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Introduction 

Le règne végétal a depuis longtemps été considéré comme une source précieuse de 

produits naturels pour le maintien de la santé humaine. Selon l’organisation mondiale de la 

santé (l’OMS), l’utilisation des produits phytochimiques à des fins pharmaceutiques 

augmente progressivement dans de nombreux pays. En effet, les plantes médicinales sont la 

meilleure source pour obtenir une variété de traitements orchestré par une variété de 

métabolites secondaires considérés comme des substances actives capables de traiter de 

nombreux pathologies (Selvamohan et al., 2012). 

Le stress oxydatif est défini comme un état dans lequel les systèmes producteurs des 

espèces   réactives de l’oxygène (ERO) dépassent le système antioxydants. Un état impliqué 

dans le développement de diverses maladies. En outre, une activité anti-radicalaire et 

neutralisante est apportée par les composés phénoliques en empêchant l’oxydation (Zbadi et 

al., 2018). 

Les globules rouges en raison de leur forte teneur en acides gras insaturés et leur capacité à  

transférer de l’oxygène, sont constamment exposés au stress oxydatif, en l’occurrence, cela 

mène à la production des dommages membranaires (Cyboran-Mikołajczyk et al., 2018). 

Plusieurs études ont prouvé l’efficacité des extraits des plantes et leurs dérivés pour contrer 

les dommages médiés par les ERO chez les érythrocytes ainsi que l’hémolyse induite par un 

milieu hypotonique. Notamment, cette propriété a été attribué a la capacité de la stabilisation 

membranaire des globules rouges par la présence des composés phénolique, en outre, les 

flavonoïdes et les saponines (Johri et al., 2017 ; Bhat et al., 2019). 

Clematis flammula L. appartient à la famille des ranunculaceae et contient un large éventail 

d’environ 355 espèces. Plusieurs composés phénoliques ont été identifiés dans son  genre, 

notamment les saponines, les stéroïdes, les alcaloïdes et les caumarines. Leurs principales 

caractéristiques est d’offrir une variété de propriétés pharmacologiques, notamment 

analgésique, antibactérienne,   anticancéreuse et  anti-inflammatoire (Yous et al., 2018). 

L’objectif de notre approche est d’effectuer une optimisation pour déterminer les 

meilleures conditions d’extraction des composés phénoliques contenus dans les graines de 

Clematis flammula L. afin d’évaluer les activités antioxydants et anti-hémolytique.  



 

 

 

 

 

CHAPITRE I    

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
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1 Les plantes médicinales  

L’histoire des plantes médicinales et aromatiques a toujours été étroitement liée à 

l’évolution des civilisations et a toujours eu une place primordiale en phytothérapie, dans la 

composition des parfums et dans les préparations culinaires (Amarti et al., 2011). 

En l’occurrence, les plantes médicinales sont impliquées dans différents domaines sous 

forme de principes actifs, d’huiles, d’extrais et de composées de nombreux et variables 

principes actifs en fonction des espèces végétales. Consommées sous forme de solutions 

organiques, aqueuses ou sous leurs formes fraîches, elles sont considérées comme étant des 

drogues végétales dont au moins une partie possède des propriétés médicamenteuses (Iserin, 

2001).  

En parallèle, les différents genre de Clematis comme Clematis gouriana Roxb, Clematis 

Tashiroi, Clematis Flammula sont considérés comme des plantes médicinales utilisées en 

médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies (Chawla et al., 2012). 

1.1 Description botanique « Clematis flammula L. » 

Clematis flammula L., également appelée Clématite brûlante, en Arab El Yasmine elbari et 

dans la région de la Kabilie, Azenzou est le nom qui lui est attribué. Est une plante à feuilles 

caduques avec une base ligneuse, de 3 à 5 m de hauteur. Ses feuilles sont composées de 9 à 15 

folioles largement ovales et longues allant de 1,5 à 4 cm. Elle est dotée de très nombreuses 

fleurs blanches à odeur suave, disposées en panicules lâches qui mesurent 3 cm de diamètre, 

et composées de quatre sépales blancs ainsi que de nombreuses étamines blanches de 5 à 10 

mm de long. Sa floraison se déroule de mai à août, suivie par une fructification plumeuse à 

aigrettes (Eichler et al., 2011). (Figure 01). 

 

Figure 01 :  Feuilles et fleurs de Clematis flammula L. (photographies origenales). 
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La systématique de cette plante décrite par (Miikeda et al., 2006) est présentée dans le 

tableau N° I comme suite : 

Tableau N° I : Classification taxonomique de Clematis flammula L. (Miikeda et al., 2006). 

Règne plantes 

Embranchement Spermatophytes  

Sous embranchement Angiospermes 

Classe  Magnoliopsides (dicotylédones)  

Sous classe  Magnolides (polypetales) 

Ordre  Ranunculales 

Famille  Ranunculaces 

Genre  Clematis 

Espèce  Clematis flammula L. 

 

1.1.1 Toxicité et composition chimique 

Le Genre Clematis est doté de nombreux constituants tels que les coumarines, les 

flavonoïdes, les tri-terpènes, les lignanes, les alcaloïdes, les huiles volatiles, les huiles 

essentiels, les stéroïdes, les composés macrocycliques, les polyphénols et les saponines. Ces 

différentes molécules sont utilisées pour soigner plusieurs pathologies. Malgré leur utilisation 

en médecine traditionnelle, ces espèces possèdent d’autres molécules toxiques telles que la 

protoanémonine, l’acide aristolochique, l’anémonine et la clématine qui sont des substances 

chimiques irritantes pour la peau et les muqueuses. Néanmoins, l’effet néfaste de ces 

molécules disparait lorsque cette plante est asséchée (Chawla et al., 2012). 

1.1.2 Utilisation traditionnelle  

Les parties aériennes des différentes espèces de clématites sont particulièrement utilisées 

en Europe et en Asie de l’Est comme antidysentérique, diurétique, antipaludéen, antidote aux 

morsures de serpent, dans le traitement des affections cutanées chronique, goutte, varice, des 

maladies osseuses, cataplasme pour traiter les plaies purulentes, les cloques ainsi que les 

ulcères cutanés. En Chine, elles sont utilisées pour traiter les rhumatismes, en Corée, les 

parties aériennes sont utilisées pour traiter l’asthme, le béribéri et comme anti-inflammatoire. 

En Afrique du Sud, l’infusion d’écorce, de tige et de feuilles est utilisée pour traiter la 

schistosomiase (Chawla et al., 2012). En Algérie, dans la région de Kabylie,  les feuilles de 

Clematis flammmula L. sont utilisées pour traiter l’arthrite, les brulures superficielles et 
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comme insectifuge pour prévenir la détérioration des céréales (Atmani et al., 2011). En 

Tunisie, la partie aérienne est utilisée dans le traitement des maladies de la peau et les 

muqueuses. L’équipe de Saidi et al. (2017) a démontré que malgré sa toxicité, l'anémonéine, 

présente à de très faibles concentrations dans l'huile essentielle des parties aériennes de 

clématite, a l'effet exactement inverse de ce qu'on lui attribue, notamment dans le traitement 

des lésions cutanées (Saidi et al., 2017). 

2 Les composés phénoliques  

2.1 Généralités  
Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, ils 

forment un très vaste ensemble de substances chimiques naturelles. Largement répandus dans 

le règne végétal, ils ont une importance croissante notamment grâce à leurs effets bénéfiques 

sur la santé (Martin et Andrantsitohaina, 2002) (Figure 02). 

 

Figure 02 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andrantsitohaina, 2002). 

Ces composés possédants dans leur structure en commun, au moins un noyau benzénique 

auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles substitués à d’autres 

molécules, fréquemment à des sucres (résidus glycosides) (Lourdes Reis Giada, 2013). Plus 

de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, ils se répartissent des plus simples 

composés, tel que les acides phénoliques aux composés hautement polymérisés tels que les 

tanins (Martin et Andrantsitohaina, 2002). 
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2.2 Biosynthèse des composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés à partir d’hydrates de carbone 

via deux voies : (Martin et Andrantsitohaina, 2002). 

 Celle de l’acide shikimique : responsable de la conversion des glucides phosphates, 

issue de l’oxydation des pentoses phosphates après transamination et / ou 

désamination, en acides cinnamiques et à leurs nombreux dérivés tels que les acides 

benzoïques ou les phénols simples. 

 Celle de l’acétate : qui conduit à des polyacétates de longueurs variables menant par 

cyclisation à des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8 anthraquinones 

ou à des naphtoquinones. 

 La combinaison des deux voies conduit à la formation de composés d’origine mixte, les 

flavonoïdes. 

2.3 Classification 

Les composés phénoliques peuvent être classés de différentes manières pour la raison de 

leur diversité et la présence d’un grand nombre de structures hétérogènes (Lourdes Reis 

Giada, 2013). 

 Acides phénoliques : 

Ils sont synthétisés à partir de l’acide cinnamique et de l’acide benzoïque. Les acides 

phénoliques représentent environ un tiers des composés polyphénoliques de notre 

alimentation et se retrouvent dans toutes les matières végétales, mais ils sont 

particulièrement abondants dans les fruits au goût acide (Pandey et Rizvi, 2009).Ces 

substances se caractérisent par la présence d'un cycle benzénique, d'un groupe 

carboxylique et d'un ou de plusieurs groupes hydroxyles et/ou de méthoxyle dans la 

molécule (LourdesReis Giada, 2013) (Figure 03). 

 

Figure 03 : Structure de base des composantes des acides phénoliques (Pandey et Rizvi, 

2009). 
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 Flavonoïdes : 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du règne 

végétal, ils possèdent un squelette composé de 15 carbones (C6-C3-C6),  dont la 

structure est constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B), d’un hétérocycle 

oxygéné et d’un cycle C. Ils sont responsables des pigmentations jaune, rouge et 

orange des fleurs, des fruits ainsi que des feuilles.Cette catégorie est connue 

principalement pour leur activité antioxydants, neutralisant les radicaux libres et 

limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de pathologies (Ghedira, 

2005).  

Selon l’état d’oxydation du noyau centrale, les flavonoïdes sont répartis en six sous-

groupes : les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les isoflavones, et 

les anthocyanidines (Abbase et al., 2017) (Figure 04). 

 

 

               Figure 04 : Structure de base squelette des flavonoïdes (Ghedira, 2005).  

 Tannins :  

Les tannins sont des composés phénoliques polaires d’origine végétale, à poids 

moléculaire variant entre 500 et 3000 Dalton (Berthod et al., 1999 ; Lourdes Reis 

Giada, 2013). Composants ainsi, soit les esters galloyliques, soit les 

proanthocyanidines oligomères et polymère, lesquels, sont issus de la voie shikimique. 

Les tannins constitués de répétitions variables de (C6-C3-C6) avec une capacité de se 

complexer avec les hydrocarbures et les protéines, ce qui explique leurs propriétés 

tannantes. Selon leurs structures et leurs origines biologiques, les tanins sont classés 

en deux groupes principaux, à savoir les tannins hydrolysables, composés d’acides 

ellagiques et galliques avec noyau de sucre principalement du glucose et les tannins 

condensés sont composés de flavonoïdes sans noyau de sucre  (Das et al., 2020) 

(Figure 05). 
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Figure 05 : Structure des tanins (A) hydrolysables et (B) condensés (Das et al., 2020). 

3 Activités biologiques des extraits de plantes 

3.1 Activité antioxydants  

Certains extraits ont un potentiel d’activité antioxydants liés principalement à la structure 

des composés phénoliques plus précisément à la présence et au nombre de groupements 

hydroxyles ainsi qu’aux effets de conjugaison et de résonance des doubles liaisons. Ces 

composés sont capables de piéger les radicaux libres, soit par transfert d’un atome 

d’hydrogène ou d’un électron (Bendray et al., 2013). 

3.1.1 Radicaux libres  

La production des radicaux libres (RL) dans l’organisme et au sein des différentes cellules 

est continue par de nombreux mécanismes tant exogène que endogène (Beaudeux et al., 

2006). Un RL est une espèce chimique (atome ou molécule), capable d’avoir une existance 

indépendante en contenant un ou plusieurs électrons non appariés sur leurs couches externes, 

ce qui leur confère une très grande instabilité (Halliwell et Whiteman, 2004) (Tableau N° II) 

(Ozcan et Ogun, 2015 ; Krumova et Cosa, 2016). 

Tableau N° II : Les différents effets d’espèces réactives de l’oxygène 

Effets néfastes Effets physiologiques 

- impliqué dans le dommage oxydatif 

cellulaire à l’ADN, aux protéines, aux 

lipides. 
- contribuent à un large éventail de 

pathologies  

- Les cibles atomiques.  
 

- Messagers dans la signalisation 

cellulaire. 

- Régulation de la prolifération, de la 

migration, de la contraction 

cellulaire. 

- Interaction avec des groupes 

fonctionnels spécifiques des protéines 

cibles. 
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 Les radicaux libres endogènes 

Les radicaux libres endogènes peuvent provenir de différents compartiments 

cellulaires. La mitochondrie est la source majeure même en cas d’hypoxie 

mitochondriale (Beaudeux et al., 2006). Ils peuvent aussi être produits par le 

cytochrome P450 (Goeptar et al., 1995), ainsi que par différentes enzymes tels que la 

xanthine oxydase, la NAD(P)H oxydase, les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2), la 

NO synthase, les lipoxygénases (LPO) ou la myéloperoxydase (MPO) (Beaudeux et 

al., 2006). 

 Les radicaux libres exogènes 

Les radicaux libres d’origine extérieur, proviennent essentiellement de la 

consommation d’alcools, de la fumée de tabac, de l’exposition aux rayonnements, des 

rayons X ou Y, des solvants organiques et des pesticides, de la pollution, de la 

contamination par des produits chimiques tel que les xénobiotiques (toxique, 

médicaments), des carences nutritionnelles, de l’amiante, les ultra-sons, des micro-

ondes et des métaux lourds (Favier, 2003 ; Morelle, 2003). 

3.1.2 Espèces réactives de l’oxygène 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) sont des espèces oxydantes incluant à la fois les 

radicaux libres oxygénés et certains dérivés non radicalaires de l’oxygène. Ces derniers sont 

facilement transformables en radicaux dont la toxicité est plus importante (Halliwell et 

Whiteman, 2004). 

 Génération des espèces réactives à l’oxygène  

Les molécules d'oxygène (O2) sont des bi-radicaux. En effet, il possède deux électrons 

simples dans des orbitales différentes. L’oxygène est capable de recycler quatre 

électrons, mais sa capacité oxydative est limitée par d’importantes barrières 

dynamiques (Barouki, 2006 ). Communément, la génération des ERO est une cascade 

de réactions qui commence par la formation de l’anion superoxyde (Ozgan, 2014).   

- Anion superoxyde O2˙ˉ  

 En présence de métaux, rayonnements, d’enzymes oxydase ou complexe de la chaine 

respiratoire, l’O2est capable de capter un électron pour former un radical superoxyde 

O2˙ˉ (Barouki, 2006 ). Or, il est naturellement synthétisé par les macrophages, les 

phagocytes polynucléaires ainsi que par la réduction d’O2 par différents oxydase 

comme NADPH oxydase selon les réactions suivantes (Morelle, 2003 ; Barouki, 

2006 ; Wu et al., 2009). 
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NDPH + 2O2 NADP⁺ + H + 2O˙ˉ 

- Peroxyde d’hydrogène H2O2  

Le peroxyde d’hydrogène H2O2, est produit à partir de l’anion superoxyde par la 

superoxyde dismutase (SOD) via une réaction de dismutation (Barouki, 2006). Cette 

enzyme est également générée par les macrophages comme moyen de défense. Bien 

que le peroxyde ne soit pas un radical libre, il engendre un O2  très réactif, lequel, est 

un radical libre. Cette réaction se fait selon les étapes suivants (Morelle, 2003 ; Wu et 

al., 2009) : 

O₂˙ ˉ + O₂˙ ˉ + 2H⁺ H2O2 + O2 

- Radical hydroxyle OH˙ 

Une molécule hautement réactive c’est le radicale le plus dangereuse, qui puisse être 

générée durant la réaction de Fenton/ Haber-Weiss (WU et al., 2009 ; Ozgan, 2014). 

H2O2 + Fe²⁺ OH˙ + OH ˉ + Fe³⁺ 

O₂˙ ˉ + H2O2 O2+OH ˉ+ OH˙ 

En outre, en l’action de la xanthine-oxydase, laquelle, sous l’influence de certaines 

radiations et des métaux le peroxyde d’hydrogène est cassé en libérant un radical 

hydroxyle et un atome d’hydrogène (Ozgan, 2014). 

- L’oxygène singulet ¹O₂  

Est une forme excitée de l’oxygène moléculaire, non radicalaire, peut être générée en 

présence d’oxygène et les rayonnements UV sous l’influence de ces dernières  l’O₂  

peut être transformé en oxygène singulet ¹O₂  (Barouki, 2006 ; Ozgan, 2014) selon la 

réaction suivante : 

O₂ ¹O₂ 

- Les radicaux alcoxyl (RO) et peroxyle (ROO)  

La présence des métaux de transition et rayons ultra violet provoque une déstruction 

des peroxydes ce qui entraine la formation de ces radicaux selon les réactions 

suivantes (Ozcan, 2014) : 

ROH ROO˙ +H˙ 

ROOH + Fe³+ ROO˙+ Fe³⁺ + H⁺ 

- Radicale peroxynitrite ONOOˉ : 

L’intération de O₂˙ˉ avec un autre radical libre qui est l’oxyde nitrique NO conduit à la 

formation d’un radical toxique le peroxynitrite ONOOˉ (Barouki, 2006).  

O˙ˉ + NO  ONOO˙ˉ(Wu et al., 2009) 

UV 
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3.1.3 Stress oxydatif et ses conséquences 

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la formation excessive (ERO) et la diminution 

des défenses antioxydants de l’organisme (Halliwell et Whiteman, 2004). 

La majorité des maladies causées par le stress oxydatif se développent avec l’âge, créant 

des lésions au niveau des protéines, de l’ADN et des lipides (Favier, 2003).  

 Peroxydation lipidique 

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles de l'attaque par les radicaux hydroxyles 

OH˙, ces radicaux sont capables d'extraire l'hydrogène du carbone situé entre deux 

doubles liaisons pour former des radicaux diènes conjugués puis oxydés en radicaux 

libres pyroxylés qui vont s’associes  avec d’autres acides gras pour forme des 

nouveaux radicaux diènes conjugués qui est sont les hydroperoxydes. Ces 

hydroperoxydes peuvent être  réduits  et neutralisée  par la glutathion peroxydase, ou 

poursuite de l'oxydation et décomposition en aldéhydes acides et alcanes (éthane, 

éthylène, pentane) qui sont éliminés par les poumons. Les radicaux peroxyles peuvent 

libérer une variété d'aldéhydes toxiques, y compris le malondialdéhyde (MDA) ou 

l'hydroxynonénal.  

Cette réaction est très néfaste à l’organisme allant à la formation des LDL oxydés, des 

plaques d’athérosclérose et un chamboulement dans la transduction de signaux 

cellulaires (Favier, 2003) (Figure 06). 

 

Figure 06 : Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et 

nature des produits terminaux formés (Favier, 2003). 
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3.1.4 Systèmes de défenses antioxydants 

Les antioxydants sont une classe de substances ou d’enzymes qui neutralisent les radicaux 

libres et préviennent ainsi l’apparition de maladies associées au stress oxydatif (Kulawik et 

al., 2013). Ils peuvent agir selon les mécanismes suivants : 

- Les antioxydants sont convertis en radicaux libres, lesquels ensuite évoluent en 

produits d'oxydation stables, conduisant à l'épuisement des oxydants (Halliwell, 

1995). 

- les molécules réagissent avec les radicaux peroxy ou alcoxy pour former des produits 

non radicalaires, interrompant ainsi la propagation de la peroxydation (Schafer et 

Buettner, 1999).    

A. Les antioxydants enzymatiques endogènes  

Quatre types d’enzymes antioxydants existent pour éliminer les ERO comme le montre 

la figure 07.  

 Superoxyde dismutase (SOD) : localisée au niveau extracellulaire dans le cytosol ou 

le noyau de tous les types de cellules, ainsi que dans les mitochondries (Wu, 2009). 

Sont des métalloprotéines qui catalysent la dismutation de l’anion superoxyde O2˙ˉ en 

peroxyde d’hydrogène et en oxygène (Matés et al., 1999 ; Morelle, 2003 ). Selon la 

réaction suivante :  

2O˙ˉ + 2 H⁺ →O2 +H2O2 

 La catalase : Retrouvée dans toutes les cellules de l’organisme, la catalase catalyse la 

dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire (Morelle, 

2003 ; Valko et al., 2006). 

2H2O2 → 2H2O + O2 

 La glutathion peroxydase (GPx) : ce type d’enzyme est omniprésent dans le cytosol 

et dans les mitochondries (Wu, 2009). Les GPx interviennent dans un système bi-

enzymatique ou combinée à la glutathion réductase (GR) et utilise le glutathion 

comme donneur d’hydrogène qui se transforme en glutathion oxydé (GSSG) et réduit 

les peroxydes en H2O2 et en ROOH (Morelle, 2003 ; Valko et al., 2006). Selon les 

réactions suivantes : 

2 GSH + H2O2 → GS-SG + 2H2O 

2 GSH + R-OOH → GS-SG + ROH +H2O 

 La glutathion réductase : réduit le glutathion oxydé, oxydant ainsi le NADPH en 

NADPH⁺, et enfin le GSH est régénéré par catalyse au glutathion réductase (GR) 

(Serdar et al., 2006).  
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GS-SG + NADPH + H⁺ → 2 GSH + NADP 

B. Les antioxydants non enzymatiques 

Les plus actifs sont les vitamines (A, C, E), cependant, il existe d’autres molécules très 

utiles en cytoprotection tels que le glutathion et l’ubiquinone, la transferrine, la 

céruloplasmine, l’albumine, les thiols, l’acide α-lipoique, les oligoéléments (sélénium, 

cuivre, zinc, manganèse) ainsi que les polyphénols qui peuvent être classés comme 

scavengers des radicaux libres et chélateurs des métaux de transition (Fr, Cu) (Defraigne 

et Pincemail, 2008). 

 

        Figure 07 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de                   

leurs cofacteurs métalliques (Favier, 2003). 

3.2 Activité anti-hémolytique  

3.2.1 Globules rouges  

Les globules rouges (GR), appelés également érythrocytes aussi les hématies, ils 

représentent un quart des cellules du corps humain avec plus de 2 milliards de nouveaux 

érythrocytes fabriqués chaque jour. Ce sont de petites cellules anucléées avec une forme 

biconcave composées essentiellement d’une membrane plasmique à perméabilité sélective, 

cytoplasme comportant : 95 % d’hémoglobines (Hb), de l’eau, des ions (K⁺ essentiellement), 

des enzymes, et du glucose. Ces cellules mesurant 8µm du diamètre et 2 µm d’épaisseur, avec 

un cycle de vie qui dure 120 jours. Elles apportent d’oxygène aux tissus du corps et exportent 
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le dioxyde du carbone (CO2) des tissus aux pommons (Lévy, 2001 ; Ruggeri et al., 2018 ; 

Yeo et al., 2019). 

 Membrane érythrocytaire  

Le globule rouge caractérisé par une membrane comprenant une double bicouche lipidique, 

stabilisée par du cholestérol, se composant de plusieurs protéines pouvant être : soit 

superficielles et mobiles, soit transmembranaires soit sous membranaires. A l’extérieur, il 

existe une couche supplémentaire riche en mucopolysaccharides définissant les groupes 

sanguins (Lévy, 2001 ; Tortora et al., 2014). 

3.2.2 Hémolyse  

Le processus d’hémolyse est caractérisé par une dégradation accélérée des membranes 

érythrocytaires, libérant ainsi leurs contenus. Dans ce phénomène non seulement 

l’hémoglobine est libérée, mais également d’autre composants du cytoplasme des 

érythrocytes tels que : le lactate déshydrogénase et le potassium. L’hémolyse peut être due 

soit à des raisons physiopathologiques, soit à des causes exogènes au patient (tableau N° III) 

(Marques-Garcia, 2020). 

Tableau N° III : Liste des différentes causes d’hémolyse survenant in vivo et in vitro. 

Causes de l’hémolyse in vivo 

Congénitale Acquis 

Défauts d’hémoglobine Causes à médiation immunitaire 

Défauts de la membrane RBC hypersplénisme 

Métabolisme défectueux des globules rouges Brulures  

Déficit en glucose-6- phosphate 

déshydrogénase 

Infections  

Déficit en pyruvate kinase  Dommages mécaniques en circulation  

Autres déficits en enzymes érythrocytaires Erreurs d’immunophénotypage en transfusion 

sanguine  

 Drogues (pénicillines..) et toxines (plomb...) 

Causes de l’hémolyse in vitro 

 

Dépendant de l’opérateur 

Manipulation du spécimen 

Transport du spécimen  

 

Dépend de l’appareil 

Traitement des échantillons 

Stockage du spécimen 



Chapitre 1                                                      Synthèse bibliographique 

 
14 

 Impacte du déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase sur la membrane 

érythrocytaire (hémolyse) : 

Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est le déficit enzymatique le 

plus répandu. Il est responsable d’un stress oxydatif qui détruit la membrane des érythrocytes 

et provoque une anémie hémolytique (Saoud, 2019). La G6PD occupe une place 

particulièrement importante dans le métabolisme rudimentaire du globule rouge. 

 Elle catalyse la première étape de la voie des pentoses phosphatase qui transforme le 

glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconolactone et réduit le coenzyme, le nicotinamide-

adénine dinucléotide phosphate (NADP), en NADPH (White et al., 2017).  

Ce qui aide à préserver la forme réduite du glutathion (GSH), le GSH agit comme un 

antioxydants et élimine le peroxyde d’hydrogène (H2O2) des cellules pour les protéger contre 

les dommages oxydatifs par conséquent, une carence en G6PD peut entraines une 

accumulation excessive de H2O2 et les dommages oxydatifs qui peuvent conduire à une 

destruction de la membrane cellulaire des globules rouge (Jeon et al., 2021) (Figure 08). 

 

Figure 08 : Voie de la pentose phosphatase dans les globules rouges (Jeon et al., 2021). 

 Maladies liées à l’hémolyse : 

L’hémolyse se représente sous la forme d’une anémie aigue ou chronique on en 

distingue trois types. 

 

 



Chapitre 1                                                      Synthèse bibliographique 

 
15 

1. Anémie hémolytique auto-immune (AIHA) 

Elle se développe grâce aux auto-anticorps anti-globule rouge qui se lient aux globules 

rouge et provoquent une accélération de destruction de ces dernières, Selon les 

caractéristiques d’auto-anticorps AIHA on distingue l’AIHA chaud et l’AIHA froid 

(Yokoyama et al., 2004). 

2. Anémie hémolytique immunitaires médicamenteuse  

C’est une anémie rare qui produit des anticorps induits par des médicaments comme la 

pénicilline, le céfotétan, la ceftriaxone et les anti-inflammatoire non stéroïdiens 

(Philips et al., 2018). 

3. Anémie allo-immun  

On distingue deux situations d’anémie allo-immun : transfusion de composants 

sanguins et maladie hémolytique du nouveau-né, dans les deux cas, les allo-anticorps 

de types igG des globules rouge sont formé après exposition à des antigènes 

érythrocytaire étrangers (Domen, 1998). 

3.2.3 Traitements anti-hémolytique 

A. Anti-hémolytique synthétique   

Les médicaments anti-hémolytique retardent ou inhibent la lyse des globules rouges. 

Plusieurs sont existants, on citera l’acide folique, les suppléments de fer, la vitamine B12 

ainsi que d’autres vitamines, les corticostéroïdes, les stéroïdes, les médicaments 

immunosuppresseurs (Federici et al., 2007 ; Zanella et al., 2014 ; Barcellini et al., 

2015).  

B. Anti-hémolytique d’origine végétale  

L’étude et la recherche de substance anti-hémolytique d’origine végétale est en plein 

essor. En effet, les études menées montrent que les plantes constituent un réservoir de 

substance à potentiel anti hémolytique dont le mécanisme d’action reste à déterminer de 

manière générale. Quelques exemples en sont cités dans le tableau N° Ⅳ. 
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Tableau N° Ⅳ : Quelques exemples de plantes médicinales douées d’activité anti- 

hémolytique 

Matrice végétale Tests utilisés Effets références 

Extrait de 

Feuilles 

Gymnemas 

ylvestre 

 

Hémolyse induit 

par le H2O₂ 

Effet anti-

hémolytique : 

IC50= 29,83g/ml 

 

(James et Alewo, 

2014) 

 

Extrait de Fleurs 

Albutinus indicum 

 

Hémolyse induite 

par NaCl 

Effet anti-

hémolytique : 

70,24% à 1 mg/ml 

d’extrait 

 

(Shobana et 

Vidhya, 2016). 

 

Extrait de feuilles  

Piber betel 

 

Hémolyse induite 

par le H2O₂ 

Effet anti-

hémolytique : 

40,6% pour une 

concentration de 5 

mg/ml. 

 

Chakraborty et 

Shah, 2011). 

 

Extrait de feuilles 

Spilanthes 

paniculata 

 

Hémolyse induit 

par la chaleur 

 

Effet anti-

hémolytique : 

34,21 % à 1 mg/ml 

d’extrait. 

 

(Hossain et al., 

2014) 

 

Extrait de feuilles 

Mucuna pruriens 

 

Hémolyse induit 

par solution 

hypotonique 

 

Effet anti-

hémolytique : 

69,31 % à 80 µg 

/ml d’extrait 

 

(Assumptaanosike 

et Ngozi 

igboegwu, 2019) 

 

Extrait de feuilles  

Arbutus unedo 

 

Hémolyse induit 

par HOCL 

 

Effet –anti-

hémolytique 73,90 

%à 1 mg/ml 

d’extrait 

 

(Moualek et al., 

2016). 

 

 

Extrait de feuilles  

Arbutus unedo 

 

Hémolyse induit 

par une solution 

hypotonique  

 

(Effet anti-

hémolytique 69,% 

à 1,6 mg/ml 

d’extrait 

 

(Moualek et al., 

2016). 
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1 Matériel végétal 

Notre étude a été réalisée sur l’extrait éthanolique des graines d’une plante largement utilisée 

en médicine traditionnelle : Clematis flammula (Figure 09). 

 

Figure 09 : Graines de Clematis flammula L.(photographie origenale). 

2 Méthodes 

2.1 Préparation de l’extrait  

 Récolte :  

La plante a été récoltée en Novembre de l’année 2021 au Nord de Bejaia, et a été 

identifiée dans le département de botanique de l’université de Bejaia. 

 Séchage : 

Les graines ont été séchées dans un endroit aéré et ombragé afin d’éliminer toutes les 

traces d’humidités tout en préservant la composition phénolique. 

 Broyage et tamisage :  

Après séchage et trie, les graines de Clematis flammula L. ont été tamisées dans une 

tamiseuse pour obtenir une poudre de 250 µm de diamètre. 

Ensuite la poudre a été stockée dans des bocaux fermés en verre et conservés au frais 

jusqu’à son utilisation. 

 Optimisation des conditions d’extraction : 

Dans la présente étude, différentes études préliminaires ont été réalisées pour 

déterminer les meilleures conditions d’extraction des composés phénoliques contenus 

dans les graines de Clematis flammula L. par l’utilisation de la macération comme 

méthode d’extraction. 
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 Macération 1 :consiste à mélanger à une température donnée différentes 

masses (50 mg, 75 mg, 100 mg) de poudre dans 4 ml d’éthanol à différentes 

concentration d’éthanol/eau (de 0% à 100%) et laisser agiter le tout pendant 

différentes durées de temps allant d’une demi-heure à 6h, puis, centrifugé 

pendant 5 min à 6000 rpm.  

 Macération finale : consiste à mélanger à une température adéquate,  50 mg 

de quantité de poudre dans 4 ml d’éthanol à une concentration d’éthanol et à 

une durée de temps lesquels ont donné une activité DPPH et un taux de 

polyphénols optimales choisies par le logiciel JMP Pro14. 

 Extraction : 

Après plusieurs essais d’optimisation de l’extraction menés au sein du laboratoire de 

biochimie appliquée, l’étape finale optimale de décoction a été sélectionnée. Une 

quantité de 50 g de poudre a été macérée dans 1600 ml d’éthanol puis mise dans  un 

bain Marie, sous agitation, à une température et pendant une durée adéquate, après le 

mélange a été met dans les éprouvettes, suivi d’une décantation de 18 h à l’obscurité . 

l’évaporation du solvant chargé de polyphénol s’est faite à l’aide d’un rota vapeur à 

pression et l’extrait éthanolique de Clematis flammula L. (EECF) a été conservé dans 

des boites de pétri en verre ombré à moins 20 C° afin de préserver ses principes actifs. 

Le taux d’extraction a été calculé suivant la formule suivante : 

[Rendement (%) = (poids de l’extrait sec/ poids de la matière 

première végétale) × 100] 

2.2 Dosage des polyphénols totaux 

 Principe  

Le principe de la méthode de Folin-Ciocalteau est basé sur la quantification de la 

concentration totale de groupements hydroxyles présents dans l’extrait 

polyphénolique, ce qui provoque une oxydation des composées phénolique, donnant 

un complexe de couleur bleu (Ali-Rachedi, 2018).  

 Procédure expérimentale 

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode décrite par Singleton et 

Ross, (1965) avec quelques modifications (Figure 10).  
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Figure 10 : Schéma représentant les différentes étapes de dosage des polyphénols totaux 

2.3 Evaluation de l’activité antioxydants « Test DPPH » 

 Principe 

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

violette foncée (forme oxydante) qui se transforme en coloration jaunâtre (forme 

réduite) (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine en présence d’antioxydants dans les 

différentes concentrations de l’extrait des graines de C.F dont l’intensité de la couleur 

est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu. 

Cette décoloration a été mesurée par spectrophotométrie à 517 nm (Molyneux, 2003) : 

DPPH˙ + (AH) n → DPPH-H + (A ֗) n. 

Ou (AH) n représente un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH 

pour le transformer en molécule DPPH- H (Brand-Williams et al., 1995) (Figure 11).   

     

 

 

Figure 11 : Réaction d’un antioxydants avec le radical DPPH (Talbi etal., 2015). 
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 Procédure expérimentale  

La mesure de l’activité anti radicalaire DPPH a été effectuée selon le protocole 

expérimental décrit par Molyneux, (2003) avec quelques modifications (Figure 12). 

 

 

Figure 12 : Schéma représentant le protocole de mesure de l’activité anti-radicalaire DPPH. 

L’activité anti radicalaire de chaque extrait a été estimé en pourcentage d’inhibition 

selon la formule suivant : 

I% = [(AC-AE) / AC]  ×100 

AC : absorbance de contrôle (solution de DPPH) 

AE : absorbance de l’échantillon  

2.4 Evaluation de l’activité anti-hémolytique  

L’évaluation de l’activité anti-hémolytique a été réalisée selon la méthode décrite par 

Tanaka et al. (1973) avec quelques modifications.  

2.4.1 Préparation de la solution d’hématies  

Le sang utilisé a été prélevé sur tube hépariné à partir de cinq donneurs sains différents, 

puis centrifugé à 3000 rpm pendant 15 min pour éliminer le surnagent. Le culot a été récupéré 

et lavé trois fois avec une solution PBS iso-saline formée de tampon phosphate de potassium 

(pH=7,4) et de NaCl (0,9%). Chaque lavage consiste en une suspension des cellules dans du 

PBS Iso-salin et une centrifugation à 3000 rpm/15min. Après la dernière centrifugation, le 
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culot est resuspendu à nouveau dans une solution du PBS iso-salin à raison de faire la dilution 

(1/9).Puis, mis au frais jusqu’au moment de  leur utilisation.  

2.4.2 Préparation de l’extrait  

Une quantité de l’extrait a été dissoute dans une solution hypotonique à (pH 7,4), puis mise 

au sonicateur et vortexée pendant quelque minutes, puis une dilution a été réalisée pour avoir 

différentes concentration de l’extrait. 

2.4.3 Protocole expérimentale de l’évaluation de l’activité anti-hémolytique 

On a distribué 0,125 ml de sang isotonique dilué dans chaque un des tubes puis on a ajouté 

1,25 ml d’extrait hypotonique dilue au tube 1, cinq répétition a été faite pour les quatre 

concentrations de chaque groupe sanguin, au tube 2 on a ajouté 1,25 ml d’acide ascorbique 

(cinq répétitions pour concentration 0,5 et cinq d’autre pur concentration 0,25), pour les 

témoins positive on a ajouté 1,25 ml solution hypotonique une hémolyse va se produit alors 

les témoins négatives on a ajouté 1,25 ml solution isotonique, puis on mettre le tous dans 

étuve à 37 C° pendant 10 minutes et la lecture de l’absorbance est mesuré à 540 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre VIS-723 G. (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Protocole expérimental de l’évaluation de l’activité anti-hémolytique. 
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3 Etude statistique  

Le logiciel JMP Pro14 a été utilisé pour la partie optimisation de l’extraction des 

polyphénols. Les résultats in vitro ont été exprimés en moyenne ± écart type (SD) pour le 

DPPH et pour les phénols totaux. Les tests anti hémolytiques in ex vivo ont été obtenus avec 

cinq répétitions. L’analyse de variance (modèle one-way ANOVA) a été réalisée en 

combinaison avec le test de Dunnett pour plusieurs comparaisons en utilisant le logiciel 

Graph Pad Prism5.03 (États-Unis). Les différences avec les témoins ont été prises en compte 

significatif à *p < 0,05. 
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1 Taux d’extraction des extraits bruts  

Le séchage des graines de Clematis flammula L., à une température ambiante, dans un 

endroit aéré et ombragé a pour but d’éliminer toutes les traces d’eau afin d’éviter la 

détérioration des composés phénoliques (Macheix et al., 2004). 

Le protocole de l’extraction par macération des graines de Clematis flammula L. (CF) dans 

l’éthanol a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute avec un aspect pâteux, de couleur 

marron brique brillante et une forte odeur. 

L’étape important du présent travail a consisté en l’extraction des principes actifs de (CF), 

afin d’obtenir un extrait contenant un maximum de composés phénoliques ; pour cette raison 

une optimisation des conditions d’extraction a été adoptée. En effet, il a été noté que 

l’utilisation de l’éthanol comme agent extracteur avait été un solvant adéquat pour l’obtention 

d’une quantité considérable de composés polyphénoliques, car, il avait la capacité de 

solubiliser les composés phénoliques, moyennement polaires (Cowan, 1999). 

D’après les résultats obtenus nous notons que le taux d’extraction des polyphénols totaux 

est égal à 0,08 ± 0,007 mg EAG/g de poudre végétal, cette valeur est différente de celle 

obtenue par Atmani et al. (2009) 19,65± 3,61mg EQ catechin/g extrait ainsi que par Atmani 

et al. (2011) 80,14 ± 20 mg catechin équivalent/ g extrait, sachant que le même solvant 

d’extraction qui est l’éthanol a été utilisé. En effet, ce type de solvant conduit à la création 

d’une moyenne modérément polaire qui assure à la fois l’extraction des composés 

phénoliques et la préservation de leur activité antioxydants. 

L’étude par Ourabah et al. (2020) avait apporté un taux en polyphénols totaux supérieur à 

nos résultats (26,65± 0,43 mg acide gallique équivalent / g de poudre végétale). D’une autre 

part des études de Yous et al. (2018) sur la même plante ont démontré que la teneur en 

polyphénols totaux était largement supérieure à nos résultats avec une moyenne (271,11 ± 

0,74 ug acide gallique équivalent/mg extrait sec), sachant qu’ils avaient utilisé la même 

méthode que Atmani et al. (2009) ; Atmani et al. (2011) Avec le même solvant qui était 

l’éthanol à 96%. Cette différence est probablement lie à la méthode d’extraction et au fait 

qu’ils avaient utilisé les feuilles de Clematis flammula L. comme source de polyphénols, ce 

qui explique que les graines de cette plante ont une teneur assez faible en polyphénols ce qui 

n’exclut pas le fait que ces dernier n’aient pas une bonne activité biologique, de ce fait, la 

qualité de leurs composants soit de meilleure qualité. 



Chapitre III                                                      Résultats et discussions  

 
24 

En effet la teneur en composés phénoliques d’une plante dépend d’un certain nombre de 

facteurs intrinsèques (génétiques) et les facteurs extrinsèques (facteurs géographiques, 

conditions climatiques, la période de récolte ainsi que la durée, les conditions de stockage et 

la maturité de la plante) (Falleh et al., 2008 ;Cheurfa et Allem, 2016 ),mais également les 

changements saisonnières ainsi que la méthode d’extraction par le solvant (Yous et al., 2018).  

Les produits chimiques d’origine végétale sont principalement divisés en trois groupes : les 

terpènes, les alcaloïdes et les composés phénoliques. Ces derniers sont les plus étudiés, ils 

comprennent les acides phénoliques (acides hydroxybenzoïques et acides 

hydroxycinnamiques), les tannins (hydrolysables et condensées) les flavonoïdes, coumarines 

et les stilbènes. Ces éléments qui protègent les plantes, les fruits et les légumes des 

dommages, des oxydatifs, des infections, des blessures et des rayonnements UV, des insectes 

et dans la réponse cellulaire au stress. Notamment, participent à la résistance mécanique des 

parois cellulaires et contribuent à la formation de la couleur, la saveur et l'odeur des 

différentes parties de la plante. En l’occurrence, ces composés ont été utilisés comme des 

molécules thérapeutiques et plus précisément comme agents antioxydants et anti-

inflammatoires par l’homme (Naczk et Shahidi, 2004). 

Des recherches approfondies sur la composition chimique de la clématite ont révélé une riche 

composition polyphénolique aux nombreux effets biologiques et thérapeutiques. Ces 

molécules constituent les principales classes de composés chimiques du genre Clematis. 

Parmi ces composés on retrouve les saponines triterpéniques, les alcaloïdes, les flavonoïdes, 

les lignanes, les stéroïdes, les coumarines, les composés macrocycliques, les glycosides 

phénoliques, l'anémonine et les huiles essentielles (Chawla et al., 2012). 

En l’occurrence, l’étude réalisée sur l’espèce Clematis gouriana Roxba démontré que 

l’extrait éthanolique de cette espèce contenait une large gamme de polyphénols dont les 

alcaloïdes, les phénols, les tannins, les saponines, les flavonoïdes, les coumarines glycoside, 

les stéroïdes, les huiles fixes (Anusha et Suja, 2019). Une étude supplémentaire  réalisée sur 

Clematis flammula L. à révélé que l’extrait de fleur de cette espèce  contenait deux 

flavonoïdes glucosides type 1 et 2, et que l’extrait de feuilles de cette plante contenait des 

trisaccharides (Saidi et al., 2019).  

L’étude réalisée sur Clematis Tashiroi a démontré que l’extrait éthanolique de cette espèce 

contenait une variété de polyphénols, y compris l’acide ferrulique, l’acide coumarique et 

l’acide caféique (Zhang et al., 2015). Ces travaux ultérieurs ont sollicité notre curiosité sur la 

richesse  
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phytochimique des graines de CF et sur les éventuelles activités biologiques qui peuvent leurs 

êtres attribués.  

2 Activité antioxydants « Test DPPH » 

Il existe de nombreux tests pour évaluer l’activité antioxydants d’un extrait d’une plante 

donnée, ces tests sont différents les uns des autre  sur le plan de leurs principes d'analyse et 

des conditions expérimentales. 

Dans le présent travail, le test DPPH a été utilisé, l’une des méthodes les plus largement 

utilisées comme model pour déterminer l’effet scavenger de multiples produits naturels tels 

que les composés phénoliques. Son principe est basé sur le don d’électrons des antioxydants 

afin de neutraliser le radical DPPH. La réaction s’accompagne d’un changement de la couleur 

du mauve vers la couleur jaune et la densité de la couleur est proportionnelle à la capacité des 

antioxydants présents dans le milieu à donner des protons. Dans cette étude, l’activité 

antioxydants des extraits éthanoliques de CF vis-à-vis du radical DPPH a été évaluée en 

suivant sa réduction par spectrophotométrie à 517 nm (Munteanu et al., 2021). 

A partir des résultats que nous avons obtenu, nous avons constaté que l’extrait de graines 

de Clematis flammula (CFG) avait une forte capacité de piégeage du  radical libre DPPH avec 

un pourcentage d’inhibition égal à 61,44 % ce qui explique que notre extrait possède une 

activité antioxydants assez forte que celle obtenue par l’étude de Atmani et al., (2009) sur la 

même plante avec un pourcentage égale à 23% mais sur une autre partie de la plante.  

Autre investigation réalisée sur l’espèce Clematis gouriana par Anusha et al. (2019) ont 

démontré que le pourcentage d’inhibition DPPH est faiblement inférieur à nos résultats avec 

un pourcentage égal à 51,63%. Ces grandes différences est probablement due à la partie visée 

du végétale ou bien aux concentrations de l’extrait éthanolique dans la solution réactionnelle 

du DPPH. 

De nombreuses études ont démontré que l’activité antioxydants de CFG était due à la 

présence des composés phénoliques. En effet, ces composés agissent comme des agents 

réducteurs et antioxydants grâce à leurs fonctions de donneurs d’hydrogène de leurs groupes 

hydroxyles et par conséquent, ces polyphénols pourraient potentiellement être responsable de 

l’activité antioxydants observée dans notre étude. 

La différence de pourcentage d’inhibition du test  DPPH dépend d’un certain nombre de 

facteurs, notamment leurs caractéristiques structurelles, leurs concentrations au site de la 

réaction ainsi que de la nature du substrat oxydable (Losada-Barreiro et al., 2017). 
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Eventuellement, provoqué par la nature des composés présents dans chaque extrait, par 

exemple, les flavonoïdes glucoside 1 et 2 et les  dérivé p-coumaroyl qui sont présents dans le 

Clematis flammula L. possédant une bonne activité antioxydants grâce à leur capacité de 

transfert d’électrons ou à la présence les hydroxyles C- 4 et C-6, principalement impliqués 

dans les réactions de transfert d’atomes hydrogène vers les radicaux DPPH et ABTS, mais le 

flavonoïde de glucoside 1 contient le fragment P-coumaroyl lorsque il va se lier au groupe 

glucoside d’apigénine  sur le carbone C-6 montre une activité antioxydants plus élevée par 

rapport au flavonoïdes 2 ou le coumaroyl attaché au glucoside d'apigénine sur le carbone C- 4.  

Egalement, la position du fragment P-coumaroyl dans les flavonoïdes glucoside 1 améliorerait 

la capacité de piégeage des radicaux DPPH par rapport au flavonoïde glucoside 2 (Saidi et 

al., 2019). 

Les antioxydants sont des enzymes ou des substances chimiques qui neutralisent les 

radicaux libres et préviennent ainsi l’apparition des maladies associées au stress oxydative. En 

l’occurrence, pouvant protéger contre l’oxydation par divers mécanismes enzymatiques et non 

enzymatiques. Notamment, des mécanismes de piégeage des radicaux où les polyphénols 

réagissent avec la  membrane plasmique au contact des composés non polaires présents dans 

la couche membranaire interne hydrophobe en empêchent l’accès des oxydants et en 

protégeant la structure et la fonction de la membrane (Hussain et al.,2016). 

3 Activité anti-hémolytique de l’extrait clematis flammula L. 

3.1 Activité anti-hémolyse hypotonique 

Un milieu hypotonique est un milieu ayant une concentration en solutés inférieure à celle 

du cytoplasme, ce qui suggère que la pression osmotique est plus faible que celle 

intracellulaire, ce déséquilibre conduit à l’entrée de l’eau vers l’intérieur de la cellule à travers 

la membrane. 

De ce fait, une diffusion massive d’eau dans les globules rouges conduit au gonflement des 

hématies puis, à leur éclatement et donc la libération de son contenu cytoplasmique 

notamment l’hémoglobine. 

L’influence de l’extrait de CFG sur l’hémolyse induite par l’hypotonicité en fonction des 

concentrations croissantes en extrait sont représentés dans la Figure 14. 
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Figure 14 : Histogrammes montrant le pourcentage d’inhibition de l’extrait de CFG sur 

l’hémolyse en fonction de la concentration croissante de l’extrait de CFG. 

D’après l’histogramme précédent, nous remarquons que le pourcentage d’inhibition de 

l’extrait de graines de CF est très hautement significatif pour des concentrations égales à 40, 

20, 10, 5 mg/ml de l’extrait de CFG par rapport au contrôle qui représente 91 % d’inhibition  

de l’hémolyse.  

L’étude réalisée par Assumpta Anosike et al. (2019) sur le pourcentage d’inhibition de 

l’extrait de Mucuna pruriens sur l’hémolyse dévoile une hausse dans le pourcentage 

d’inhibition par l’augmentation de la concentration de l’extrait dont le pourcentage maximale   

enregistré était  égale à 69,31 %. 

D’après les résultats obtenus dans la présente étude, nous pousse à suggérer que l’évolution 

de l’activité anti-hémolytique a été proportionnelle à la concentration de l’extrait, en 

l’occurrence, plus la concentration de l’extrait augmente plus le pourcentage d’inhibition de 

l’extrait de CFG sur l’hémolyse augment et que plus la concentration de l’extrait diminue plus 

le taux d’hémolyse augmente. 

Une étude sur hémolyse oxydative des érythrocytes induits par diverses vitamines ont 

démontré que l’acide ascorbique (vitamine C) était l’agent hémolytique le plus puissant par 

rapport à d’autres vitamines et que le degré d’hémolyse augmente avec le temps ainsi qu’à 

l’augmentation des concentrations de l’acide ascorbique. Cette observation a bien été 

retrouvée dans nos résultats. Ce type d’hémolyse est dû à l’interaction de l’acide ascorbique 

avec les hématies provoquant une peroxydation lipidique au niveau de la membrane 
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(oxydation de    Fe ⁺2  en Fe ⁺3). Néanmoins, ce qui provoque l’hémolyse des érythrocytes est 

la forte concentration en acide ascorbique, toutefois, à de faibles concentrations il agit comme 

un antioxydants (Ibrahim et al., 2006). 

En effet l’acide ascorbique est un antioxydants utilisé pour gérer l’hémolyse associée aux 

dommages oxydatifs chez les personnes présentant un déficit en glucose-6-phosphate 

déshydrogénase (G6PD) mais il peut provoquer un stress oxydatif et une hémolyse lorsqu’il 

est utilisé à de fortes concentrations. En effets, cet évènement conduit la conversion de l’acide 

ascorbique dans les tissus en sa forme oxydée ; l’acide déhydroascorbique, ce qui entraine la 

diminution des réserves de glutathion intra érythrocytaires. Par contre, en déficit de glucose-

6-phosphate déshydrogénase, ces réserves de glutathion ne sont pas reconstituées ce qui 

conduit à des dommages oxydatifs et donc à l’hémolyse qui en résulte (Juneja et al., 2022). 

Une étude sur l’hémolyse induite par l’hémine, un agent hémolytique potentiel, avec une 

hémolyse de 27 %  induite par 50 µM d’hémine et l’ajoute de 0,2 mM d’acide ascorbique aux 

érythrocytaire provoque une hémolyse de 60 %. Ce qui prouve que l’acide ascorbique seul n’a 

pas provoqué d’hémolyse ce qui explique que l’acide ascorbique est capable stimuler la 

peroxydation lipidique érythrocytes en présence d’hémine. Mais peut fonctionner comme un 

prooxydants ou antioxydants dans l’hémolyse à médiation de l’hémine ou solution 

hypotonique, selon que glutathion  (GSH) soit disponible ou non  (Li et al., 2006). 

La stabilité membranaire est un processus de maintien de l’intégrité des membranes 

érythrocytaires contre la lyse osmotique induite par une solution hypotonique. Des études ont 

démontré que la peroxydation des lipides par les peroxydes entraine une oxydation des 

groupes SH membranaires et donc il y’aura la perte de la stabilité membranaire ce qui réduite 

la capacité des globules rouges à résister au stress mécanique et osmotique. Dans la présente 

étude, l’effet de stabilisation membranaire de différente concentration de l’extrait de CFG sur 

les différents groupes sanguines due à la présence de flavonoïdes et les saponines qui exercent 

un effet profond sur la membrane tandis que les tanins et saponines possèdent la capacité de 

se lier aux cations, stabilisant ainsi les membranes érythrocytaires et d’autres macromolécules 

biologiques. Le mode d’action des extraits avec des potentiels de stabilisation membranaire 

pourrait être attribué à leur liaison aux membranes érythrocytaires avec altération subséquente 

des charges de surface des cellules ce qui conduit à empêcher une interaction physique avec 

des agents agrégeants ou favoriser la dispersion par répulsion mutuelle de charges similaires 

qui sont impliquées dans l’hémolyse des globules rouges (Asgary et al., 2005 ; Assumpta 

Anosike et al., 2019).  
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D’autres études ont montré qu’en présence des flavonoïdes notamment,  le 3-

hydroxyflavone (3-HF) et de la fisétine, la membrane érythrocytaire devient plus ordonnée ce 

qui peut rationaliser leurs activités anti-hémolytique (Chaudhuri et al., 2007). 

D’une part une étude sur Arbutus unedo a prouvé que l’extrait de cette plante contenait une 

activité anti-inflammatoire qui montrait un bon effet anti-hémolytique des RBC contre 

l’hémolyse induit par la solution hypotonique. Cet effet protecteur a été expliqué par la 

capacité de l’extrait à modifier l’afflux du calcium dans les membranes. De ce fait, l’effet 

anti-inflammatoire est expliqué par le fait que ces membranes ressemblent à la membrane 

lysosomale et donc aide à l’inhibition de la libération de la teneur lysosomale sur le site de 

l’inflammation par l’extrait (Moualek et al., 2016). 
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Conclusion 

La présente étude avait pour objectif d’optimiser l’extraction des composés de la poudre des 

graines de Clematis flammula L. par l’utilisation de la macération comme méthode d’extraction 

et d’effectuer une lecture critique et une synthèse bibliographique des études portant sur le 

potentiel de l’extrait de la plante sur le  test DPPH et anti-hémolytique tout en exposant un 

protocole expérimentale dans ce sens. 

Dans un premier temps, le plan centré a permis d’identifier les meilleurs paramètres 

d’extraction par macération : éthanol à des concentrations croissantes à un volume de 4 ml et à 

des températures adéquates sous agitation, pendant divers temps d’extraction. 

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique au réactif de 

Folin-Ciocalteau et l’activité antioxydants, évaluée par DPPH, basé sur la réduction du radical 

libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, les résultats obtenus pour montrent que l’extrait éthanolique 

optimisé affiche une teneur en polyphénols égale à 0,08 ± 0,007 mg AG Eq/g ayant un 

pourcentage d’inhibition égale à 61,44 ± 0,44 %. 

En ce qui concerne l’activité anti-hémolytique, les résultats montrent que l’extrait à 

concentration élevée possède un important effet protecteur induit par un stress hypotonique 

exprimé par un pourcentage d’inhibition avoisinant les 80%. 

Comme perspectives, des recherches sur l’effet anti-hémolytique induit par le H2O2 et une 

mesure des MDA seraient nécessaires  pour confirmer l’activité antioxydants de l’extrait de CFG  

additionnée d’une évaluation de ses activités sur la toxicité in vivo.  
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 Annexes  

Annexe N° 01 

 

Figure 1 : courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des phénols totaux 

 

Annexe N° 02 

Matériel de laboratoire 

 Réactifs  

Eau distillée, Réactif de Folin, bicarbonate sodium, solution de DPPH, solution de 

quércitine, solution acide gallique, solution hypotonique (50 mM), solution isotonique 

(154 mM), éthanol (différentes concentrations), tampon de phosphate (10 mM), acide 

ascorbique. 

 Appareillages    

Broyeur électrique (Brandmann), tamiseuse (Retscch), balance de précision (Radwag), 

centrifugeuse (Sigma 1-6), bain Marie (Raypa), vortex (VELP Z×3), 

spectrophotométrie (UV-9200), PH-mètre (Hanna PH 211), appareil photo (Samsung 

Galaxy 16 MP), étuve (Binder), rota vapeur (RVO 400 SD). 
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Résumé 

Clematis flammula L. est une plante appartenant à la famille des Ranunculaceae, largement utilisée en 

médecine traditionnelle pour traiter l’arthrite rhumatoïde, les brûlures et les plaies superficielles. Le 

but la présente étude est d’optimiser l’extraction afin de déterminer la teneur de son extrait éthanolique 

(EE) en composés phénoliques, ainsi que d’évaluer ses activités antioxydants et anti-hémolytique. La 

teneur en polyphénols totaux (TPT) a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’activité 

antioxydants a été réalisée par le test de DPPH. L’activité anti-hémolytique sur milieu hypotonique, a 

été évaluée sur cinq sangs d’individus humains. Les résultats obtenus ont montré que l’extrait de 

Clematis flammula L. contenait un taux en polyphénols totaux égale à 0,08± 0,007 mg AG Eq/g 

d’extrait sec. Dans le test DPPH, les extraits étudiés ont exhibé une importante activité anti-radicalaire 

avec un pourcentage d’inhibition égale à 61± 0,4 %. En ce qui concerne l’activité anti-hémolytique, le 

pourcentage d’inhibition de l’hémolyse induite par le NaCl est enregistré dans l’extrait a une 

concentration 40, 20, 10 et 5 mg/ml CFG avec un pourcentage d’inhibition égale à 80, 79, 69 et 20% 

respectivement. 

Mots clés : Clematis flammula L., polyphénols totaux, activité antioxydants, activité anti-hémolytique. 

Abstract: 

Clematis flammula L. is a plant belonging to the Ranunculaceae family, widely used in traditional 

medicine to treat rheumatoid arthritis, burns and superficial wounds. The purpose of this study is to 

optimize the extraction in order to determine the content of its ethanolic extract (EE) in phenolic 

compounds, as well as to evaluate its antioxidant and anti-hemolytic activities. The content of total 

polyphenols (TPT) was determined by the Folin-Ciocalteu method. The antioxidant activity was 

carried out by the DPPH test. The anti-hemolytic activity on hypotonic medium was evaluated on five 

blood samples from human individuals. The results obtained showed that the extract of Clematis 

flammula L. contained a level of total polyphenols equal to 0,08 ± 0,007 mg FA Eq/g of dry extract. In 

the DPPH test, the extracts studied exhibited significant anti-free radical activity with a percentage 

inhibition equal to 61 ± 0,4%. Regarding the anti-hemolytic activity, the percentage inhibition of 

NaCl-induced hemolysis is recorded in the extract at a concentration of 40, 20, 10 and 5 mg/ml CFG 

with a percentage inhibition equal to 80, 79, 69 and 20% respectively. 

 

Key words: Clematis flammula L., total polyphenols, antioxidant activity, anti-hemolytic activity. 

 

 ملخص

الحروق  اتويدي،الرومهاب المفاصل عائلات الحدان يستخدم على نطاق واسع في الطب التقليدي لعلاج التالياسمين البري هو نبات من 

ت الفينولية. نولي في المركباالدراسة هو تحسين الاستخراج من أجل تحديد محتوى المستخلص الإثا هذالهدف من ه .السطحية حوالجرو

 nilof اشفك( بواسطة TPT) م تقدير محتوى البوليفينول الكليت .للانحلالوالمضادة مضادة للأكسدة انشطته ال لتقييموكذلك 

loilaloicاختبارشاط المضاد للأكسدة بواسطة اء النإجر . تمDPPH على  ،رالتوت ناقص. ثم تقييم النشاط المضاد للانحلال في وسط

 ية تساويالمركبات الفينول خمس عينات دم من أفراد البشر. أظهرت النتائج أن مستخلص الياسمين البري يحتوي على كمية من

دا أظهرت المستخلصات المدروسة نشاطا مضا ،DPPHمن المادة الجافة. في اختبارg/مع المكافئ لحمض القاليك 007,0±80,0

خلصاتنا مما يثبت وجود علاقة ارتباط جيدة بين محتوى المركبات الفينولية في مست .4,16±44,0دور الحرة مع نسبة تثبيط تساوي للج

 5و 60, 00, 40كيز يتعلق بالنشاط المضاد لانحلال الدم الناجم عن كلور الصوديوم في المستخلص بتر اللأكسدة. فيم وللنشاط المضاد

.                                                                            توالي.العلى  % 00و %17, %77, %80مغ/مل بنسبة مئوية تساوي        

   الكلمات المفتاحية : .البري لانحلال، الياسميننشاط مضاد  للأكسدة،نشاط مضاد  لكلي، البوليفينول 
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