger la plante contre les effets nocifs de la lumière UV, il represent aussi des effets

purgatifs chez l'homme, et des effets d’allélopathie, antibactériens et antifongiques (Izhaki et

al., 2002). Cette plante est efficace dans le traitement des complications hépatique et certaines
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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).

I.6. Activités biologiques

I.6.1. Activité anti oxydante

Certains extrais de Rhamnus alaternus, ont un potentiel d’activité antioxydante liée à

la composition de la plante en flavonoïdes et polyphénols (Ben ammar, et al., 2008 Bhouri

et al., 2012). Les flavonoïdes neutralisent les radicaux libres, en se liant directement à ces

derniers.

Les flavonoïdes de Rhamnus alaternus sont de bon chélateurs de métaux qui jouent un

rôle important dans le métabolisme de l’oxygène et l’apparition des espèces réactives de

l’oxygène (ERO) et la réduction du H2O2 par génération de quantité importante de radicaux

libres hydroxyles [Aschok, 2001]. Les travaux de Kelly (2002) et Yen (1995) ont démontré

que les flavonoïdes, sont de bons donneurs d’électrons et d’hydrogène ce qui leur confère la

capacité de terminer la chaine de formation des radicaux, en convertissant les radicaux libres

et les ERO en produits stables.

I.6.2. Activité antimicrobienne

L’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus exercent une activité antimicrobienne

contre une large gamme des microorganismes, particulièrement les bactéries résistantes aux

multiples antibiotiques (Percival, 2004). L’EM de Rhamnus alaternus inhibe la croissance

des bactéries Gram+ représentées par, Staphylococcus aureus, et Gram – représentées par

Escherichia coli et sur une levure, Candida albecans (Mashhadian et Rakhshandeh, 2005).

I.6.2. Activité antimutagène

L’effort oxydant provoqué par des espèces réactives de l’oxygène induit l’oxydation

des biomolécules menant aux dommages cellulaires (Ben Ammar et al., 2008). L’extrait

organique de R. alaternus a une propriété antimutagène qui se traduit par l’inhibition des

agents mutagène (Aflatoxine B1) probablement à son abondance en flavonoïdes et en tannins

(Ben Ammar et al., 2005 ; Ben Ammar et al ., 2007).
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I-1-6-3-Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que les extraits organiques de R. alaternus possèdent des

activités anti-inflammatoires. Ces activités sont corrélées avec la composition en polyphénols

surtout en flavonoïdes, tannins et anthraquinones tel que l’émodin. Cette propriété est due

principalement à l’activité de ce métabolite à piégeager des radicaux libre (Ben Ammar et

al., 2005).

I-6-5- Activité anti-enzymatique

Des études in vitro ont montré que les extraits organiques de R. alaternus inhibent

significativement l’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. Cette propriété inhibitrice est

attribuée aux flavonoïdes qui exercent une activité non compétitive (Stocker et al., 2004).



Radicaux libres et

stress oxydatif
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De nos jours, Il existe un intérêt croissant vis-à-vis de la biologie des radicaux libres.

Ce n’est pas seulement dû à leur rôle dans des phénomènes aigus tels que le traumatisme ou

l’ischémie, mais aussi à leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques

associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

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

I.7. Radicaux libres

I.7.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre une espèce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non

apparié sur un orbitale externe. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par

l’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule

qui devient, à son tour un radical libre (Figure 5). La probabilité d’aller vers l’une ou l’autre

de ces deux possibilités dépend essentiellement de l’instabilité du radical libre considéré, ce

dernier a donc la propriété d’être extrêmement réactif vis-à-vis des autres molécules et

possédant un temps de demi-vie extrêmement court (de nano à la millisecondes) Ils sont émis

soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome

conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électron à partir

d’un composé non radicalaire (Dusser, 1997 ; Christelle, 2006 ; Afonso et al., 2007 ;

Karunakaran et Kumaran, 2007).

I.7.2. Origine de radicaux libres

La production des radicaux libres (Tableau II) dans l’organisme et au sein des

différentes cellules est continue par nombreux mécanisme tant exogène ou endogène

(beaudeux et al., 2006).
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Tableau II: Principaux espèces réactives oxygénées (ERO) et espèces réactives de l'azote

(ERN) leur structure chimique

Espèce réactive Formule chimique

Dioxygène singulet

Anion superoxyde

Radical hydroxyle

Radical hydroperoxyle

Radical peroxyle

Hydroperoxyde

Radical alkoxyle

Peroxyde de d’hydrogène

Radical oxyde nitrique

Peroxynitrite

Hypochlorite

1O2

O2
•-

OH•

HOO•

ROO•

ROOH

RO•

H2O2

NO•

ONOO-

ClO-

I.7.3. Les radicaux libres endogènes

Les radicaux libres endogènes peuvent provenir de différents compartiments

cellulaires. La mitochondrie représente une source importante, même en cas d’hypoxie

(chaîne respiratoire), Ainsi, les radicaux superoxydes (O2
•-) sont produits au niveau des

complexes I et III de la chaîne respiratoire mitochondriale, par réduction monovalente d’une

petite proportion du dioxygène, parallèlement au processus de phosphorylation oxydative

(Bonnefont-Rousselotet al., 2013). Ils peuvent être produits par le réticulum endoplasmique

(RE) (mono-oxygénases), la membrane plasmique (oxydases), les peroxysomes et le

cytoplasme (Barouki, 2006). (Figure 4 )

I.7.4. Les radicaux libres exogènes

Les radicaux libres exogènes proviennent d'un apport extérieur, incluant la fumée de

tabac, les rayonnements ionisants, certains polluants, les solvants organiques et les pesticides.

Ces quelques toxines peuvent pénétrer au cerveau et induire la formation de radicaux libres

(Yildirim et al., 2001). Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres, en

activant des molécules photosensibilisantes. Les rayons ultraviolets, ce mécanisme vont

produire des anions superoxydes et de l'oxygène singulet (favier, 2003). (Figure 4)
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Figure 4: Origine des différents radicaux libres impliqués en biologie (Barouki, 2006).

I.7.5. Classification des radicaux libres

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle

particulier en physiologie et qui seront appellés radicaux primaires. Les autres radicaux libres,

dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés

biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

I.7.5.1. Les radicaux libres primaires

Les radicaux libres primaires dérivent de l’oxygène par des réductions à un électron

tels l’anion superoxyde (O2
.-) et le radical hydroxyle (OH•) ou de l’azote tel le monoxyde

d’azote (NO•). D’autre espèces dérivées de l’oxygène dites espèces réactives de l’oxygène

comme l’oxygène singulet (1O2) le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde

(ONOOH) ne sont pas des radicaux libres mais sont réactives et peuvent être des précurseurs

de radicaux (Favier, 2003).

 Le radical oxygène singulet (1O2)
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L’oxygène singulet est formé à partir de l’oxygène sous l’influence de rayonnement

UV (Barouki, 2006).

O2 1O2

 Anion superoxyde (O2
•-)

Le dioxygène est capable de capter un électron en présence de rayonnements, de

métaux ou d’enzymes de type oxydases ou mitochondriales, il est capable de capter un

électron pour donner le radical superoxyde, qui est un radical modérément réactif (Barouki,

2006)

O2 + e- O2
•-

 Peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le peroxyde d’hydrogène est formé à partir de l’anion superoxyde par la voie des

superoxydes dismutases (SODs) (Rochette, 2008).

2O2
• + 2H+ H2 O2 + O2

 Le radical hydroxyle (OH•)

Le radical hydroxyle est formé à partir de l’eau oxygénée H2O2 en présence de métaux,

en particulier le fer Fe2+ par la réaction de Fenton (Barouki, 2006).

H2O2 + Fe2+ OH• + OH- + Fe3+

Le radical hydroxyle est extrêmement réactif et va oxyder très rapidement les molécules

voisines formant parfois d’autres radicaux libres.

 L’oxyde nitrique (NO•)

L’oxyde nitrique est produit à partir de L-Argenine sous l’action de NO synthase

(Bonnefont-rousselotet al., 2002).

L-Argenine + O2 L-Citrulline + NO•

SOD

UV
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 Anion peroxynitrite (ONOO-)

L’anion peroxynitrite est une espèce oxydante importante, car sa réactivité est assez

proche de celle de radical hydroxyle (OH•), la plus réactives des espèces réactive d’oxygène,

il est formé à partir de NO• et O2
•- (Vamecq et al., 2004).

NO• + O2
•- ONOO-

Figure 5 : Les différents stades de réductions de l’oxygène (Fontaine, 2007).

I.7.5.2. Les radicaux libres secondaires

Les radicaux libres secondaires ne sont pas formés spontanément: ils sont formés par

l’action d’un radical primaire sur un compsant cellulaire. Exemlpe le radical perxyle (ROO.)

qui est formé après que le radical O2
• ou OH• ait agi sur un acide gras insaturé de la

membrane cellulaire. Ces radicaux libres secondaires sont très dangereux puisqu’une fois

formés, ils sont capables de créer une réaction en chaine (Lacan, 2001).

I.7.6. Rôle des radicaux libres

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production des radicaux

libres et les systèmes de défenses antioxydants. Il faut souligner que les radicaux libres

peuvent d’ailleurs jouer un rôle physiologique important comme dans la phagocytose des

bactéries, la croissance, la migration, la sénescence, la survie des cellules endothéliales et des
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cellules musculaires lisses, la réponse inflammatoire et la prolifération des cellules

musculaires lisses (Bonnefont-rousselot., 2002 ; Pincemail, 2002).

Il est cependant apparu plus récemment que les radicaux libres, lorsqu’ils sont formés

en faibles concentrations, ce sont des régulateurs des voies de signalisation et de l’expression

des gènes au niveau des cellules vasculaires jouant ainsi un rôle important dans les processus

pathologiques de ces cellules (Bonnefont-rousselot., 2002).

L’anion superoxydeO2
•- joue un rôle clé dans l’inflammation en général, et dans les

maladies rhumatismales en particulier (Afonso et al., 2007).

Les ERO (peroxyde d'hydrogène H2O2, l’anion superoxydeO2
•- et hydroxyles OH•)

sont responsables d'une manière directe ou indirecte, de nombreux dommages oxydatifs au

niveau moléculaire (acides nucléiques, protéines, lipides...), pouvant affecter

considérablement les mécanismes cellulaires (Gardès-albert el al., 2003).

Le dysfonctionnement des systèmes de régulation de l'oxygène et de ses métabolites

est à l'origine des phénomènes de stress oxydant dont l'importance dans de nombreuses

pathologies est maintenant largement démontrée. C'est ainsi que dans l'athérosclérose, le rôle

des ERO apparaît comme majeur, validant la « théorie oxydative de l'athérosclérose »

proposée il y a une quinzaine d'années par Steinberg et al et rejoignant la théorie

inflammatoire (Gardès-albert el al., 2003)

Les ERO seraient également impliquées dans les maladies neuro dégénératives à début

tardif, notamment la maladie d'Alzheimer, où la mort neuronale pourrait être liée à un

phénomène d'apoptose impliquant les radicaux libres. La maladie de Parkinson s'accompagne

aussi d'un stress oxydant en relation à la fois avec un dysfonctionnement mitochondrial et un

défaut de l'élimination des protéines oxydées par le protéasome (Gardès-albert el al., 2003).

Enfin, les ERO semblent également jouer un rôle non négligeable dans la

cancérogenèse, puisque ces espèces peuvent être responsables de mutations dans l'ADN, ce

qui constitue un facteur de risque dans l'initiation et le développement du cancer. (Gardès-

albert el al., 2003).

I.7.7. Les cibles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent interagir avec des protéines, de l’ADN, des lipoprotéines

et des acides gras polyinsaturés pour former des dérivés oxydés pouvant être décelés dans des

échantillons biologiques, le plasma, le sérum ou l’urine (Pincemail et al., 1999).
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I.7.7.1. Les lipides

Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléique ou arachidonique sont les

cibles privilégiées de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogène sur

les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé

peroxydes lipidiques (Pincemail et al., 1999). Ceci conduit à une réaction en chaîne de

peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la perméabilité  de la membrane et peut  aussi 

altérer le fonctionnement des protéines membranaires. La peroxydation des lipides est

généralement initiée par un radical (R•) particulièrement réactif selon la réaction :

                                          LH  + R•   →    L• +  RH 

Le radical lipidique (L•, radical alkyle) formé lors de cette réaction réagit avec

l’oxygène pour former un radical peroxyle capable de transformer un autre acide gras

polyinsaturé en radical lipidique propageant ainsi la réaction de peroxydation (Ré et al.,

2005).

           L• + O2    → LOO• +  L H + LOO•  →  L • +  LOOHL  •+ O → L’OO• ... 

I.7.7.2. L’ADN

Les radicaux libres peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles

d’entraîner des mutations ou d’altérer l’expression des gènes (Ré et al., 2005). Ils peuvent

réagir avec la guanine, base constitutive de l’ADN, pour la transformer en 8-hydroxy-2’

déoxyguanosine (8-OH2DG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec

l’adénine, entraînant des mutations au sein de l’ADN et conduisant à des altérations du

message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

I.7.7.3. Les protéines

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par

les radicaux libre sont à la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via

plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et l’oxydation des acides aminés. En présence

de dinitrophénylhydrazone (DNPH) (Pincemail et al., 1999). Les plus sensibles à leur action

sont les acides aminés aromatiques comme le tryptophane et la tyrosine sur lesquels le radical

OH• s’additionne, modifiant la conformation de la protéine. Sur les acides aminés contenant
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un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, l’oxydation par les radicaux libres

conduit à la formation de ponts disulfures (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

I.8. Le stress oxydant

I.8.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme l’incapacité de l’organisme à se défendre contre les

réactions des espèces pro oxydantes, cela est dû à un déséquilibre lié soit à une production

massive d’espèces réactives, soit à une diminution de la capacité anti-oxydante de

l’organisme (Defragine et al., 2007).

En effet, le stress oxydant est impliqué dans de très nombreuses maladies comme

facteur déclenchant ou associé à des complications. La plupart des maladies induites par le

stress oxydant apparaissent avec l’âge car le vieillissement diminue les défenses antioxydants

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

oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies. C’est le facteur potentialisant

l’apparition des maladies plurifactorielles telles que le diabète, la maladie d’alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Bidie, 2010).

I.8.2. Origine de stress oxydant

La rupture d'équilibre, de la balance antioxydant/pro-oxydant, peut avoir de

multiples origines comme une production beaucoup trop forte de radicaux libres. Elle peut

provenir également d’une défaillance nutritionnelle ou d’une carence en un ou plusieurs

antioxydants apportés par la nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments présents en

quantité limitée ou même une exposition environnementale à des facteurs pro-oxydants

(tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante,

métaux toxiques) ou bien d’une mauvaise adaptation qui peut résulter d’anomalies génétiques

responsables d’un mauvais codage d’une protéine soit enzymatiquement antioxydant, soit

synthétisant un antioxydant (comme la gamma glutamyl synthétase produisant le glutathion)

(figure 6) (Favier, 2003).
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Figure 6 : Conséquences du stress oxydatif dans la pathogenèse (Kirkham et Rahman,

2006).

I.9. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables d'inhiber l’oxydation et diminent la

concentration des radicaux libres dans le corps. L’organisme réagit donc de façon constante à

cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux

lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003).

I.9.1. Le système endogène

Constitué de molécules de petite taille (glutathion, acide urique), d’enzymes ou

d’agents réducteurs (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase, complexe

enzymatique de la thiorédxine) dont l’action est de neutraliser les radicaux libres par leur

transformation en molécules stables et non réactives. Ou de protéines (ferritine, transferrine,

céruléoplasmine, albumine, protéines de choc thermique, hème oxygénase). A cela s’ajoutent

quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs

importants pour l’activité de certaines enzymes antioxydantes. (Pincemail et al., 2009)
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I.9.1.1. Superoxydes dismutases (SOD)

Sont des metalloenzymes qui catalysent la dismutation du radical superoxyde en

peroxyde d’hydrogène et oxygéne moléculaire par un des membres de la famille des SODs,

par la réaction suivante :

2 O2
-• + 2H+ H2O2 + O2

Les SODs contiennent soit du manganèse (Mn-SOD), soit du cuivre et du zinc

(Cu/Zn-SOD), et qui sont restreintes à des compartiments cellulaires différents (Ré et al.,

2005). Il existe trois types de SOD : la SOD 1 ou Cu/Zn-SOD, est cytosolique ; la SOD 2 ou

Mn-SOD est mitochondriale ; la SOD 3, qui comme la SOD1 comporte du cuivre et du zinc,

est extracellulaire et est donc aussi appelée EC-SOD (figure 7) (Afonso et al., 2007)

Figure 7 : Un déséquilibre entre la production de l’O2
●– et la capacité enzymatique de son

élimination par la SOD en pathologie inflammatoire.

SOD
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I.9.1.2. Catalase

Cette enzyme héminique se produit principalement dans les peroxysomes et les

érythrocytes. Sont la classe d'enzymes qui catalysent la dismutation du peroxyde d'hydrogène

en eau et en oxygène moléculaire suite à la réaction suivante:

2H2O2 O2 + 2H2O

I.9.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

Cette enzyme est présente dans le cytoplasme et dans la mitochondrie. C’est une

glycoproteine tétramérique qui réduit d’une part le peroxyde d’hydrogène en molécule d’eau,

et d’autre part tous les peroxydes lipidiques. Lors de cette réaction, qui demande

l’intervention de deux molécules de glutathion GSH, celles-ci se transforment en glutathion-

disulfure GSSG selon la réaction suivante

H2O2 + 2GSH 2H2O + GSSG

ROOH + 2GSH ROH + H2O +GSSG

Figure 8 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants de leurs

cofacteurs métallique (Favier, 2003).
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I.9.2.Le système naturel exogène

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

qui sont des composés pour la plupart apportés par l’alimentation et dont le rôle essentiel est

de neutraliser les effets toxiques des EOR, limitant ainsi toute atteinte de l’intégrité cellulaire.

Les principaux antioxydants non-enzymatiques (Vitamine C, Vitamine E, ß-carotène,

Flavonoïdes, Acides phénoliques, Tanins) retrouvés dans l’alimentation qu’ils montrent toute

l’importance d’une alimentation équilibrée, riche en fruits et légumes, pour l’efficacité

Nutritionnel afin de préserver un équilibre cellulaire adéquat entre oxydants et antioxydants

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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II-1- Matériel végétal

Cette étude a été réalisée sur les feuilles de Rhamnus alaternus L, récoltées au niveau

du village taghzouit de la région de Bejaïa durant le moins de mars 2014. Une fois récoltées,

les feuilles fraiches de Rhamnus alaternus L. Ont été séchées a l’air libre pendant 20 jours,

puis transférées à l’étuve à 35°C pendant 02 jours pour affiner le séchage et pour obtenir un

meilleur broyage et meilleur extraction. Après séchage, les feuilles sont broyées à l’aide d’un

broyeur électriques jusqu’à obtention d’une poudre fine. Les particules ainsi obtenues sont

tamisés sur un tamis de porosite 250 µm pour avoir une poudre homogène. La poudre obtenue

est conservée dans un récipient en verre et stocké a l’abri de la lumière et de l’humidité

jusqu'à extraction (figure 9).

Figure 9: Les feuilles (fraiches, sèches) et poudre de Rhamnus alaternus L.

II-2- Extraction

L’extraction est réalisée selon la méthode décrite par Tahiya et al., 2014. La quantité

de méthanol doit être appropriée à la quantité de matière végétale à extraire. L’extraction est

effectuée par épuisement du matériel végétal. 90g de la poudre des feuilles de Rhamnus

alaternus sont macérés dans 700 ml de méthanol. Le mélange est maintenu sous agitation

magnétique pendant 24 heures à température ambiante. Après macération, la solution obtenue

a été filtrée plusieurs fois sur papier wattman N°03 et le filtrat est récupéré (filtrat 1). La

même opération a été répétée avec 400 ml de méthanol, afin d’avoir une extraction exhaustive

et le filtrat 2 est récupéré. Les deux filtrats ont été mélangés et le méthanol est évaporé dans

un évaporateur rotatif jusqu'à ce que le poids le l’extrait reste constant, le taux de l’extraction

est calculé selon la formule suivantes :

P0 : poids de la poudre avant extraction.

P1 : poids de l’extrait sec après extraction.
Taux d’extraction (%) = P1/P0X 100
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II-3-Fractionnement de l’extrait méthanolique

Apres évaporation du méthanol, l’extrait méthanolique brut a été solubilisé dans 120

ml d’eau distillé, puis il a été lavé trois fois avec le même volume d’hexane dans une ampoule

à décanter pour éliminer les graisses, les stérols et les pigments (chlorophylle et caroténoïdes).

Une extraction liquide-liquide a été ensuite réalisée avec trois solvants de polarité croissante,

chloroforme, acétate d’éthyle et le butanol, la récupération de phase contenant le solvant est

obtenu selon la densité. Toutes les étapes de l’extraction et du fractionnement sont illustrés

dans les figures 10 et 11.

Figure 10 : Extraction liquide-liquide dans une ampoule à décanter (Prise au niveau de

laboratoire)
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Figure 11: Protocole d’extraction des quatre extraits de Rhamnus alaternus L.

90g de matériel végétal sec
+

Addition de 700ml de méthanol

Macération 24 h
Température ambiante
A l’abri de la lumière

L’opération est
Répétée une fois

Filtration sur papier Wattman (n°3)

MarcFiltrat 01

Addition de 400 ml méthanol

Evaporation
au rota vapeur (50°C) MarcFiltrat 02

Extraction méthanolique
brut

Lavage hexane

Lavage chloroforme

Lavage acétate d’éthyle

Lavage butanol

H2O

Fraction Chl

Fraction AE

Fraction But

Fraction H2O
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II-4- Analyses phytochimiques

II-4-1- Dosages des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des quatre fractions de l’extrait méthanolique ou des

standards est réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Cette

méthode de quantification des polyphénols totaux exploite la propriété du réactif de

Folin-Ciocalteu, composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et

phosphomolibdique (H3PMo12O40), de couleur jaune réduit par les polyphénols en un

mélange d oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (MO8O23), Cette coloration

bleue dont l’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le

milieu.

Un volume de 100µl de chaque fraction a été ajouté à 0,5 ml de réactif de Folin

(0,1N), agité vigoureusement puis laissé agir 5 minutes avant l’ajout de 0,4ml de

monohydrate carbonate de sodium (7,5 % p/v). Après une heure d’incubation à l’obscurité et

à température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 760 nm contre un blanc préparé

suivant la même procédure sauf que l’extrait est remplacé par le méthanol. Toutes les

mesures ont été réalisées en triple. Une courbe standard est réalisée avec différentes

concentration de l’acide gallique dans les mêmes conditions que le dosage des échantillons.

La quantité des polyphénols totaux a été exprimée en équivalents milligramme d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait) (Annexe I).

II-4-2- Dosages des flavonoïdes

L’estimation de la teneur en flavonoïdes totaux contenus dans les fractions de

l’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus est réalisée par la méthode décrite par

Quettier-Deleu et al., (2002). Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyl libre qui

forme un complexe jaunâtre en présence du trichlorure d’aluminium ; la couleur obtenue

est proportionnelle à la quantité de flavonoïdes dans les extraits.

Un volume de 0,5ml de différentes fractions de l’extrait méthanolique de Rhamnus

alaternus ou des standards a été ajouté à 0,5ml d’une solution de trichlorure d’aluminium

(2%). Après une incubation de 15 minutes à labri de la lumière et à température ambiante

l’absorbance est lue à 410 nm, le blanc est représenté par le méthanol additionné à L’AlCl3,

toutes les opérations sont réalisées en triple. Une courbe standard a été réalisée avec

différentes concentrations de la quercétine dans les mêmes conditions que le dosage des
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échantillons. La quantité des flavonoïdes est exprimée en équivalents milligramme de

quercétrine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait) (Annexe II).

II-4-3- Dosages des Tannins

Les dosages de la teneur des quatre fractions de l’extrait méthanolique de Rhamnus.

alaternus en tannins ont été accomplis en suivant la méthode décrite par Hagerman et

butler 1978. Celle-ci consiste à précipiter la BSA dans une solution tampon par les

tannins des extraits à doser. Après une hydrolyse alcaline et réaction de l’hydrolyse avec le

réactif de chlorure Ferrique (FeCl3), la teneur du précipité en complexe tannins-protéines est

déterminée par spectrophotomètre.

Un volume de 1ml de chaque extrait a été ajouté à 2ml d’une solution de l'albumine de

sérum bovin (BSA) préparé dans un tampon acétate (0,2 M, pH = 4,9) à une concentration

1mg/ml. Le mélange a été bien agité et incubé à 4°C pendant 24h. Un précipité tannins – BSA

est formé. Une centrifugation à 4000 rpm pendant 15min a été effectuée, puis le surnageant a

été éliminé et le culot est récupéré et ensuite solubilisé et hydrolysé avec 4ml de SDS/TEA

avec agitation vigoureuse au vortex. Enfin 1ml de FeCl3 (0,01%) a été ajouté. Après 15

minutes d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, l’absorbance a été mesurée à

510 nm. La concentration en tannins est calculée en se référant à une courbe d’étalonnage

obtenue en utilisant l’acide tannique comme standard suivant la même opération sauf que sa

durée d’incubation avec la BSA est de 15min à 4°C. La teneur en tannins est exprimée en

équivalent milligramme d’acide tannique /gramme (mg EAT/g d’extrait) (Annexe III).

III-5- Détermination de l’activité antioxydante et anti-radicalaire

L’activité antioxydante des extraits a été déterminée selon deux méthodes, la première

évalue le pouvoir anti-radicalaire en mesurant le pourcentage de neutralisation de différents

radicaux (DPPH, ABTS.+), la deuxième est l’estimation du pouvoir réducteur qui mesure

la capacité des extraits à réduire les ions métalliques par différents tests (Réduction de

chlorure ferrique, de phosphomolybdate).

III-5-1- Pouvoir anti-radicalaire

III-5-1-1- Activité scavenging du radical DPPH

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre de couleur violette est réduit en

un composé de couleur jaune (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) en présence de capture de
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radicaux libres. La décoloration du DPPH lors de la réaction de la réduction est suivie par

mesure de l’absorbance à 517nm (Molyneux, 2004).

L’analyse de l’activité anti-radicalaire de des fractions de l’extrait méthanolique de

Rhamnus alaternus sur le DPPH a été effectuée selon le protocole d’Akrout et ses

collaborateurs (2010).

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Une solution méthanolique de 5mM de DPPH a été préparée, 50 µl de la solution

DPPH (5mM) ont été mélangés à 2,45ml de différentes concentrations de chaque fraction

de l’extrait méthanolique (10, 25, 50 et 100ug /ml). Apres 30 min d’incubation à

température ambiante et à l’abri de la lumière, l’absorbance est mesurée à 517nm. Les

résultats obtenus de la mesure de l’activité scavenger du DPPH, ont été exprimés par rapport

à ceux obtenus par la mesure de l’activité de la quercétine et de l’acide gallique, les

antioxydants de références, à différentes concentrations (0, 1, 2 ,4 ,6 ,8 ,10 µg/ml) réalisés

sous les mêmes conditions. L’activité anti-radicalaire des extraits a été exprimée en

pourcentage selon la formule :

AT : Absorbance du témoin (Méthanol + DPPH) ;

AE : Absorbance d’échantillon (Extrait + DPPH) ;

AB : Absorbance de blanc et d’échantillon (Extrait + Méthanol).

% = [AT-(AE-AB) /AT] x 100
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La concentration inhibitrice de 50% (IC50) a été déterminée à partir des

pourcentages de réduction de DPPH. L’IC50 est exprimé en µg/ml et est comparé avec celle

des standards.

IV.1.2. Activité scavenging du radical ABTS. +

C’est une méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity), basée sur la

capacité des composés à piéger le radical-cation ABTS. +. Le radical-cationique (ABTS. +) est

formé par oxydation de l’ABTS [Sel d’ammonium de l’acide 2, 2,-azinobis- (3-

ethylbenzothiazothiazoline-6-sulfonique)] après l’addition du persulfate de potassium

(2,45mM) et laissé à incubation pendant 16h. Le radical ABTS. +, en contact avec un

donneur d’hydrogène (H.) conduit à l’ABTS + et à la décoloration de la solution à 734nm

(figure 13). L’analyse de l’activité scavenging du radical ABTS. + a été effectuée en suivant

le protocole de Lien et al., 1999.

Le radical ABTS.+ a été préparé comme cité précédemment. La solution ABTS. + est

diluée en suite avec de l’eau distillé à fin d’obtenir une absorbance de 0,7 ± 0,02 à 734 nm.

A 1,9ml d’une solution d’ABTS.+, 100µl de l’extrait à différentes concentrations (5, 10, 25,

50, 75 et 100µg/ml) sont ajoutés. Le Trolox a été réalisé dans les mêmes conditions que les

extraits a différentes concentrations (0, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 ug/ml). Apres 7min d’incubation à

l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 734nm. Le pourcentage de l’activité scavenger du

radical ABTS des extraits est calculé comme suite :

A0 : Absorbance du témoin (Méthanol + ABTS. +) ;

A1 : Absorbance d’échantillon (Extrait + ABTS. + ) .

La concentration inhibitrice de 50% (IC50) a été déterminée à partir du pourcentage

de réduction d’ABTS . +. L’IC50 est exprimé en µg/ml et est comparée avec celle du standard.

% = [(A0-A1) / A0] x 100
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Figure 13: Formation et piégeage du radical ABTS. + par un donneur d’électron

(Marc et L, 2004).

III-5-2- Evaluation du pouvoir réducteur

La détermination du pouvoir réducteur des quatre fractions de l’extraits

méthanoliques des feuilles de Rhamnus alaternus est réalisé en utilisant deux tests : teste

chlorure ferrique et celui de phosphomolybdate d’ammonium.

III-5-2-1- Chlorure ferrique

La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée en suivant le protocole de Lim

et al., (2006). Le pouvoir réducteur est l’aptitude des antioxydants présents dans les extraits

à réduire le fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe2+).

Après l’ajout de chlorure ferrique, la couleur jaune de ferricyanure de potassium vire vers

une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits.

Un volume de 0,5 ml de chaque extrait à différentes concertations est mélangé à

20µl de tampon phosphate (0,2 mM, pH 6,6) suivi de 1ml de ferricyanure de potassium

(1%). Après agitation, le mélange est soumis à l’obscurité à 50° C pendant 20 minutes, 1 ml

d’acide trichloracétique TCA à 10% est additionné au mélange, centrifugé à 3000 rpm

pendant 10min. Ensuite 1ml de surnagent sont additionnés de 1ml de l’eau distillé est de 0,2

ml de chlorure ferrique (0,1 %). Le mélange homogénéisé préalablement est incubé à
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l’obscurité pendant 10min et à température ambiante, l’absorbance est lue à 700 nm. Les

résultats obtenus ont été exprimés par rapport à ceux obtenus par la mesure de l’activité de

la quercétine et l’acide gallique, des antioxydants de référence réalisés sous les mêmes

conditions. Le pouvoir réducteur de chaque extrait a été exprimé en pourcentage de

réduction suivant la formule suivante :

AE : Absorbance de l’extrait (extrait + chlorure ferrique) ;

AT : Absorbance de témoin (chlorure ferrique +méthanol) ;

La concentration inhibitrice de 50 % (IC 50) a été déterminée à partir de la courbe de

pourcentage de réduction de chlorure ferrique. L’IC50 est exprimé en µg/ml et est comparée

avec celle des standards.

III-5-2-2- Phosphomolybdate d’ammonium.

C’est une méthode spectroscopique quantitative pour la détermination de la

capacité antioxydante grâce à la formation d’un complexe molybdène. Le test

phosphomolybdate d’ammonium est basé sur la réduction en milieu acide, de l’ion Mo+6 en

ion Mo+5 par des substances réductrices présentent dans l’extrait végétal qui forment avec le

phosphate Mo+5 des complexes de couleur verdâtre (Nur Alam et al., 2012).

La réduction du phosphomolybdate par les fractions de l’extrait méthanolique de

Rhamnus alaternus a été effectuée en suivant le protocole d’Ekici et al. (2010). 200µl de

chaque extrait à déférentes concentrations sont mélangées à 2ml de réactif molybdate

(préparée à partir de molybdat d’ammonium à 4mM; du phosphate de sodium à 28 mM et

de l’acide sulfurique à 0,6 Mm). Les mélanges sont ensuite incubés à 95°C pendant 90 min.

L’absorbance a été mesurée à 695nm. Les résultats obtenus ont été exprimés par rapport à

ceux obtenus par la mesure de l’activité de la quercétine et de l’acide gallique, des

antioxydants de référence réalisés sous les mêmes conditions (Cheurfa et Allem, 2015). Le

pourcentage de réduction de phosphomolybdate d’ammonium est calculé comme suite :

% = [(AE - AT) / AE] x 100

% = [(AE - AT) / AE] x 100
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AE : Absorbance de l’extrait (extrait + phosphomolybdate d’ammonium) ;

AT : Absorbance de témoin (méthanol + phosphomolybdate d’ammonium).

La concentration inhibitrice de 50 % (IC 50) a été déterminée à partir de la courbe de

pourcentage de réduction de phosphomolybdate d’ammonium. L’IC50 est exprimé en µg/ ml

et est comparée avec celle des standards.

III-6- Blanchissement de β-carotène

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est déterminée en mesurant

l’inhibition de la dégradation oxydatif du β-carotène (décoloration) par les produits 

d’oxydation  de l’acide linoléique. Le test de blanchissement de β-carotène utilisé pour 

évaluer l'activité antioxydante des fractions est celui du Bougatef et al., 2009.

         Le mélange  de β-carotène/acide  linoléique  est  préparé  par solubilisation  de 2mg de 

β-carotène dans 10ml de chloroforme, 20µl de l’acide linoléique et 200mg de Tween 20 sont 

additionnés. Apres évaporation du chloroforme au rotavapeur, 100ml d’eau oxygèné sont

ajoutées avec agitation vigoureuse. 100µl de chaque extrait ou d’antioxydant de référence

(Acide ascorbique) à différentes concentrations sont additionnés à 2ml de mélange précédent.

Après agitation, l’absorbance est mesurée immédiatement à 470 nm, ce qui correspond à t = 0

min. Tous les tubes sont incubés dans un bain marie à 50°C pendant 120min. Ensuite,

l’absorbance de chaque extrait est mesurée à 470 nm à t = 120 min.

Le pourcentage de l’activité antioxydante des extraits est évalué en termes de

blanchissement de β-carotène en employant la formule suivante : 

AA(120) : représente l’absorbance en présence de l’extrait (antioxydants) à 120 min ;

CC(120) : représente l’absorbance du contrôle à 120 min ;

C C(0) : représente l’absorbance du contrôle à 0 min.

La valeur IC50 est définie comme la concentration des antioxydants correspondant à

50 % d’inhibition. Elle est calculée en traçant la courbe des pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations de l’extrait.

% = [(AA(120) – CC(120)) / (CC(0) – CC(120))] x 100
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III.1. Rendement d’extraction

L’extraction méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus a donné un rendement

de 30,57% d’extrait sec par rapport à la matière sèche initiale. Le taux d’extraction est assez

important comparant aux résultats d’une autre étude faite au sein du même laboratoire, qui été

réalisé en 2014 par les étudiants (Yousfi et Zadi), qui a eu un taux d’extraction 18.3%. Cette

différence peut être exprimée par la méthode utilisée, la nature et la concentration des solvants

utilisés, la durée et le nombre de macération, la technique utilisée pour l’évaporation des

solvants et enfin, la région et la période de récolte des feuilles utilisées pour l’extraction.

Cet extrait méthanolique brut solubilisé dans l’eau distillé et soumis à un partage

liquide-liquide dans une ampoule à décanter en utilisant des solvants de polarité croissante

(Chloroforme, Acétate d’éthyle et Butanol) a donné 04 fractions différentes qui ont été appelé

(Chloroforme, Acétate d’éthyle, Butanol et H2O). Le calcul du taux d’extraction pour chaque

fraction a donné les résultats présentés dans le tableau III

Tableau III: Les pourcentages d’extraction des extraits des feuilles de Rhamnus alaternus

Extraits Taux d’extraction (%)

H2O 12,92

Butanol 3,96

Chloroforme 1,95

Acétate d’éthyle 0,45

D’après les résultats obtenus, on constate que la fraction H2O représente le rendement

le plus élevé (12,92%) suivie de la fraction butanol (3,96%) puis de celle de chloroforme

(1,95%). Enfin, le rendement le plus faible (0,45%) est obtenu par la fraction d’acétate

d’éthyle (Tableau III).

III.2. Dosage des antioxydants

Les différents dosages réalisés ont mis en évidence la présence de polyphénols totaux, de

flavonoïdes et de tannins dans toutes les fractions.
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III.2.1.Teneur en polyphénols totaux

Au cours du dosage de polyphénols totaux des différentes fractions de l’extrait

méthanolique des feuilles de Rhamnus alternus, une coloration bleue est apparue après 60

mins de l’ajoute du réactif Folin-ciocalteau et de carbonate de sodium, ceci témoigne de la

présence d’une quantité de polyphénols totaux dans les différentes fractions.

La courbe d’étalonnage (Annexe I), montre une linéarité de l’absorbance en fonction

des concentrations, le taux en composés phénoliques dans les différents extraits a été exprimé

en mg EAG/g d’extrait sec est déterminée par l’équation Y= 0,127 x – 0,053 sachant que R2 =

0,9827. La quantité en polyphénols totaux des 04 fractions des feuilles de Rhamnus alaternus,

sont représentées dans la figure 14.

Figure 14: Teneur en polyphénols totaux des extraits de Rhamnus alaternus.

D’après les résultats obtenus, les polyphénols sont présents dans les quatre fractions de

l’extrait méthanolique avec des teneurs variables d’un extrait à un autre. Et, l’extrait acétate

d’éthyle qui a donné la teneur la plus élevée (1740,133 ± 115,135 mg EAG/ g d’extrait), suivi

par l’extrait butanol, H2O et chloroforme avec des concentrations de l’ordre de 531,533 ±

149,907, 486,711 ± 86,011 et 345,356 ± 21,530 mg EAG/g d’extrait, respectivement. Ces

résultats révèlent l’effet important du type de solvant sur le taux d’extraction des composés

phénoliques. Cette différence en polyphénols totaux dans les quatre fractions peut être
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expliquée par plusieurs paramètres, tels que la nature des composés phénoliques et leurs degré

de solubilité dans les solvants utilisés (Naczak et Shahidi, 2004).

Comparant aux résultats obtenus par Ben Ammar et ses collaborateurs, (2007), la

teneur en polyphénols de l’extrait acétate d’éthyle est de 250 mg EAG/g d’extrait, qui est

relativement inférieur à celle trouvée dans cette étude. Cette absence de similitude peut être

expliquée tout d’abord par la méthode d’extraction et le solvant utilisés, ainsi l’origine, la

période de la récolte et aux facteurs environnementaux.

III.2.2. Teneur en flavonoïdes

Une couleur jaunâtre est formée dans tous les extraits des feuilles de Rhamnus

alaternus après l’addition de la solution de trichlorure d’aluminium (AlCl3), cette coloration

révèle la présence des flavonoïdes dans les extraits.

Le taux des flavonoïdes des quatre extraits ont été obtenu à partir de la courbe

d’étalonnage réalisé par la quercétine (Annexe II), suite à une équation de type :

y = 0,0541x + 0,00324 avec R2 = 0,983. Les concentrations obtenues sont présentées dans la

(figure 15), elles sont exprimées en mg EQ/g d’extrait sec.

Figure 15: Teneur des extraits de Rhamnus alaternus en flavonoïdes.
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D’après les résultats obtenus, les proportions des flavonoïdes varies d’un extraits à un

autres, la teneur la plus élevée est notée pour l’extrait, acétate éthyle (224,599±15,61 mg

EQ/g d’extrait), suivie de celle d’extrait chloroforme et butanol avec des teneurs

respectivement de l’ordre de 210,64 ± 16,04 et 157,64 ± 28,90 mg EQ/g d’extrait sec. Enfin

l’extrait H2O a donné la plus faible teneur en flavonoïdes qui est de l’ordre 76,33 ± 11,45 mg

EQ/g d’extrait.

Ben Ammar et ces collaborateurs, (2007), ont démontré que l’extrait Acétate

d’éthyle des feuilles de Rhamnus alaternus de Tunisie contient environ 338 ± 34 mg EQ/g

d’extrait. Ce Résultat est inférieur à la teneur obtenue dans le présent travail. Cette différence

peut être due au solvant utilisé, la modification apportée dans le protocole, à la différence des

conditions expérimentales telles que les appareilles utilisés

III.2.3. Dosages des tannins

Les résultats de dosage des tannins hydrolysable obtenus à partir des quatre extraits de

Rhamnus alaternus, exprimés en mg EAT/g d’extrait sec, sont représentés dans la figure 16.

Figure 16: Teneur des feuilles de Rhamnus alaternus en tannins.

La figure ci-dessus montre clairement que extrait chloroforme présente une quantité

plus élevée en tannins (556,97 ± 19,61 mg EAT/g d’extrait), suivi par l’extrait acétate
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d’éthyle (81,21 ± 9,32 mg EAT/g d’extrait). Enfin les deux extraits butanol et H2O avec une

teneur de (18 mg EAT/g d’extrait). Cela peut être expliqué par la polarité des solvants qui

extraient des entités différentes ayant des polarités différentes aussi, ce qui implique la

présence de différentes structures phénoliques dans chaque extraits.

En comparant aux résultats obtenus par Ben Ammar et ses collaborateurs, (2007),

dont le taux en tannins dans l’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Rhamnus alaternus de

Tunisie est de 838 ± 41 mg EAT/g d’extrait). Ce résultat est supérieur à la teneur dans le

présent travail. Cette différence peut être due à la méthode d’extraction, la nature des solvants

utilisés et qu’à l’origine géographique (climat et sol).

III.3. Activité antioxydante et anti-radicalaire

III.3.1. Pouvoir anti-radicalaire

III.3.1.1. Activité scavengings du radical DPPH

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer l’activité anti-radicalaire

des extraits de plante. Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical

DPPH sont présentés dans la figure 17.

Figure 17 : Taux d’inhibition de l’activité scavenging du radical DPPH des quatre extraits en

fonction de la concentration.
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Le premier constat tiré de la figure 17, est que le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH augmente avec l’augmentation de la concentration quelque soit la fraction étudiée.

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de l’activité anti-radicalaire (figure

17), révèlent que tous les extraits testés présentent une importante activité inhibitrice vis-à-vis

le radical DPPH. Les fractions acétate d’éthyle et chloroforme ont présenté l’activité anti-

radicalaire la plus élevée 96,35 ± 0,32% et 96,11 ± 0,46%, suivie par le butanol et H20 avec

91,85 ± 0,57% et 91,19 ± 2,13% respectivement pour une concentration maximale de 100

µg/ml.

L’effet scavengers des extraits vis-à-vis du radical DPPH• est exprimé par la concentration

Inhibitrice de 50 % (IC50) qui correspond à la concentration nécessaire pour inhiber ou

réduire 50% de DPPH•. Une valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante forte

(Molyneux, 2004). Tous les IC50 sont calculés à l’aide du logiciel origine 9.0

Comme le montre le tableau IV, les antioxydants standards, acide gallique (acide

phénolique) et quercétine (flavonoïde) présentent une meilleure efficacité anti-radicalaire que

les extraits de Rhamnus alatenus avec des IC50 de l’ordre 3,612 µg/ml et 5,811µg/ml

respectivement. Parmi les quatre fractions, la fraction acétate d’éthyle est la plus active vis-à-

vis du radical DPPH avec un IC50 de l’ordre de 9,562 µg/ml. Par contre, les trois autres

fractions (H2O, chloroforme et butanol) montrent une faible activité anti-radicalaire avec des

IC50 de l’ordre de 16,38, 19,10, et 20 µg/ml respectivement. L’activité de l’extrait acétate

d’éthyle est inférieure à celle de l’acide gallique et la quercétine (Tableau IV). Tous les

extraits ont un pouvoir anti radicalaire envers le DPPH. Une étude faite par kang et al., 2003

a suggéré que les molécules polaires présentent dans des extraits végétaux contribue à

l’augmentation de l’activité antiradicalire.
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Tableau IV: Valeurs des IC50 obtenues pour les extraits et les standards vis-à-vis du radical

DPPH de feuilles de Rhamnus alaternus.

Afin d’évaluer l’activité anti oxydante par le teste DPPH des quatre extraits de

Rhamnus alaternus, les courbes de régression linéaire (Annexe IV) ont été générés et leurs

relation a été étudié. Les résultats obtenus montrent, pas de corrélation entre leurs efficacité à

piéger le radical DPHH et les taux en Tannins et en flavonoïdes de leurs extraits (R2 = 0,07

et 0,10) , par ailleurs une bonne corrélation entre la teneur en polyphénols et l’activité anti-

radicalaire avec (R2 = 0,86). Cette différence peut être attribué à la présence d’autre composé

non phénoliques qui peuvent contribuer à l’activité antioxydante totale des extraits d’une part

(Goulas et Manganaris, 2012). Et a des réaction de décomposions et d’interaction induisant

un effet po-oxydant (antagoniste) à celui de piégeage des radicaux libres d’autres part

(Popovici et al., 2009).

III.1.2. Activité scavengingrs du radical ABTS

Selon Re et al. (1999), la méthode de piégeage du radical ABTS est une excellente

méthode pour déterminer l’activité antioxydante pour une large diversité des substances,

comme antioxydants donneurs d’hydrogène ou piégeurs de radicaux en phase aqueuse.

L’activité anti-radicalaire est considérée comme étant la capacité des composés testés à

diminuer directement la couleur du radical ABTS. Le contacte avec un donneur d’électron du

radical ABTS.+ conduit à l’ABTS+ et à la décoloration de la solution du bleu foncé en bleu

vert (Lien et al., 1999). Le pourcentage d’inhibition du radical cationique ABTS.+ par les

Extraits et standards IC50 (µg/ml)

Acide gallique 3,512

Quercétine 5,811

Chloroforme 19,101

Acétate éthyle 9,562

Butanol 20,428

H2O 16,387
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extraits des feuilles de Rhamnus alaternus étudié est représenté dans les (figures 18).

Figure 18: Effet scavengers contre le radical ABTS+ des quatre extraits.

D’après les résultats obtenus (figure 18) et (tableau VI et tableau VII), la meilleure

capacité antioxydant est montrée par l’extrait d’acétate d’éthyle avec un IC50 de l’ordre de

4, 34 µg/ml (Equivalent Trolox), suivi de l’extrait butanol avec un IC50 de 13,46 µg/ml

(Equivalent Trolox) et de celui du chloroforme avec 20,90 µg/ml (Equivalent Trolox). Enfin,

l’extrait H20 a donné un IC50 de l’ordre de 35,42 µg/ml (Equivalent Trolox).

Tableau VI : Les concentrations des extraits (µg/ml) des feuilles qui réduit 50% d’ABTS

Extraits Chloroforme Acétate

d’éthyle

Butanol H2O

IC50 (µg/ml) 20,90 4,34 13,46 35,42

Pour pouvoir comparer l’efficacité de nos extraits, avalés par le test ABTS à des

antioxydants naturels, l’efficacité anti-radicalaire (Tableau VII) a été exprimée par la
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capacité antioxydante Equivalent Trolox (TEAC). Plus la valeur de TEAC est élevée, plus

l’antioxydant est puissant (Djeridane et al., 2006).

Tableau VII: Activité scavenging vis-à-vis du radical ABTS des extraits des feuilles de

Rhamnus alaternus

Extraits µmol Equivalent Trolox

chloroforme 0,23

Acétate éthyle 0,60

Butanol 0,28

H2O 0,07

D’après les résultats obtenus, l’extrait H2O a exhibé de meilleur capacité antioxydant

vis-à-vis de radical ABTS+, enregistrant ainsi une valeur TEAC de 0,07µmol Equivalent

Trolox, une valeur inférieur est montrée par l’extrait chloroforme avec une TEAC 0,23 µmol

de Equivalent Trolox, tandis que, la plus faible valeur TEAC est enregistrée par les extraits

butanol et acétate d’éthyle 0,28 et 0,60 µmol Equivalent Trolox respectivement.

En établissant la relation entre les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoïdes et en

tannins et la capacité antioxydante totale des différents extraits, (Annexe IV) nous montre

qu’il n’y a pas de corrélation entre les teneurs en tannins et la capacité antioxydante totale(R2

= 0). Par contre, l’activité réductrice est fortement liée à la teneur en flavonoïdes avec (R2 =

0,68) et en polyphénols avec (R2 = 0,51).

III.3.2. Pouvoir réducteur

III.3.1.1. Réduction de chlorure ferrique

La réduction de fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) est un teste rapide, reproductible, et

facile à exécuter (Lim et al., 2006). Les résultats de l’évaluation de pouvoir réducteur des

extraits de Rhamnus alaternus montre que ces extraits présentent une activité réductrice

proportionnelle à la concentration. Les résultats de l’évaluation de pouvoir réducteur des

extraits sont illustrés dans (figures 19).
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Figure 19: Taux de réduction de fer ferrique par les extraits en fonction de concentration.

D’après les représentations graphiques dessus, l’extrait acétate d’éthyle s’est révélé

comme l’extrait le plus puissant, du fait qu’à une concentration de 12.5 µg/ml, il exhibe une

activité chélatrice de fer de l’ordre de 83,88 ± 0,17. Par contre, concernant les trois autres

extraits, ils exhibent un pouvoir réducteur du fer ferrique similaire à une concentration de

50µg/ml. Cette différence est probablement due à la différence de la teneur en polyphénols

qui se diffère d’un extrait à un autre. Les standards utilisé, acide gallique, quercétine

montrent des pourcentages de 92,14 ± 0,13 et 91,98 ± 0,05 respectivement à une

concentration de 2,5µg/ml. Les valeurs d’IC 50 ont été déterminées pour chaque extrait et les

standards, les résultats obtenus sont illustrées dans le Tableau VIII.
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Tableau VIII: Valeurs d’IC50 obtenus pour les extraits et les standards lors de la réduction

du chlorure ferrique.

Extraits et standards IC50 (µg/ml)

Acide gallique 0,24

Quercétine 0,23

Chloroforme 4,76

Acétate éthyle 1,92

Butanol 4,52

H2O 7,87

La fraction d’acétate d’éthyle des feuilles de Rhamnus alaternus a montré l’IC50 la

plus réduite qui est de l’ordre 1,92 µg/ml, après celle des standards quercétine et acide

gallique (0.23 et 0.24 µg/ml respectivement). Par contre, les trois autres fractions montrent

des valeurs d’IC50 élevées par rapport aux précédentes de l’ordre de 4,52 , 4,76 et 7,87 pour

les extraits de butanol, chloroforme et H2O respectivement.

Nous avons voulu établir une corrélation entre l’efficacité antioxydante et les teneurs

en polyphénols totaux, flavonoïdes et tannins. Les résultats obtenus nous montre la présence

d’une bonne corrélation linéaire entre l’activité réductrice de chlorure ferrique et la teneur en

flavonoïdes et polyphénols à raison de (R2 = 0.81) et de (R2 = 0,57) respectivement Annexe

IV. Pour les tannins, la capacité de ces composés à réduire le chlorure ferrique pas de

corrélation (R2=0).

III.2.2. Réduction de phosphomolybdate d’ammonium

La méthode de phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction de molybdate

MO6+ par les antioxydants des quatre extraits des feuilles de Rhamnus alaternus. Les résultats
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du test (figure 20), montrent qu’il existe une relation proportionnelle entre le pourcentage de

réduction du molybdate et la concentration de l’extrait.

Figure 20: L’évaluation de la réduction du Mo+6 par les quatre extraits.

Les valeurs d’IC50 ont été déterminées pour chaque extrait, les résultats obtenus sont

illustrés dans le tableau IX. Selon les résultats obtenus, les quatre extraits de Rhamnus

alaternus présentent des IC50 différents. L’extrait chloroformique présente l’extrait le plus

actif avec un IC50 de l’ordre 23,1µg/ml, suivi par les extraits H2O et acétate d’éthyle avec

27,19 et 28,96 µg/ml respectivement. Par contre, la fraction butanol a exhibé un IC50

beaucoup plus important qui est de l’ordre de 71,34 par rapport aux autres.
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Tableau IX: Valeurs d’IC50 (µg/ml) pour le test de réduction du phosphomolybdate.

Extraits et standards IC50 (µg/ml)

Acide gallique 8,70

Quercétine 2,17

Chloroforme 23,10

Acétate éthyle 28,96

Butanol 71,34

H2O 27,19

Les IC50 des standards quercétine et l’acide gallique sont largement inférieurs à celles

des extraits de Rhamnus alaternus et qui sont de l’ordre de 2,17 et 8,70 µg/ml respectivement,

ce qui leur confère une activité réductrice très forte par rapport à celle des extraits.

La relation entre la teneur en polyphénols totaux, flavonoïdes, tannins et l’activité

antioxydante de Phosphomolybdate d’ammonium Annexe IV ont montré que y’a pas de

corrélation (R2=0), attestent que le degré de dépendance entre ces composés phénoliques et le

Phosphomolybdate d’ammonium des extraits de Rhamnus alaternus est nul.

IV. Blanchissement de β-carotène 

Dans ce test, l’oxydation de l’acide linoléique génère des radicaux peroxydes, et des

hydroperoxydes diène conjugués (Kaur et Kapoor, 2002). Ces radicaux libres vont par la

suite oxyder le β-carotène hautement insaturé (Figure21) qui perd ses doubles liaisons

entraînant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivi spéctrophotométriquement à

470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres

dérivés de l’acide linoléique, et donc prévenir l’oxydation et le blanchissement du β-carotène 

(Yang et al., 2008).
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Figure 21: Structure chimique de β-carotène (Diallo, 2005).

Le pourcentage d’inhibition de l’activité antioxydante par le système -carotène/ acide

linoléique est proportionnel à la concentration. Tous les extraits de la plante inhibent le

blanchissement du -carotène à différentes valeurs par le piégeage des radicaux libre, le

pourcentage d’inhibition est présenté dans la Figure 22.

D’après les pourcentages d’inhibition, il est évident que tous les extraits et le standard

testés inhibent d’une manière efficace l’antioxydant couplé de l’acide linoléique et du -

carotène, Les deux extraits chloroforme et acétate d’éthyle montrent la plus grande activité

inhibitrice 96,30 ± 3,802 % et 96,05 ± 1,86% à une concentration de 45µg/ml. Par contre, les

deux autres extraits Butanol et H2O ont donné une activité inhibitrice beaucoup moins

importante et qui est de l’ordre 70,12 ± 2,38 et 62,96 ± 5,34 % à une concentration de

90µg/ml.

Figure 22: Pourcentage d’inhibition de blanchissement du ß-carotène par les quatre extraits
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Les valeurs d’IC50 des différents extraits (TableauX) montrent que l’acétate d’éthyle

semble avoir l’effet inhibiteur le plus puissant parmi les quatre extraits, avec un IC50 de

11,43 µg/ml, suivie par le chloroforme (IC50 = 17,35 µg/ml), l’extrait butanol (IC50 = 38,50

µg/ml). Enfin, l’extrait H2O qui a donné un IC50 de l’ordre de 75,67 µg/ml qui est le plus

faible. L’IC50 de l’acide ascorbique est très puissant que les quatre extraits et il est de l’ordre

7,96 ug/ml.

Tableau X: Valeurs d’IC50 pour le test blanchissement de ß-carotène

Extraits et standards IC50 (µg/ml)

Acide ascorbique 7,96

chloroforme 17,35

Acétate éthyle 11,43

Butanol 38,50

H2O 75,65

D’une manière générale, ces résultats sont en accord avec la littérature qui suggère

que l’activité antioxydante des extraits végétaux dépend du type de solvant d’extraction et de

sa polarité, dont la distribution des substances à activités antioxydante ente les différents

extraits dépend de polarité des extraits (Kang et al., 2003).

En établissant la relation entre les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoïdes et en

tannins et la capacité antioxydante totale des différends, Annexe IV montre que y’a pas une

correlation entre les teneurs en tannins, polyphénols et la capacité antioxydante totale (R2 =

0.25) et (R2 = 0,24) respectivement. Par contre, l’activité réductrice est fortement liée à la

teneur en flavonoïdes avec (R2 = 0,99).
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Chaque plante est un réservoir potentiel de métabolites avec des caractéristiques

phytochimiques et pharmacologiques originales. Le choix de la partie à étudier, les méthodes

et les solvants d’extraction représentent les facteurs déterminants de la composition chimique.

Dans ce travail, l’activité antioxydante et anti-radicalaires des extraits des feuilles de

Rhamnus alaternus récolté à Bejaïa a été évalué par l’extraction des composés phénoliques en

suivant un protocole de type liquide-solide et en utilisant quatre solvant de polarité

différentes.

L’évaluation du contenu en polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a

montré que l’extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche avec un taux de 1740.13 ± 115.13 mg

EAG/g d’extrait, et le plus faible est celui de chloroforme avec un taux de 345,35 ± 21,53 mg

EAG/g d’extrait. Le dosage des flavonoïdes par la méthode de réduction de trichlorure

d’aluminium a montré que l’extrait acétate d’éthyle est le plus riche avec 224,59 ± 15,61

EQ/g d’extrait, est celui d’extrait H2O est le plus faible avec un taux de 76,33 ± 11,45 EQ/g

d’extrait, Le dosage des tannins par la méthode de précipitation de BSA dans une solution

tampon par les tannins des extraits à doser, a montré que l’extraits chloroforme est très riche

avec un taux de 556,97 ± 19,61 mg EAT/g d’extrait. Par contre, les extraits Butanol et H2O

ont un taux très faible de l’ordre 18 ± 0 mg EAT/g. L’analyse de ces paramètres démontre que

les feuilles de Rhamnus alaternus sont très riches en polyphénols totaux, en flavonoïdes, et en

tannins.

Les extraits présentent une activité anti-radicalaire très importante contre les radical

DPPH et ABTS, ou c’est l’extrait d’acétate d’éthyle qui a donné la meilleure activité. Le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH par l’extrait d’acétate d’éthyle est de 96,11 % à une

concentration de 30ug/ml avec un IC50 de 9,56 µg/ml. Pour le test contre le radical ABTS, le

pourcentage d’inhibition à une concentration de 30µg/ml est estimé à 95,44 % pour l’acétate

d’éthyle avec un IC50 de l’ordre 4,34 µg/ml.

Pour la réduction de fer ferrique, les résultats montrent que c’est toujours l’extrait

acétate d’éthyle qui est le plus puissant avec un IC50 de l’ordre 1,92 µg/ml. Par contre, le test

de la réduction du phosphomolybdate, c’est l’extrait chloroforme qui as donné la meilleure

activité avec un IC50 le plus bas qui est de l’ordre de 23,10 µg/ml.

Pour le blanchissement de ß-carotène, les deux extraits acétate d’éthyle et chloroforme

montrent la plus grande activité inhibitrice 96,05 ± 1,86% et 96,30 ± 3,802 % à une

concentration de 45µg/ml, avec des IC50 respectif de 11.43 et 17.35 µg/ml.
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A la lumière des résultats obtenus, il ressort que les extraits des feuilles de Rhamnus

alaternus révèlent une bonne activité antioxydante pour les différents tests réalisés (DPPH,

ABTS, Pouvoir réducteur de fer ferrique et de phosphomolybdate d’ammonium et test de

blanchissement ß-carotène), et l’existence d’une bonne corrélation linéaire entre les teneurs en

polyphénol totaux et en flavonoïdes et les différentes activités antioxydant.

Les résultats de la présente étude, ont ainsi permis de conclure et de confirmé que les

feuilles de Rhamnus alaternus constitue une bonne source de composés phénoliques avec une

activité antioxydant importante.

A l’avenir, il serait intéressant de procéder à une identification précise des constituants

de chaque extrait, en utilisant des méthodes d’analyses plus avancées et plus précises RMN et

HPLC. Tester in vivo les composés identifiés. Enfin, utiliser des techniques pour pouvoir

isoler des molécules pures pour pouvoir les étudier.
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Annexes



Annexe I: Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux en utilisant l'acide

gallique
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Annexe II: Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoïdes en utilisant la quercétine



Annexe III: Courbe d'étalonnage pour le dosage des tannins en utilisant l'acide tannique



Annexe IV : Corrélation entre l’IC50 et les taux d’antioxydant (polyphénols, flavoinoides et

tannins)

DPPH

ABTS



Chlorure ferrique

Phosphomolybdate d’ammonium



Blanchissement de ß-carotène



Résumé

Les radicaux libres ont une grande capacité d’endommager presque tous les types de
constituants cellulaires dans l’organisme, ce qui explique leur implication dans l’induction
et/ou l’amplification de plusieurs pathologies. La supplémentation de l’organisme par des
antioxydants exogènes s’avère très utiles pour lutter contre ces espèces nocives.
Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer l’activité antioxydante et anti-radicalaire des
différents extraits qu’ont été évalué in vitro, préparés à partir des feuilles de Rhamnus
alaternus. On a effectué le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux,
flavonoïdes et tannins), pour avoir faire une appréciation quantitatives.
Par la suite, on est passé au pouvoir antioxydant de ces extraits par les tests du DPPH•,
ABTS, chlorure ferrique, de phosphomolybdate et du blanchissement de ß-carotène. Des
résultats obtenus, ils ressortent que ces polyphénols ont une grande capacité de piéger le
radical DPPH• avec des IC50 de 9,562 μg/ml pour l’extrait d’acétate d’éthyle. Cette capacité 
antioxydante est confirmée par les autres.
Mots clés : Rhamnus alaternus, stress oxydatif, composés phénoliques, activité antioxydante.

Abstract

The Free radicals have a great capacity to damage almost all types of cellular
components in the body, which explains their involvement in the induction and/or
amplification of several pathologies. The supplementation of the body by exogenous
antioxidants is very useful to fight against these harmful species.
In this context we have tried to evaluate the antioxidant and anti-radical reaction of different

extracts which were evaluated in vitro, prepared from the leaves of Rhamnus Alaternus. We

performed the dosage of phenolics (total polyphenols, flavonoids and tannins), in order to get

a quantitative assessment.

After that, we have gone through the antioxidant power of these extracts by performing tests

for DPPH • ABTS , ferric chloride, phosphomolybdate and bleaching of beta-carotene. As

results, it has been shown that these polyphenols have a high capacity to trap the DPPH •

radical with IC50 of 9,562 μg/ml for the ethyl acetate extract. This antioxidant capacity is 

confirmed by others.

Key words: Rhamnus alaternus, oxidative stress, phenolics compounds, antioxidant activity

لخصم  

اركتھم في ما یفسر مشذاة في الجسم، وھتقریبا جمیع أنواع المكونات الخلویفسادالحرة لدیھا قدرة كبیرة على االجذور 
ضد  ھو امر مفید جدامكملات الجسم عن طریق مضادات الاكسدة الخارجیةمراض.الامن   العدید او تضخیم\واستقرار

ھذه الامراض الضارة.
التي تم تقییمھا في المختلفةستخلصاتمالمضاد للرادیكالیة النشاط الالمضاد للأكسدة والنشاطھذا السیاق حاولنا تقییم يف

الفینول عدیداتلمركبات الفینولیة (ل لنقاط القوة كمي تقییم. اجرینا من أوراقةعدالمالمخبر،
).التانالفلافونوویدات الكلیة و,الكلیة

ومولیبدات الفوسف,كلورید الحدید,تاختبارا بھذه المستخلصات مضاد لاكسدة الالنشاطاجرینا بعدھاو
ت. النتائج التي ھناك قوة مضادة للأكسدة من ھذه المقتطفات من قبل الاختباراو منھ یستنتج ان.و تبییض البیتاكاروتین

 50IC=9.562          ع        م                   الحرالجذرتبرز ھذه البولیفینول لدیھا قدرة عالیة على اعتراض
. و یؤكد ھذه القدرة من قبل الاخرین.لمستخلص اسیتات دیثیل

.للأكسدةالنشاط المضاد كسدة,  المركبات الفینولیة,الا,مفتاحیة                                    كلمات الال Rhamnus alaternus

ABTS,DPPH

DPPHµg/ml

Rhamnus alaternus




