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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contrble plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les
chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaines telle que le vieillissement, le
cancer, 1’athérosclérose, les accidents cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives
(Favier, 2003).Le stress oxydant est au centre de ces nombreuses pathologies par
I’intermédiaire de la dénaturation de nos protéines, lipides, sucres et méme de notre ADN.

I’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques antioxydantes demeure une tache trés
intéressante et utile (Da Silva, 2004) , en particulier pour les plantes qui représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique.

La structure chimique de ces substances leur confere une capacité tres développée a se
fixer sur toutes sortes de molécules, essentiellement les protéines, a inhiber le processus
oxydatif (Cowan, 1999).

Rhamnus alaternus et Malva sylvestris, sont des plantes les plus utilisées en
phytothérapie dans les pays de bassin méditerrané. En Algérie ces plantes sont utilisés en
générales pour le traitement des complications hépatiques et comme puissant antioxydants
(Berroukche, 2015 ; Hussain , 2014).

L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de nos plantes en polyphénols et
de déterminer leur activité antioxydante.

Pour cela notre étude englobe deux parties, dont :

e La premiere est une synthese bibliographique de quelques rappels sur les radicaux
libres, stress oxydatif, les antioxydants et les plantes étudiées.

e La deuxieme partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui porte sur 1’extraction,
dosage des composés phenoliques (polyphénols totaux, et flavonoides) de la partie
aerienne de R.alaternus L et M.sylvestris L, et a 1’évaluation de leur activité

antioxydante in vitro vis-a-vis du radical liore DPPH, ABTS " et le fer ferrique.
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CHAPITRE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. RADICAUX LIBRES
I.1.1.DEFINITION

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) qui possede un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur orbital externe (Valko et al ., 2007). Cet état lui
confére une instabilité énergétique et cinétique qui le rend généralement capable de réagir

avec d’autres molécules chimiques environnantes (Afonso et al ., 2007).
1.1.2.LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE
1.1.2.1.DEFINITION

L’oxygéne est un élément indispensable a I’organisme aérobie et contribue en grande
partie a la synthése de 1’énergie stockée sous forme d’ATP par le processus de la
phosphorylation oxydative qui se réalise au niveau des mitochondries (Gutterigde ,1995).

En biologie les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir de I’oxygéne d’ou
leur appellations : les espéces réactives de 1’oxygéne (EROS) qui désignent a la fois des

especes radicalaires de 1I’oxygene et des espéces non radicalaires (Boeck et Larcier, 2006).

Tableau I : Les espéces réactives d’oxygene.

ERO Symbole | Propriétés

chimique
L’anion 0, Radical formé par la réduction monoéléctronique de
Superoxyde 1I’oxygene, peu réactif mais toxique (Lee et al ., 2004).
Le radical | OH L’espéce radicalaire la plus réactive de I’oxygéne, a une
hydroxyle demi-vie extrémement courte d’environ 10° s, capable de

réagir trés rapidement avec la plupart des biomolécules
(ADN, protéines et lipides), (Bartosz, 2003).

L’oxygeéne 0, La forme excitée de I’oxygéne moléculaire, est souvent

singulet assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité
(Hadi, 2004).

Le peroxyde | H,O; C’est une molécule non radicalaire, stable, présente une

d’hydrogéne toxicité importante (Binove, 2001).
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1.1.2.2. SOURCES DES ESPECES REACTIVES D’OXYGENE
Les EROs sont produites dans [’organisme par de nombreux mécanismes tant
endogenes qu’exogenes.
% SOURCE ENDOGENE
e LAMITOCHONDRIE

La chaine respiratoire mitochondriale constitue la source principale de production de
radicaux libre, et environ de 98 % de 1’oxygene parvenant a I’intérieur de la mitochondrie est
réduite pour former de I’eau par le cytochrome oxydase, mais le processus n’est toutefois pas
parfait car une faible proportion de I’0xygene (2 & 5%) subit une réduction monoéléctronique

conduisant a la formation du radical Superoxyde (Turrens , 2003).
e LA NADPH OXYDASE

C’est une oxydase liée a la membrane plasmique des macrophages et des polynucléaires
principalement, ou elle joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire, dans la lutte
contre les micro-organismes et la destruction du matériel phagocyté (Droge ,2002).Elle est
capable d’utiliser 1’0xygéne moléculaire (O) pour produire de grandes quantités de 1’anion

superoxyde au niveau de la membrane cellulaire (fontaine et al ., 2002) .

NADPH
NADPH + 20, MADP" + H" + 20,”
Oxydase
o XANTHINE OXYDASE

Le systeme enzymatique xanthine / xanthine oxydase est également considére comme
une source biologique importante de radicaux superoxyde. En présence d’oxygene la
xanthine oxydase catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine, et de la Xanthine en

acide urique et génere le radical O, et le H,O, urique (Marfak , 2003).

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, »Acide urique + 2027+ 2H"

—_—
w
—
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% SOURCE EXOGENE

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de donner

naissance aux EROs.

Les Rayonnements sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la
molécule d’eau lorsqu’il s’agit des rayons ionisants X ou gamma, soit en  activant des
molécules photo sensibilisantes lorsqu’il s’agit des rayons ultraviolets sont le résultat est
produire des anions superoxydes et de I’oxygéne singulet (Favier, 2003).

L’Alcool peut diminuer I’activité des enzymes de protection (SOD, GSH-Px) et
I’ingestion de I’alcool est suivie de la formation des radicaux libres selon divers
mécanismes. La xanthine oxydase et 1’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal
métabolite de I’éthanol, avec production O;" . I’éthanol stimule également la production
d’anion superoxyde par induction de la synthese des NADPH oxydase et du cytochrome
P450 (Milane, 2004).

La Pollution : Des molécules toxiques présentent dans notre environnement tel que le
goudron, tabac, polluants industriels qui participent a la genese des radicaux libres. Ils
sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des alvéoles

Pulmonaires(pincemail,1998).

Lumiére UW oxydases

Oxpgéne singuler xygéne

Superoxyde
N Cycles redox dismutases
lArginine MNADPH ox

mitochondrine

» . Fe3+
Monoxyde o "azore Anion superoxyde

ONOO - OH"

Perexyritrite Radical hydroxyle

N\

Mitration des

Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines Lipidigue I’ ADN
aeliinasss

Figure 01 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I’oxygéne

(Favier, 2003).

e
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1.2.STRESS OXYDANT

1.2.1.DEFINITION

Dans les circonstances normales, les cellules des étres aérobies produisent en

permanence et en faible quantités des especes réactives d’oxygéne (EROs) a I’issu de

nombreux processus cellulaires (Favier, 2003). Dans ces circonstances, les défenses

antioxydantes sont capables de détruire les EROs produites pour maintenir leur flux cellulaire

au niveau utile, on dit que la balance antioxydant/prooxydants est en équilibre (Favier, 2003).

Quand cet équilibre est rompu par déficit en antioxydant ou une surproduction

incontrolée d’espéces radicalaires et leurs dérivées secondaires, il survient un stress oxydant

(Helliwell ,2004).

[ |
| Systemes antioxydants |
!

'

Sources A’EOR

Endogénes

NADPH oxvdase,
Chaine respiratoire
mitochondriale.
Peroxysomes.
Cytochrome Paysg,
XKanthine oxydase.
Cyclo-oxygénases.
Lipo-oxygeénases.

Exogénes

Toxiques
environnementaux.
Radiations ionisantes
et UV. Champs
électniques.
Xénobiotiques pro-
oxydants. Cytokines
pro-inflammatoires

Enzymatiques | Non enzymatiques
Superoxyde Glutathion.
dismutase, Vitamines C. A E,

Catalase, Ubiquinone,
Glutathion Lipoate.
peroxydase Pyruvate,

Polyphénols

alimentaires.

R

Figure 02: Déséquilibre de la balance pro-oxydant /antioxydant (Nkhili, 2009).

1.2.2.0RIGINE

Ce déséquilibre peut avoir de multiples origines. Elle peut provenir suite a une

défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la

nutrition comme les vitamines ou oligoéléments, ou d’une surproduction endogéne des EROs

et a I’exposition environnementale des facteurs prooxydants (Favier ,1997).
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1.2.3.LES CONSEQUENCES BIOCHIMIQUES DE STRESS OXYDATIF

La production successive des radicaux libres provoque une action directe sur les

molécules biologiques (lipides, protéines et ADN).

1.2.3.1. OXYDATION DES LIPIDES (PEROXYDATION LIPIDIQUE)

La peroxydation lipidique résulte des réactions oxydatives des radicaux libres avec les

lipides, et plus particulierement des acides gras polyinsaturés qui sont facilement oxydables.

La lipoperoxydation se fait en trois phases :

Phase d’initiation : la peroxydation lipidique est initiée par I’enlévement d’un proton de la
chaine d’acides gras polyinsaturés, qui se fait par un radical libre, conduisant a la
formation d’un radical lipidique (L") , (Deby-Dupont et al., 2002).

LH+R =———p RH+L
Phase de propagation : Le radical lipidique réagit avec O, pour former un radical peroxyle
(LOO), se radical peut ensuite réagir avec d’autres molécules lipidiques (LH) pour former
un hydroperoxyle lipidique (LOOH), un nouveau radicale lipidique libre (L) qui se forme
et qui assure la propagation de la chaine de peroxydation.

L+0; c——m—m—p LOO

LOO + LH =y L'+ LOOH
Phase de terminaison : la derniére phase de la peroxydation consiste a la formation de
molécule stable issue de I’association de deux especes radicalaires (Pasquier, 1995 ;
Ricciardolo et al ., 2004).

L' + L' ep LL (dimeére)

La peroxydation lipidique est considérée comme une des conséquences les plus

vulnérables des attaques radicalaires. Elle est responsable des altérations cellulaires et

diminution de la fluidité membranaire (Davies, 2000).
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Figure 03 : Mécanisme en chaine de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux

(Favier, 2003).

1.2.3.2.0XYDATION DES PROTEINES

Les protéines sont des constituants cellulaires structurels, fonctionnels et essentiels qui

peuvent subir des modifications oxydatives. L’oxydation des protéines et des acides aminés

par les EROs aboutit a la formation des produits carbonylés et hydroxylés (Levine, 2002).

Dans les conditions physiologiques, les cibles majeurs sont les acide aminés : soufrés,

basiques, et aromatiques .Les ERO plus réactives vis-a-vis de ces acides aminés sont le

radical hydroxyle ; capable de réagir avec chacun d’entre eux (bonnefont-Rousselot et al.,

2005).
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Figure 04 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

1.2.3.3. OXYDATION DE L’ADN

L’ADN est une molécule trés sensible a 1’attaque radicalaire, cing classes principales de
dommage oxydatif incités par des OH" Peuvent étre générées (Cadet et al., 2002) ; Parmi
elles :

e [’attaque directe des bases puriques et pyrimidiques engendre un grand nombre des
bases modifiées, particulierement la guanine qui est transformée en 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine (8-OHdG).

e La formation d’un site abasique non fonctionnel suite a I’attaque de la liaison entre la
base et le désoxyribose.

e [’oxydation du désoxyribose provoque une coupure de chaine simple brin.

e [L’agression radicalaire des protéines (histones), qui sont trés nombreuses a entrer en
contact avec I'ADN pour le protéger ou pour le lire (enzymes et facteurs de la
réplication ou de la transcription), entraine des pontages des protéines.

e La création d’adduits avec des dérivés de la peroxydation lipidique, tel que le

malonaldialdehyde-guanine.

e
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Figure 05 : Lésions de I’ADN, I’attaque radicalaire (Favier, 2003).

1.2.4. LES PATHOLOGIES LIEES AU STRESS OXYDATIF

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies :

1.2.4.1 LE VIEILLISSEMENT CELLULAIRE

La théorie radicalaire du vieillissement explique que les phénomenes de dégénérescence
liés au vieillissement sont dus a I’accumulation d’éléments oxydés et a leurs conséquences sur
I’organisme comme la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines. Ainsi, plus
I’4ge augmente, plus les attaques radicalaires sur les différentes cibles biologiques seront

importantes (Harman, 1956).
1.2.4.2.LE DIABETE
Le diabéte se traduit par une augmentation du glucose qui va entrainer 1’activation de

différentes voies dont la formation de produits de glycation avancés qui aboutissent a un

stress oxydant a long terme. Les défenses antioxydantes sont diminuées et les réactions pro-

e
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oxydantes augmentées (production d’especes réactives de [’oxygene, oxydation des
lipides...). Cela va induire une destruction des cellules béta du pancréas, cellules sécrétrices
d’insuline, ainsi qu’une altération de I’action de I’insuline qui vont provoquer une

augmentation de glucose et donc du diabéte (Valko et al ., 2007).

1.2.4.3. ATHEROSCLEROSE

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique multifactorielle qui se
caractérise par un épaississement de la paroi des artéres au niveau de 1’intima.

I1 est actuellement admis que 1’athérosclérose est liée a la peroxydation des LDL qui
conduit a la genése de la plaque athéromateuse. En effet, ces LDL oxydées sont a 1’origine de
la transformation des macrophages en cellules spumeuses qui constituent les "stries
lipidiques" et induisent la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses dans
I’intima qui évolueront en plaques athéromateuses surmontées par une couche fibrocellulaire
dense (Stentz, 2004).

e
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I. 3. LES ANTIOXYDANTS
1.3.1.DEFINITION

Un antioxydant peut étre défini comme étant une substance qui présente a des faibles
concentrations par rapport a un substrat, peut significativement retarder ou inhiber I’oxydation
de ce substrat (Favier, 2003).

Ces antioxydants peuvent étre de deux natures différentes : des systemes enzymatiques

et des systémes non enzymatiques (Leverve, 2009).

1.3.2.SYSTEMES ANTIOXYDANTS ENZYMATIQUES
* LA SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des métallo-enzymes qui catalysent la dismutation des
ions Superoxyde en oxygénes moléculaire et peroxyde d’hydrogéne, composés stables et

moins toxiques (Frank et al., 2002).

SOD
2H™+ 202" =y H,0,+ O;

= LA CATALASE (CAT)

Est une enzyme a héme qui réduit le peroxyde d’hydrogeéne en libérant I’oxygene et
I’eau, elle est localisée surtout dans les peroxysomes et les hématies (Valko et al ., 2006).
CAT
2 H,0) =— H,0 + O,

= GLUTATHION PEROXYDASE (GPX) ET REDUCTASE (GR)

La glutathion peroxydase est une enzyme qui assure la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne en molécule d’eau et des hydroperoxyle organiques (ROOH) en alcool en
utilisant le glutathion réduit comme donneur d’hydrogéne . Elle est constitué de quatre sous-
unités contenant chacune un résidu sélénocystéine qui constitué le site actif de I’enzyme. Elle
se situe principalement dans le cytosol et les mitochondries (EI Abed et al., 2009).

Le glutathion oxydé sera régenéré grace a I’intervention de la glutathion réductase qui

agit par oxydation du NADPH, H.il est important d’indiquer que la lutte contre les radicaux
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libres passe par un effet complémentaire des SODs, CAT, GPX et GR selon la figure

suivante :

¢ . S0 CAT
0;——> 0 ——> H0,———P H0 + 10,

\ GSH NADP'
( H’\K X G6PD
H,0 GSSG NADPH

Figure 06 : Effet complémentaire des trois enzymes antioxydantes (Beaudeux et al ., 2006).

1.3.3.SYSTEMES ANTIOXYDANT NON ENZYMATIQUES
1.3.3.1.LES VITAMINES
= VITAMINE C (OU ACIDE ASCORBIQUE)

Est une vitamine hydrosoluble, réducteur présente dans les fluides intra et
extracellulaires, est un piégeur tres efficace des ions superoxyde, du peroxyde d’hydrogéne, et
de I’oxygene singulet.

Le rble antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux
Peroxyde aqueux en piégeant les radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils
initient la peroxydation lipidique. la vitamine C protege les biomembranes et les lipoprotéines
(Delattre et al ., 2005).

= VITAMINE E (o-TOCOPHEROL)

Est une vitamine liposoluble, elle intervienne directement au niveau des membranes
biologiques et inhibe ainsi la propagation de la peroxydation et assurer le maintien de

I’intégrité et la stabilité membranaire (Khalil, 2002).
= VITAMINE A (p-CAROTENE)

Est une molécule hydrosoluble joue un réle dans I’inactivation de 1’oxygéne singulet du
fait qu’elle permet la désexcitation de I’oxygene.

La B-caroténe peut egalement reagit avec le radical peroxyle et inhiber la peroxydation
lipidique (Costantini et Moller, 2008).




CHAPITRE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.3.2.LES OLIGO-ELEMENTS
= LECUIVRE

Est un oligo-élément indispensable, essentiel dans de nombreuses réactions
enzymatiques et dans la synthése de neurotransmetteurs.
Il possede des propriétés antioxydantes, il catalyse la transformation des ERO via la

réaction d’Haber-Weiss-Fenton (Jomova et al ., 2011 ).

= LESELENIUM

Est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un réle intracellulaire
antioxydant, cet effet antioxydant est capital dans la détoxication des radicaux libres produits

par le métabolisme cellulaire (Wolters et al., 2005).

= LEZINC

Est un cofacteur de CAT et SOD, il protege également les groupements thiols des
protéines, peut inhiber partiellement les réactions de formation d’especes oxygénés induite

par le fer ou le cuivre (Mezzetti et al ., 1998).

1.3.3.3.LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les polyphénols sont des métabolites secondaires trés répondue dans le regne végétal,
sont trés réactifs comprenant au moins un noyau benzoique portant un ou plusieurs groupes
hydroxyles et d’autre constituants .1ls regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
parmi lesquelles on distingue les flavonoides, tanins et acides phénoliques (Ballasundram et
al ., 2007).

Les composés phénoliques présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines ,tige , feuilles , fleurs , pollens , fruits , graines et bois ) , ils sont contribuent au
développement de la plante (croissance cellulaire, reproduction , différenciation ; floraison).

Ce sont des éléments importants de la médecine traditionnelle et de la phytothérapie
pour leurs divers effets pharmacologiques (Xu et al ., 2007).

Les composés phénoliques sont classés en plusieurs groupes principaux qui se
distinguent par le nombre et I’arrangement des atomes, la nature du squelette carboné et la

longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique ( Mamoudo et al ., 2006).
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= ACIDES PHENOLIQUES

Ce sont des composes possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol,
représentés par deux groupes essentiels: les acides hydroxybenzoiques et les acides
Hydroxycinnamiques.

Ces acides abondant dans les aliments se présentent sous forme d’esters, soit solubles
s’accumulant dans les vacuoles, ou bien insolubles comme constituants de la paroi cellulaire
(Manach et al ., 2004).

= FLAVONOIDES

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols et dont la structure comprend deux noyaux aromatiques et un
hétérocycle oxygéné de structure C6-C3-C6. Ils sont considérés comme pigments quasiment

universels des végétaux (Rice-Evans et al ., 1996).

1
O
C

Figure 07 : Structure de base des flavonoides (Krishna et al ., 2001).

= LES TANNINS

Ce sont des substances naturelles ayant un poids moléculaire relativement élevé qui ont
la capacitt de se complexer fortement aux glucides et aux protéines.
Les tannins résultent de la polymérisation de molécules élémentaires a fonction phénol.

On distingue classiqguement deux grands groupes de tannins : les tannins condenses et

les tannins hydrolysables (Galvez et al ., 1997 ; Alais et al ., 2008).
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1.3.3.4.MECANISME D’ACTION DES POLYPHENOLS

Les composés phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons, comme
chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia et al ., 2009), et comme inhibiteurs
d’enzymes géneératrices de radicaux libres et inducteurs de la synthése d’enzyme
antioxydantes (Hennebelle et al .,2004).

L’activité antioxydante des composés phénoliques augmente avec le degré de
Polymeérisation et diminue avec le degré de méthylation et de glycosylation au niveau des
groupements hydroxyles (Macheix et al ., 2005).

= CHELATION DES METAUX

Les composés phénoliques inhibent la formation de radicaux libres par la chélation des
métaux tels que : le Cuivre, le Fer et I’Aluminium. Ces ions métalliques renforcent les effets
nocifs du stress oxydant, en stimulant la production des radicaux hydroxyles (OH).

Ces composés en chélatant les ions métalliques, forment des complexes de coordination
avec ces métaux, en occupant tous les emplacements et peuvent ainsi convertir les ions
métalliques en complexes insolubles, empéchant leurs interactions avec les intermédiaires
lipidiques (Virgili et al ., 2001 ; Lee et al., 2004).

Figure 08: Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).
= NEUTRALISATION DES RADICAUX LIBRES

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres, et ceci grace a
leur groupement hydroxyle fortement réactif contre 1’anion superoxyde, le radical hydroxyle

et ’oxygene singulet, selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R— flavonoide (O') + RH (Heim et al., 2002).
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Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux
libres,qui sont susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH2 situé entre deux n
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, et protégent ainsi les membranes cellulaires
(Havsteen, 2002).

= INHIBITION D’ENZYMES

Les composés phénoliques affectent I’activité de nombreux systémes enzymatiques
impliqués dans le stress oxydant. Certains flavonoides comme 1’apigenine, la quercétine et la
myricétine inhibent la xanthine oxydase, qu’est considérée comme une source biologique
importante du radical superoxyde lors de I’oxydation de I’hypoxanthine en acide urique
(Nijveldt et al ., 2001 ; Dasilva et al ., 2004).
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1.4 RHAMNUS ALATERNUS
1.4.1.DESCRIPTION BOTANIQUE

Rhamnus alaternus connu sous le nom commun nerprun alaterne est un arbrisseau
appartient a la famille des rhamnacées pouvant atteindre jusqu’a 5m, sa croissance est lente
mais sa longévité est étonnante (100ans), d’origine méditerranéennes (Akerreta et al ., 2009).

Les rameaux sont alternes glabres et non épineux, ses feuilles sont ovales lancéolées et
ont les bords légérement dentés. Ses fleurs jaunatre sont tres petites et dépourvues de pétales ;
poussent a 1’aisselle des feuilles et groupées en bouquet. Ses fruits apparaissant en octobre-
novembre. Ce sont des petites baies d’abord rouges puis noires (ChemliR, Dahmen M,
Khaldi A et al ., 2006).

Figure 09 : Rhamnus alatrnus L.(Rameau et al., 2008).

\‘
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1.4.2. NOMS VERNACULAIRES
Les noms vernaculaire de nerprun sont indiqués dans le tableau suivant :

Tableau Il : Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus.

Noms (Référence)

Noms communs Nerprun , boyrge épine (Barda,2004)

Nomsterguis et kabyles Ajroudj , Khalis n’imidekh , Amliles
(Beloued , 2001)

Noms arabe Mliles( Belouad2001) , Ouchbat el safar
(Saidet al .; 2002) ; Oued el khir (Beloued
, 2001)

Noms francais Alaterne(Beloued,2001) ,Nerprun

Méditerranéen (lzhaki et al., 2002)
Noms Anglais Italien Buckthorn. (Anonym , 2008)

1.4.3.CLASSIFICATION BOTANIQUE

Tableau I11: Classification de Rhamnus alaternus (Mobile Référence., 2008).

Régne Végétale
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Famille Rhamnaceae

Genre Reyonisa

Sous Genre Rhamnus

Espéce Rhamnus alaternus L

1.4.4.COMPOSITION CHIMIQUE

La partie aérienne et les racines de R. alaternus ont révélés La présence de diverses
quantités d’anthraquinones telles que 1'émodine ou chrysophanol, de coumarines, de tannins et

en particulier des flavonoides.

—

—
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Trois flavonoides tri-glycosidiques ont été isolés a partir des feuilles de R. alaternus, le
Kaempferol 3-O-B-isorhamninoside, rhamnocitrin 3-O-  —isorhamninoside et le rhamnetin-3-
O - B —isorhamninoside, en revanche, trois flavonoides aglycones ont été identifiés :

I’apigénine, le kaempferol et la quercétine ( BenAmmar et al., 2009).

1.4.5. ACTIVITES BIOLOGIQUE

En médecine traditionnelle R. alaternus a été employé en tant que digestif, diurétique,
laxatif, hypotensif et pour le traitement des complications hépatiques et dermatologiques
(Bhouri et al ., 2012), ainsi que les problemes cardiovasculaires (Calvo et Cavero, 2014) ,
contre la jaunisse et I’anémie (Beloued, 2001).

Des études antérieures ont montrés que I’extrait brut de rhamnus alaternus est un
puissant antioxydant, antimutagene (Ben Ammar et al ., 2008) et antimicrobien (kosalec et
al .,2013).

1.5. MALVA SYLVESTRIS
1.5.1.DESCRIPTION BOTANIQUE

M.sylvestris est une plante herbacée bisannuelle de la famille des Malvacées a tige
dressée, d'environ 1,5 m de haut. Elle pousse spontanément dans les talus, décombres, les
remblais, les friches et aux bords des chemins.

Ces feuilles sont formées de 3 a 7 lobes, sont dentées et dotées d'un long pétiole. Les
fleurs, réunies par 2 ou 3, sont de couleur rose violacé veiné de noir, elles sont relativement
grandes et leurs pétales sont échancrés. Le fruit de la mauve sylvestre est formé de nombreux

akeénes ranges en cercle (Flore, 2011).

—

Figure 1 : Malva slvetris L. (édira et Goetz, 2016)

e
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1.5.2.NOMS VERNACULAIRES

Tableau IV : Les noms vernaculaires de Malva sylvestris.

Nom commun
Nom kabyle
Noms arabe

Noms francais

Noms anglais

1.5.3.CLASSIFICATION BOTANIQUE

Noms

Mauve (Flore, 2011)

Amedjir

Khoubeiza (Ghédira et Goetz , 2016)
Mauve ,Grande Mauve , Mauve Des Bois
(Flore, 2011)

Mallow , High Mallow (Flore, 2011)

Tableau V : la classification botanique de Malva sylvestris L (Ghédira et Goetz , 2016)

Régne
Embranchement
Sous embranchement
Classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

1.5.4.COMPOSITION CHIMIQUE

Les principaux composants sont :

Végétal
Spermatophytes
Angiospermes
Dicotylédones
Malvales
Malvacées
Malva

Malva sylvestris L

» Mucilage qui donne la naissance aprés hydrolyse a plusieurs molécules, aux

propriétés émollientes et pectorales, ils sont généralement présents dans le tégument

externe des graines et jouent un rdle important dans le processus de germination.

» Des Flavonoides (fleurs et feuilles), Tanins (feuilles), Anthocyanosides et

anthocyanidines contenus dans les fleurs.

—

—
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> D’autres éléments tels que le calcium, phosphore, fer, potassium, magnésium et des
vitamines A, B1, B2, PP et C qui sont contenus dans les jeunes feuilles de la mauve
(Razavi ,2011).

.55, ACTIVITES BIOLOGIQUES

Toutes les parties de la mauve sont susceptibles d'étre utilisées en phytothérapie
(feuilles, fleurs et racines).

La mauve est employée comme un excellent laxatif pour les enfants et comme
antipoison en cas d’absorption d’acide ou de base (Flore, 2011) , agent anti diabétique(Akash
et al., 2012).Ainsi elle possede des propriétes anti-inflammatoires et anti-oxydantes

(Pirbalouti et al.,2009), et joue un réle antiulcéreux et hépatoprotecteur (Razavi ,2011).

e
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11.1. MATERIEL
11.1.1. MATERIEL VEGETAL
» RECOLTE ET SECHAGE

Cette étude a été realisee, sur la partie aérienne de M.sylvestris et R.alaternus qui ont
été récoltées au période de floraison. La tige et les feuilles de R.alaternus ont été cueillies en
janvier 2016 dans la région de taourirt allouache de la commune de Timezrit au niveau de
Bejaia, tandis que la tige, feuilles et fleurs de M.sylvestris ont été récoltées en fevrier 2016,
dans un endroit naturel loin de la pollution situe dans la commune de Timezrit dans la wilaya
de Bejaia. Apres la récolte, les parties aériennes des deux plantes ont été lavées pour
débarrasser les débris et toute sorte de poussieres, puis elles ont été séchées a I’air libre
pendant 15 jours et pour obtenir un meilleur broyage ont été complétées le séchage a I’étuve a
40C° durant 24 heures.

» BROYAGE ET TAMISAGE

Les parties sechées des deux plantes étudiées ont été broyées a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique jusqu'a obtention d’une poudre trés fine.la poudre obtenue a été conservée dans des

flacons et stockée a 1’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a I’utilisation.

Figure 11:R.alaternus et M.sylvestris sous forme séchees et broyées.
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I1.2. METHODES
11.2.1. PREPARATION DES EXTRAITS

La méthode d’extraction suivie dans notre étude est I’extraction par maceration effectué
selon le protocole de Chiang et al. (1994)., avec quelques modifications. Le principe de cette
méthode est basé sur I’extraction sélective liquide-solide des composés phénoliques en
utilisant trois solvants de différentes polarités : éthanol, n-butanol, I’ecau distillé selon le

schéma suivant :

100g de matériel végétal sec

+500ml de I’éthanol

Maceération pendant 48h

Filtration 500 ml d’éthanol
Filtrat 1 Marc
Filtrat 2
Evaporation dans un
Rotavapor
Extrait éthanolique brut Extrait éthanolique a tester
n-butanol / eau
Phase aqueuse Phase n-butanolique

Figure 12 : Schéma d’extraction de M. sylvestris et R. alaternus(Chiang et al., 1994)
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Il est noté, qu’apres 1’extraction 3 phases pour chaque plante ont été obtenues. Le taux

d’extraction de chaque extrait sec a été calculé suivant la formule ci-dessous :

Taux d’extraction= [(P-Pg)/ poids de poudre] x100
Ou:

Po : poids vide de la boite de pétri.
P : poids apres évaporation du solvant.
11.2.2.DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES

Dans le but d’évaluer quantitativement le contenu en composés phénoliques des éxtraits
de M. sylvestris et R.alaternus deux ptotocoles ont été suivis a fin de doser les teneurs en

phénols totaux et en flavonoides.
11.2.2.1. DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a été réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (Yap et al ., 2009).

e PRINCIPE

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et phosphomolibdique (HsPMO12040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3), (Ribéreau-Gayon
et al., 1982). Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés

phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a 765nm.

¢ PROTOCOLE EXPERIMENTALE

Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de
(Yap et al., 2009), avec quelque modification. Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les
mémes conditions en utilisant I’acide gallique comme standard afin de déterminer les
concentrations en phénol totaux des extraits exprimées en mg équivalent acide gallique/g

d’extrait.
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0,3 ml d’extrait

+1,5ml de Folin —Ciocalteu a 10% (V/V)

+ 0,2mlde carbonate de sodium(Na,COs3) a 7,5% (w/v)

Agitation pendant 10 secondes

Incubation a I’obscurité pendant 1 h 30 min

Lecture a 765nm

Figure 13 : Dosage des phénols totaux par la méthode de Folin- Ciocalteu (Yap et al., 2009)

11.2.2.2.D0SAGE DES FLAVONOIDES

e PRINCIPE

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium.

Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribereau-
Gayon, 1968).

e PROTOCOLE EXPERIMENTALE

L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différentes fraction est realiséé
selon la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al.,1996).
Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de R.alaternus et

M .sylvestris ont été calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la
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quercétine comme standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercetine/ g

d’extrait.

1ml d’extrait

+1ml de solution AlCl;a 2%

10 minutes d’incubation

Lecture a 430nm

Figure 14 : Dosage des flavonoides totaux par la méthode de (Bahorun et al., 1996).
11.2.3.EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES EXTRAITS

L’activité antioxydante a été évaluée en testant I’activité scavenging du radical DPPH;,

ABTS 7, et le pouvoir réducteur des extraits.
11.2.3.1. ACTIVITE ANTIRADICALAIRE AU RADICAL DPPH'

e PRINCIPE

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.), permet de mesurer le pouvoir
réducteur par le calcul de la CI50 des substances antioxydantes contenues dans un extrait.
Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par un
donneur de proton H+.
DPPH + AH ——— DPPH-H + A
Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti-

radicalaires (Molyneux, 2004).
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e PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le protocole expérimental utilisé est celui de Brand-Williams et al. (1995). avec
quelques modifications. La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4mg de
DPPH dans 100ml de méthanol.

50ul d’extrait

+2ml de la solution du DPPH

Incubation a I’obscurité pendant 30 min

Lecture a 517 nm

Figure 15: Protocole d’étude de I’activité « scavenging » du DPPH" (Brand-Williams et
al.,1995).

L’acide gallique et la quercétine ont été utilises comme standard a différentes
concentrations et I’activité antiradicalaire de chaque extrait a été estimée en pourcentage

d’inhibition selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition du radical DPPH = [(A1-(Ae-Ag))/At] X100

A : absorbance du control (solution du DPPH )
Ak : absorbance de I’échantillon

Ag : absorbance du blanc.




Poudre ABTS a 7,4mM
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11.2.3.2. ACTIVITE ANTIRADICALAIRE AU RADICAL L’ABTS”

e PRINCIPE
Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de ’ABTS (sel d’ammonium de
I’acide 2,2-azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)).Au cours de ce test , le sel
d’ABTS perd un électron pour former un radical cation (ABTS™) de couleur sombre ( vert
bleu) en solution. En présence de 1’agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit pour

donner le cation ABTS+,ce qui entraine la décoloration de la solution (Owen et Johns ,1999).

WC[FNN#@ o m@#""_ﬂ/@

ABTS
Ciis [
W s
ST en= >
HO,S s iy
CoHs

Figure 16 : Oxydation partielle de ’ABTS (Osman et al ., 2006).

¢ PROTOCOLE EXPERIMENTALE

La mesure de I’activité scavenging du radical ABTS a été effectuée en suivant le

protocole de Mighri et al . (2010)., qui est schématisé dans la figure :

Mélange

Incubation a I’obscurité (16h) et a T° ambiante

Solution d’ABTS+ 2,45mM

Dilution avec I’eau distillée

Solution d’ABTS+ (abs de 0,7+0,02 a 734 nm)

1,9 ml 100 pl de I’extrait

Mesure de I’absorbance a 734 nm apres 7 min d’incubation

Figure 17 : Protocole d’étude de I’activité antioxydante de I’ABTS+ (Mighri et al ., 2010).

Solution de persulfate de potassium(K,0gS;) a 2,45 mM
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Le trolox a été utilise comme standard a différentes concentrations. Le pourcentage de

I’activité scavenging du radical ABTS+ des différents extraits est calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ = [(Ao-Al)/Ao] x100

A : absorbance du contrble
A; : absorbance du I’extrait + ABTS"

11.2.3.3.LA REDUCTION DE CHLORURE FERRIQUE

e PRINCIPE

Cette méthode est basée sur la capacité des composés réducteurs, a réduire le fer
ferrique (Fe**) du ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux (Fe®*) .

La réaction est révélée par le virement de couleur jaune de (Fe**) en couleur bleu vert de

(Fe?"), I’absorbance est mesurée & 700 nm (Oyaizu, 1986) .une augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,2006).

e PROTOCOLE EXPERIMENTALE

La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode de Berker et al.
(2007).
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1 ml de Dextrait

2,5 ml de ksFe(CN)g (1%) ?652m|\:| Taﬂgog Phosphate
I L] p l

Incubation a 50 C° pendant 20 min
Dans un bain Marie

Centrifugation a 3000 rpm
2,5 ml TCA (10%)

Pendant 10 min

Prélevement de 2,5 ml du

Surnageant

2,5 ml FeCy3 (0,1%) 2,5 ml d’eau distillée

Lecture a 700 nm

Figure 18: Protocole d’étude du pouvoir réducteur (Berker et al.,2007).

I11.3.ETUDE STATISTIQUE

Dans chaque essai, les données expérimentales représentent la moyenne de trois essais
indépendants + écart-type (n=3).les moyennes ont été comparées en utilisant 1’application
ANOVA (STATISTICA 5.5).pour toutes les analyses a a été fixée a 0.05.les représentations
ont été déterminées sur le programme EXCEL.




CHAPITRE 111
RESULTATS ET DISCUSSION



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. TAUX D’EXTRACTION

Dans ce travail, une macération a été réalisée sur la poudre de la partie aérienne de
Rhamnus alaternus et Malva sylvestris en utilisant plusieurs solvants : Ethanol, n-butanol et
I’eau distillée.

On a commencé I’extraction par 1’éthanol (96%) car il permet d’extraire le maximum de
composés phénoliques et de substances actives.

Les pourcentages d’extraction des différentes phases des deux plantes sont représentés

dans I’histogramme suivant :

35 - 33% H R.alaternus
30,84% g M.sylvestris

30 -
25 - 23,29% 2304
20 -

15%
15 4

Rendement d'extraction

,5%

ext EOH ext n-but ext AQ

Figurel9 : Le rendement d’extraction de Rhamnus alaternus et Malva sylvestris.

Nous constatons que le rendement le plus €levés de la partie aérienne de R.alaternus est
celui de D’extrait aqueux (33.38%) suivi de I’extrait butanolique (23.92%) alors que le
rendement le plus faible est obtenu par I’extrait éthanolique (15%).

Concernant M.sylvestris le rendement le plus important est obtenu dans 1’extrait aqueux
(30.84%) suivis de I’extrait butanolique (23%) alors que le rendement le plus faible est
obtenu avec I’extrait éthanolique (4.5%).

Ces résultats montre que le rendement des phases butanolique et aqueuse sont
similaires et appréciables pour R.alaternus et Malva sylvestris.contrairement, dans la phase
éthanolique nous avons obtenus un rendement plus élevé avec R.alaternus par rapport a celui
de M.sylvestris.

Dans une étude réalisée par Ben Ammar et al (2008) sur R.alaternus originaire de
Tunisie, des résultats inférieurs ont eté trouvés. En effet la macération des feuilles dans le

méthanol suivi par le butanol saturée en eau a donné un rendement de 9 % .

——
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Tandis que Ljubuncic et al (2005) ont obtenus un taux d’extraction qui est de 1’ordre
de 8% en utilisant 1’eau distillé comme solvant.

Cependant, Jaradat et al (2015) ont obtenus par la méthode de macération avec
M.sylvestris un rendement de 1’ordre de 1.64% pour I’extrait hexanique et 42% pour I’extrait
aqueux en utilisant le méthanol comme solvant.

D’aprés ces résultats, on constate que le taux d’extraction des composés phénoliques
dépend de la méthode, la nature du solvant, la température et de la taille des particules
constituants la poudre de la plante.
111.2.DOSAGE DES ANTIOXYDANTS

111.2.1.POLYPHENOLS TOTAUX

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées car ils sont réputés pour
leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...).

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

Au cours du dosage des polyphénols, aprés 1’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une
couleur bleue est apparue, ce qui confirme la présence des polyphénols dans les extraits de
M.sylvestris et R.alaternus.

La quantité des polyphénols correspondante de chaque phase a été rapportée en

équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait ou les barres représentent les écarts-type.

H R.alaternus

H M.sylvestris

w w b
o u O

Teneur en polyphénols totaux
(mg EAG/g E
& & 3 &
-}

(2}

o

ext EOH ext n-But ext Aq

Figure 20: Teneur en polyphénols de Rhamnus alaternus et Malva sylvestris.

——
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La figure 20, montre que tous les extraits éthanolique, butanolique et aqueux de la partie
aérienne de R.alaternus, présentent des teneurs élevéees en polyphénols (34.75+0,071 ,28.71 +
0,2 et 29.34+0,39 mg Eq AG /g d’extrait) respectivement.

Cependant, pour M.sylvestris la teneur en polyphénols est similaire pour tous les extraits
éthanolique , butanolique et agueux avec des teneurs 29.82+1,65,28.9+ 0,12 ,24.37 + 0,015
mg Eq AG /g d’extrait respectivement .

L’étude statistique a montré que la quantité des composés phénoliques extraite a partir
de la partie aérienne de R.alaternus et M.sylvestris ne présente pas une différence
significative(a), (p<0.05).

Ces résultats obtenus pour R.alaternus sont nettement supérieurs au résultat trouve par
Djeridane et al (2007) qui est de 6 mg EQ/ g de matiére fraiche pour un extrait éthanolique
de la partie aérienne.

Une étude réalisée par Ben Ammar et al (2008) sur la méme espéce végétale. En effet,
ils ont déterminé 7 mg EAG/ g de matiére fraiche pour un extrait méthanolique.

D’autre résultats obtenues par khettel et al (2011) ont montré que 1’extraits éthanolique
des feuilles se R.alaternus est riche en polyphénols (150-9.7mgEgAG/g).

Kosalec et al (2013) ont utilisées le méthanol comme solvants, ont obtenues une
quantité de polyphénols égale a 38.5+1.56mg Eq AG/g d’extrait.

Les résultats trouvés par Beghdad et al, 2014 sur M.sylvestris sont de 24.123+0.718
mg EAG/g d’extrait des feuilles en utilisant comme solvant 1’éthanol a 96% par la méthode
de macération.

111.2.2.FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des molécules trés importantes en phytothérapie qui proviennent
du métabolisme végétal, on les retrouve dans les différentes parties de la plante.

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3) et I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
d'équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ /g d’extrait).les taux des flavonoides
des différentes phases de R.alaternus et M.sylvestris ont été obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage.

—
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25 ® R.alaternus

20 a H M.sylvestris

[ERN
(2}

Teneur en flavonoides
(mg EQ/g E
)

ext EOH ext n-but ext Aq

Figure 21 : Teneur en flavonoides de Rhamnus alaternus et Malva sylvestris.

D’apres la figure ci-dessus, on constate que chez R.alaternus les taux les plus élevées
de flavonoides se trouvent dans les extraits butanolique et éthanolique avec des teneurs
respectives (19.63+2,3 et 17+2,92 mg EQ/g d’extrait) suivis d’extraits éthanolique avec un
taux (14.58+2,95 mg EQ/g d’extrait).

Pour les extraits de M.sylvestris, les flavonoides sont concentrés au niveau de 1’extrait
éthanolique avec une teneur de (19.52+2,27 mg EQ/g d’extrait) suivi par 1’extrait butanolique
avec un taux de (12.65+2,01mg EQ/g d’extrait), par ailleurs 1’extrait aqueux est tres pauvre en
flavonoides (4.5+2,16 mg EQ/g d’extrait).

Les flavonoides étant concentrés au niveau de la phase éthanolique pour les deux
plantes ou R.alaternus est la plus riche en flavonoides.

D’apres I’analyse statistique, Les teneurs en flavonoides des différentes phases de
R.alaternus et M.sylvestris varient d’une maniére significative (a>b) et (a>b>c)
respectivement a (p<0.05).

Une étude réalisée par Ben Ammar et al (2007) a rapporté que I’extrait méthanolique
des feuilles de R.alaternus de Tunisie contient environ 283+11mg EQ/g d’extrait.

Khettel et al (2011) ont également trouvé que cette plante est riche en flavonoides avec
92 +14mgEQ /g d’extrait sec.

Boussahel et al (2013) ont confirmé la présence des flavonoides chez cette espece avec
une teneur de 61.127-+ 1.217mgEQ/g d’extrait.

——
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Beghdad et al (2014) ont trouves pour les feuilles de M.sylvestris une teneur de
5.694+0.017 mg équivalent de rutine / g d’extrait en utilisant comme solvants 1’éthanol a

96% par la méthode de macération.

111.2.2. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été réalisée par
trois techniques chimiques (le piégeage du radical libre DPPH, le piégeage du radical ABTS

et la réduction du chlorure ferrique.

111.2.2.1.ACTIVITE ANTIRADICALAIRE DPPH

Le radical DPPH' est généralement 1’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la

simplicité de I’analyse (Bozin et al.,2008).

120 - =¢— Acide Gallique
X == Quercitine
00 - :

% d'inhibition

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentration en ug/ml

Figure22 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH" en fonction de la concentration en

acide gallique et quercétine.
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Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

en fonction des concentrations des extraits, au-dessous :

100 -
90 N gy
80
70 1 =@=ext n-BUT

60 -
=—o—ext EOH
50 -

40 -

30 -

20 | |
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0 It . . . . . . .

0 20 40 60 80 100 120 140
concentration ug/ml

ext Ag

% d'inhibition

Figure 23 : Effets scavenger contre le radical DPPH-" des trois phases de R. alaternus a

différentes concentrations.
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Figure 24 : Effets scavenger contre le radical DPPH des trois phases de M. sylvestris a
différentes concentrations.
D’aprés les résultats de la figure 25 et 26, on remarque que tous les extraits des deux
plantes ont exhibés des effets scavenging contre le radical DPPH".
En effet, I’extrait butanolique de R.alaternus montre 1’activité la plus élevée avec un

pourcentage d’inhibition de 93.04% a une concentration de 120 pg/ml suivi de 1’extrait

(O8]
»
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aqueux et éthanolique avec des pourcentages respectifs de 92.12% et 89.1%.Par contre
I’extrait aqueux de M.sylvestris présente une grande capacité de piégeage du radical DPPH
avec un pourcentage de 92.25% a une concentration de 120 pg/ml suivi de D’extrait
éthanolique et butanolique avec des pourcentages de 66.6% et 54.33% respectivement.
Cependant, ces activités sont meilleures par rapport a la quercétine et I’acide gallique a
la méme concentration. On peut aussi conclue que R.alaternus présente une activité

antiradicalaire plus élevé par rapport a celle de M.sylvestris.

120 -
E c M R. alaternus
~~
S 100 - )
=) ® M.sylvestris
B
O 80 -
60 -
b
40 - a a
a
- a
20 -
O T T T T
ext EOH ext n-But ext Aq Quercitine Acide Gllique

Figure 25: Histogramme représentant les Clso pour les différentes phases de R.alaternus et

M.sylvestris, la quercétine et I’acide gallique.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en Clspqui designe la concentration
efficace du substrat qui aboutit a inhiber 50% de I’activité du radical DPPH".

D’aprés les résultats rapportés dans la figure 25, La Clso qui exprime le potentiel
antiradicalaire le plus important est celui de I’extrait butanolique de R.alaternus
(32.92+2,75ug/ml) suivi par I’Clsy de I’extrait aqueux et éthanolique (33.12+0,52, 39.53+1,54
pg/ml) respectivement.

Concernant M.sylvestris La Clsy qui exprime le potentiel antiradicalaire le plus
important est celui de I’extrait aqueux (28.96+1,34ug/ml) suivi par 1’extrait éthanolique
(82.1£2,72 pg/ml), par contre I’extrait butanolique présente une faible activité antiradicalaire
avec une Clsg de 101.6+3,93 pg/ml).

——
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Les Clso de la quercétine et I’acide gallique sont respectivement de 1’ordre 28.77 et 26
ug/ml, elles sont inférieures a celle des deux plantes. Donc, elles présentent une grande
activité antiradicalaire contre le DPPH".

L’¢étude statistique a révélé une différence significative (p<0.05) de I’activité
antiradicalaire contre le DPPH' entre 1’extrait éthanolique et les extraits butanolique et
aqueux de R.alaternus (b<a) Concernant M.sylvestris, les différents extraits présente une
différence significative ou ( a> b >c), a (p<0.05).

L analyse statistique de I’acide gallique et la quercétine n’a montré aucune différence
significative(a), (p<0.05).

Une étude menée par Ben Ammar et al (2008) a montré des Clso de 7et 19 pg/ml des
écorces des racines et des feuilles respectivement de R.alaternus, lorsque I’extraction été
menée par le méthanol suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau.

Boussahel et al (2013) ; Kosalec et al (2013) ainsi que Khettel et al (2011) ont trouvé
que R.alaternus présente des Clsp de 82 + 0.6 pg/ml; 78.7+3.166 pg/mlet
50ug/ml respectivement.

En comparaison avec 1’étude réalisée par Jaradat et al (2015) qui a donner avec
M.sylvestris une Clso de 40.2 ug/ml avec I’extrait méthanolique pour une concentration de
100pg /ml.

Une autre étude réalisée par Gasparetto et al (2011) a donner une Clso de 4.47 mg/ml

a partir d’un extrait méthanoliques obtenue par décoction des feuilles de M.sylvestris.

111.2.2.2.ACTIVITES ANTIRADICALAIRE ABTS

Le test d’ABTS est I’'un des méthodes largement utilisé pour déterminer 1’activité
antioxydante des extraits des plantes.

En présence de 1’agent antioxydant , le radical ABTS™ est réduit pour donner le cation
ABTS+,ce qui entraine la décoloration de la solution (Mighti et al ., 2010).

L étude de I’activité scavenging du radical ABTS * selon le protocole de Mighri et al
(2010), nous a fourni les résultats exprimés en pourcentage d’inhibition dans les figures

suivantes :
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Figure 26: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ en fonction de la concentration en

Trolox.
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Figure 27: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ par les trois phases de R.alaternus a

différentes concentrations.

w
(o]




CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 - =4—ext EOH
40 - =—ext n-But
30 - ext Aqg

zo-/

10 1/

% d'inhibition

0 ' | T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

concentration en pg/ml

Figure 28: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS " par les trois phases de M.sylvestris &

différentes concentrations.

A partir des figures 27 et 28, nous constatons que tous les extraits de R.alaternus sont
exhibé une forte activité antiradicalaire a 250 pg /ml pour les trois phases aves des
pourcentages d’inhibition de 98.14% ,91.57% ,88.57% respectivement.

Cependant pour M.sylvestris les extraits éthanolique et butanoligue montrent une
activité plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 90.28 %, 88.71% respectivement a
une concentration de 250 pg/ml suivi de 1’extrait aqueux avec un pourcentage d’inhibition de
76.72%.
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Figure 29 : Histogramme représentant les Clso pour les différentes phases de M.sylvestris et

R.alaternus et le Trolox.

D’apres la figure 29, chez la partie aérienne de R.alaternus tous les Clsq de trois extraits
éthanolique, butanolique, aqueux expriment des potentiels importants (27,81+13,69, 33, 4, +
4,03 et 43,61 £4,89 pg/ml) respectivement.

Tandis que, chez M.sylvestris les Clso qui exprime le potentiel antiradicalaire le plus
important est celui de 1’extrait éthanolique et butanolique (44.42 +5,53 et 49,62 +1,91ug/ml)
respectivement suivi par I’extrait aqueux avec une Clsode 97.33+5,47 pg/ml.

L’analyse statistique a montré une différence significative (p<0.05) entre 1’extrait
aqueux par rapport aux extraits éthanolique et butanolique(c<b) et (d<c) a la fois pour

R.alaternus et M.sylvestris.

Bhouri et al (2012) ont rapportés des pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 72% et 97%

respectivement a une concentration de 0.2mg/ml de R.alaternus.

111.3.POUVOIR REDUCTEUR

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité de transfert des électrons et

peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante. Dans cette technique, la
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couleur jaune de la solution change au vert-bleu selon le pouvoir réducteur de 1’échantillon

testé. Une absorbance élevée a 700 nm indique un pouvoir réducteur éleve.
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Figure 30 : Graphe représentant les absorbances a 700nm des trois phases de R.alaternus.
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Figure 31: Graphe représentant les absorbances a 700nm des trois phases de M.sylvestris.
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D’apres cette représentation graphique, nous remarquons que 1’augmentation de la
réduction du fer est proportionnelle avec 1’augmentation de la concentration des différentes
phases de R.alaternus et M.sylvestris.

D’apres la figure 30, nous constatons que la capacité la plus élevée pour R.alaternus a
¢été obtenue avec I’extrait butanolique (0.899), suivi de 1’extrait éthanolique, alors que 1’extrait
aqueux a présenté un pouvoir réducteur inférieur.

Quand M.sylvestris c’est I’extrait éthanolique qui a exhibé le pouvoir réducteur le plus
important qui est de 0.873 suivis de I’extrait aqueux et I’extrait butanolique.

Finalement nous déduisons que R.alaternus posséde un pouvoir réducteur supérieur a

celui obtenu par M.sylvestris.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou
comme modele pour la synthése de nouvelles substances.

L’objectif primordial assigné par cette étude et d’évaluer les propriétés antioxydantes
des plantes Malva sylvestris et Rhamnus alaternus utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle pour traitement de plusieurs maladies.

L’extraction de la partie aérienne de notre plante a montré de bons rendements. Le
résultat obtenu montre que I’extrait aqueux a présenté le rendement le plus élevé suivi de
I’extrait butanolique, tandis que 1’extrait éthanolique a montré le rendement le plus faible.

L’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin- Ciocalteu
révele la présence des quantités intéressantes en polyphénols. De méme nous avons dosé les
flavonoides par la méthode d’AlCl; qui nous méne a conclure que ces deux plantes sont
riches en flavonoides.

L’évaluation de potentiel antiradicalaire des extraits par le test au DPPH et ABTS™ a
montré que les composés phénoliques des deux plantes étudiées étaient doués de I’activité
antioxydante.

D’aprés les résultats nos plantes ont montré une bonne activité avec les trois phases.
Pour le test DPPH la phase butanolique de R.alaternus a présenté I’activité la plus élevée
avec une Clsy de 32+2.75ug/ml et la phase aqueuse de M.sylvestris avec une Clso de
28,93+1.34ug/ml.

Cependant pour le test ABTS, la phase éthanolique de R.alaternus et M.sylvestris ont
donnés une bonne activité de Clsp qui est de 27.81+13.69 et 44.42+5.53 pg/ml
respectivement.

En ce qui concerne le pouvoir réducteur, les extraits des plantes étudiées a révéler une
capacité reductrice du fer dont nous avons obtenue une absorbance de 0.899 avec I’extrait
butanolique de R.alaternus pour une concentration de 5mg/ml. A cette concentration la phase
éthanolique de M.sylvestris a une absorbance de 0.873.

D’aprés ces résultats, on peut déduire que R.alaternus présente une activité

antioxydante plus efficace par rapport a celle de M.sylvestris.
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Au terme de ce travail, et pour compléter la présente étude, il serait important :
» De faire des travaux supplémentaires pour identifier et isoler les composés bioactifs
en utilisant plusieurs techniques plus fines (CCM, HPLC...).
» D’approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques de R.alaternus et
M.sylvestris
> De faire des études in vitro et in vivo pour évaluer d’autres propriétés : antioxydantes,

biologiques a savoir anti-inflammatoires ; antimicrobiennes ; anticancéreuses etc...
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Annexe 1 : Représentation des principales classes des flavonoides .

flavonoide Structure chimique exemples
Flavonols Quercétine
Kaempferol
Myrecétine
R3'
R4' , .
Flavanols o i O Catéchine
O~ -
OH
OH
Flavanones Naringénine
Eriodictyol
Anthocyanidines Cyanidine
Delphénidine

HO,
OH H
- 1 o o g
o x® HQ < W
" HO

OH
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- __\___,0 OH
I\CO \CQQH

Tannins condensés

Tannins hydroxylés
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Annexe 3 : Structure chimique de quelques flavonoides de R.alaternus

P .OH

= | ot HO
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g e I
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HO

Kaempferol Quercétine

Apigénine

Annexe 4: Structure chimique de quelques composés chimiques de M.sylvestris.

CH,OH
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OH OH

OH

Anthocyanidine

Annexe 5 : Matériel et Réactifs utilisés

Flavonol

a-D-glucopyranose

Matériel

Réactifs

-Broyeur Electrique

-Tamis

- Balance de précision (BP 310 P)

- Etuve (BINDER)

- Plagque magnétique (MULTISTIRRER)
-Rotavapor(Heidolph)

- Bain marie (MEMMERT)
-Centrifugeuse(CentrionScientific)

- pH metre (BT675)

- Spectrophotométre UV-VIS (Spectroscan
50v)

-Solvants organiques : éthanol,n-butanol,eau
distillée

-Acide trichloroacétique a 10 % (TCA)

- chlorure d’aluminium (AICI3)

- Carbonate de sodium

- Chlorure ferrique FeCl3(0.1%)

- DPPH

-sel ABTS

- Ferricyannure de potassium [K3Fe (NC)6]
-K2HPO4 et KH2PO4

-persulfate de potassium(K,0sgS; )

- Réactif de Folin-Ciocalteu (2 N)

-Standards :  Acide

gallique, Quercetine

,Trolox
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Annexe 6: Courbe d’¢talonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

2

y =12,659x - 0,006
R*=0,9988

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Absorbance a 765 nm

concentration en acide gallique en mg/mi

Annexe 7 : La courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

y =18,12x - 0,1084
0,8 R?=0,9919

Absorbance a 430 nm
o
D

0 T T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03, . 0,04 0,05 0,06
Concentration en quercitine en mg /ml

Annexe 8 : Variation de I’inhibition du DPPH' de la quercétine.

120 9y - 0,695x + 34

100 1" R2-0,882
80 -

60 -
40 -
20 A
0 T T T T T T !
0 20 40 100 120 140

% d'inhibition

60 . 80
concentration en ug/ml

Annexe 9: Variation de I’inhibition du DPPH' de I’acide gallique .

120 ~
100 - y =0,2267x + 44,076
R?=0,9722

80 -
60 -
40 -
20 A

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentration en pg/mi

%d'inhibition
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Annexe 10 : Variation de ’inhibition du ABTS " de Trolox .

% d'inhibition

120
100
80
60
40
20

y = 0,2048x + 48,193
R? = 0,9895

50 100 150 200 250 300
concentration en ug/ml

Annexe 11 : Variation de I’inhibition du DPPH' pour les trois essais en fonction de la

concentration de R.alaternus pour la phase éthanolique.

< 150
k) y =0,5828x + 27,615
5 100 R?=0,8515
S 50 *
©
o\o 0 T ‘ T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
concentration pg / ml
150
c y = 0,6069x + 24,969
o
5 100 R? = 0,909
2
= L )
-g O T T T T T T T 1
> 0 20 40 60 . 80 100 120 140
concentration pg/ml
< 150
=] 100 y =0,5752x + 27,684
2 R%=0,895
<
S 50 *
© *
o\o 0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
concentration pg/ mi
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Annexe 12 : Variation de I’inhibition du DPPH pour les trois essais en fonction de la
concentration de M.sylvestris pour la phase éthanolique.

150
y = 0,5349x + 7,6222
S 100 R*=0,9271
=
=2 50
<
=
:c 0 T T T T T T T 1
© 0 20 40 60 80 100 120 140
o -
concentration pg/ml
80

S 60 y= O,4991X + 7,9651

= R? = 0,8996

S 40

<

= 20

©

\o O T T T T T T 1

°© 0 20 40 60 80 100 120 140

concentration pg/ mi

- 80

2 60 .  y=04984x+8,2077

o R? = 0,8885

‘= 40 -

£

520 1

o\o 0 ’ T T T T T T 1

0 20 60 .80 100 120 140
concentration pg/ml

Annexe 13 : Variation de I’inhibition du DPPH' pour les trois essais en fonction de la
concentration de R.alaternus pour la phase n-butanoligue.

c 150 1\ - 0,5750x + 29,727
S 100 R?=0,7389
2
€ 50
o
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< 100 y = 0,4945x + 33,39
:8 80 R?=0,8762
S 60
£ 40
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concentration pg/mi
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% d'inhibition
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=0,5543x + 33,443

R?=0,6809

60 80 100 120

concentration pg/mi

20 40

140

Annexe 14 : Variation de I’inhibition du DPPH' pour les trois essais en fonction de la

concentration de M.sylvestris pour la phase n-butanolique.
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Annexe 15 : variation de I’inhibition du DPPH' pour les trois essais en fonction de la
concentration de R.alaternus pour la phase aqueuse.
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Annexe 16 : Variation de I’inhibition du DPPH' pour les trois essais en fonction de la
concentration de M.sylvestris pour la phase aqueuse.
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Annexel7 : Variation de Iactivité scavenging contre I’ ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de R.alaternus pour la phase éthanolique.
150 y = 0,2051x + 47,537
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Annexe 18 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de M.sylvestris pour la phase éthanolique.
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Annexe 19: Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de R.alaternus pour la phase n-butanolique.
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Annexe20 : Variation de I’activité scavenging contre I’ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de M.sylvestris pour la phase n-butanolique.
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Annexe21 : Variation de ’activité scavenging contre I’ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de R.alaternus pour la phase aqueuse
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Annexe 22: Variation de ’activité scavenging contre I’ABTS™ pour les trois essais en
fonction de la concentration de M.sylvestris pour la phase aqueuse.
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Résumé

Rhamnus alaternus.L et Malva sylvestris.L sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle
reconnues par leurs vertus thérapeutiques.

L’objectif de notre étude est I’évaluation de I’activité antioxydante des polyphénols obtenus a partir des extraits
de la partie aérienne de M. sylvestris et R. alaternus vis-a-vis du radical ABTS+ , DPPH' et le pouvoir
réducteur.

La partie aérienne a soumis une macération dans 1’éthanol suivi par le n-butanol et I’eau distillée. Les
rendements de R.alaternus étaient de : 15%, 30.84 %, 23.28 % et M.sylvestris de : 4.5%,23%, 30.84% pour les
extraits EOH, n-But et Aq respictivement. Les résultats obtenues indiquent que R.alaternus et M. sylvestris ont
présentées la plus grande teneur en polyphénols et en flavonoide dans I’extrait éthanolique (34.75+0,071 et
19.63+2,3) mg Eq AG /g d’extrait pour R.alaternus et (29.82+1,65 et 19.52+2,27) mg EQ/g d’extrait pour M.
sylvestris respectivement.L’étude quantitative a révélé que D’extrait aqueux de M. sylvestris et D’extrait
butanolique de R. alaternus présentent des CI50 plus efficaces avec 28.96+1,34pg/ml et 32.92+2,75ug/ml
respectivement vis a vis du radical DPPH' .Pour le test d’ABTS, il a été constaté que 1’extrait éthanolique de R.
alaternus et M.sylvestris représente un potentiel antiradicalaire le plus important avec des CI50 de
(27,81+13,69 et 44.42 +5,53) pg/ml respectivement .Pour le pouvoir réducteur, nous avons constatés que la
capacité la plus élevée pour R.alaternus a été obtenue avec I’extrait butanolique (0.899).cependant, pour
M.sylvestris I’extrait éthanolique a exhibé le pouvoir réducteur le plus important qui est de 0.873.

Mots clés: Polyphénols, flavonoides, Rhamnus alaternus L., Malva sylvestris L., activité antioxydante.
Abstract

Rhamnus alaternus L. and Malva sylvestris L. are plants used in traditional medicine recognized by their
therapeutic properties.

The aim of our study is the evaluation of the antioxidant activity of the polyphenols obtained from
extracts of the aerial part of M. sylvestris and R. alaternus vis-a-vis the ABTS radical * , DPPH' and reducing
power.The aerial part submitted maceration in ethanol followed by n-butanol and distilled water. R.alaternus
yields were 15%, 30.84%, 23.28% and M.sylvestris of: 4.5%, 23%, 30.84% for EOH,n-but and Aq extracts
respectively.The results obtained indicate that R.alaternus and M. sylvestris have presented the higher content of
polyphenols and flavonoids in the ethanol extract (34.75 £ 0.071 and 19.63 + 2.3) mg Eq AG / g of extract to R.
alaternus and (29.82 £ 1.65 and 19.52 + 2.27) mg EQ / g of extract to M. sylvestris respectively.

The quantitative study found that M. sylvestris aqueous extract and butanol extract of R. alaternus have
more effective with IC50 28.96 + 1,34pug / ml and 32.92 + 2,75ug / ml respectively with respect to the DPPH"
radical.for ABTS test, it was found that the ethanolic extract of R. alaternus and M.sylvestris represents an
antiradical potential with the largest of IC50 (27.81 + 13.69 and 44.42 + 5.53) ug / ml respectively .For the
reducing power, we observed that the highest capacity for R.alaternus was obtained with the butanol extract
(0.899) .but for M.sylvestris the ethanol extract exhibited the power the most important gear that is 0.873.

Key words: polyphenols, flavonoids, Rhamnus alaternus L., Malva sylvestris L., antioxidant activity.
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