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Introduction

Introduction

Dans les pays en voie de développement, entre 70 et 95% de la population utilise des plan
tes médicinales pour les soins de santé de base, non seulement a cause du manque d’acces aux me
dicaments contemporains, mais aussi grace a I’efficacité prouvée de ces végétaux via une utilisati

on traditionnelle ancienne [1].

Dans ce contexte, les métabolites secondaires des plantes revétent une importance
particuliére. Ce sont des composés naturels qui ne sont pas nécessaires a la croissance immédiate
de la plante, mais qui jouent un role essentiel dans son adaptation a I’environnement et ses
mécanismes de défense. Ces composés ont démontré leur efficacité biologique grace a diverses

activités, notamment des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires [2].

Le genre Rhamnus contient plusieurs especes végetales dont certaines sont des plantes
médicinales [3]. Les membres de ce genre sont présents dans le bassin méditerranéen : Rhamnus
alaternus notamment en Afrique du Nord et plus précisément en Algerie sous le nom localement
identifie tel que Mliles, Amliles ou Oud el khir [4]. Cette plante a été utilisée depuis longtemps

dans la medecine traditionnelle pour protéger le foie, la peau et le systéme digestif [5].

Le genre Rhamnus présente une grande diversité structurale dans les principaux composés
bioactifs, y compris les composés phénoliques notamment les flavonoides, les triterpenes

alcaloides [6].

Les activités de recherche passent par la récolte et I’identification des espéces végeétales
présentant un intérét en médecine traditionnelle en particulier, ’extraction de la maticre végétale,

I’isolement des biomolécules, leur caractérisation par les différentes méthodes.

Notre étude se concentre sur I’analyse phytochimique de la plante Rhamnus alaternus et
I’évaluation de son activité biologique tel que I’activité antioxydante, Ce travail de mémoire est

subdivisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une recherche bibliographique, comportant une présentation

botanique et phytochimique de la famille des Rhamnaceae et du genre Rhamnus.
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Le deuxiéme chapitre apporte une synthese bibliographique sur les différentes classes de

metabolites secondaires les plus connus avec leurs propriétés biologiques.

Le troisieme chapitre consiste :

v' Les matériaux et les méthodes utilisés. Il aborde spécifiquement I’étude
phytochimique des extraits provenant de notre plante, ainsi que sur I’évaluation de
leur activité antioxydante.

v Une discussion des résultats obtenus, les résultats de 1’étude phytochimique ainsi

que I’évaluation de I’activité biologique seront interprétés.

Ce travail a été terminé par une conclusion générale.
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Chapitre | Rappel Bibliographique

I-1-Plantes sahariennes

Les plantes du Sahara sont un groupe d’espéces végétales adaptées aux conditions
climatiques séches des régions désertiques. Ces plantes se caractérisent par des mécanismes
d’adaptation spécifiques, tels qu’une faible surface d’évaporation, un faible stockage d’eau dans
les tissus, un cycle végétatif, un systeme racinaire trés développé et une tolérance accrue a la

salinité. Ces stratégies les aident a survivre au stress hydrique et thermique [7].
I-2-La famille des Rhamnaceae
I-2-1- Géneralités

Les Rhamnaceae sont une famille presque cosmopolite de 61 genres d’arbres, d’arbustes et

de vignes contenant environ 900 especes [8].

En Algérie, les Rhamnaceae sont divisées en 9 genres, 3 genres, classés selon des caractéres
morphologiques. La famille est particulierement diversifiée dans les régions tempérées, certaines

especes étant adaptees aux sols secs [9].

C’est une famille qui présente de nombreuses différences morphologiques, car elle est
présente dans de nombreuses régions différentes. Mais les plantes de cette famille ont certaines

choses en commun [10].
I-2-2-La positon systéematique
La famille des Rhamnaceae se caractérise par la classification suivante [11]:
e Regne : Planta
e Sous-regne : Tracheobionta
e Division : Magnoliopthyta
e Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Rhamnales

e Famille : Rhamnaceae
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Chapitre | Rappel Bibliographique

I-2-3-Description botanique de la famille des Rhamnaceae (Les Rhamnaceées) :

La famille des Rhamnaceae fait partie du groupe des Eudicots et sa classification s’établit

comme suit [12] Figure (1. 1) :
> Type de plantes : Arbres, arbustes, plantes grimpantes et parfois herbacées.
> Caractéristiques des tiges : Certaines especes posseédent des épines ou des perchoirs.
> Feuilles : Simples.Alternes ou opposees.
> Fleurs : De petite taille.Présence de pétales, mais parfois absents.
> Fruits : Généralement en forme de drupe.Ressemblent a la pulpe du lotus.

> Répartition géographique : Présentes dans différentes régions du monde. Majoritairement

dans les zones tropicales.

> Utilisations : Production de médicaments.Fabrication de colorants.Production de fruits et de

bois.

Figure 1.2 : Feuilles, Fleurs et Fruits de la famille des Rhamnaceae
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I-2-4-La répartition géographique

La famille des Rhamnaceae contient environ 900 espéces réparties dans 58 genres a travers
le monde [13].

Cette famille est presque cosmopolite et se retrouve particulierement dans les régions
tropicales. Certaines especes se trouvent egalement dans des zones arides caractérisées par des sols

calcaires [7].

Dans le nord-ouest de I’Europe, on ne trouve que deux genres, comprenant quatre especes.
Les espéces les plus communes sont Frangula alnus et Rhamnus catharticus, qui sont les plus

communes dans cette région [13].

D’autres especes, telles que Rhamnus alaternus et Rhamnus saxatilis, sont plus répandues
dans le sud et le centre de I'Europe, avec quelques occurrences limitées dans les régions du nord-
ouest [13].

En Algérie, neuf especes de Rhamnaceae, appartenant a trois genres différents, ont été

observeées et classées selon leurs caracteristiques morphologiques [7].
I-2-5-Propriétés biologiques de la famille

En raison de la diversité de leurs métabolites secondaires, les Rhamnaceae sont bien
connues pour leurs multiples propriétés biologiques. Ces propriétés comprennent des effets

antioxydants, anti-inflammatoires, antibactériens et laxatifs [14-15].

L’une des espéces les plus utilisées, Rhamnus alaturnus, possede une activité antioxydante
remarquable en raison de sa forte concentration en composés phénoliques, notamment en
flavonoides et en anthraquinones. La recherche a démontré son efficacité dans I’élimination des
radicaux libres, la réduction du stress oxydatif, ainsi que son potentiel antiprolifératif et

antimutagene [14-15].
I-2-6-Utilisations traditionnelles et intérét

La famille des Rhamnaceae regroupe environ 900 especes réparties dans plus de 50 genres.
Elle est largement représentée dans les régions tempérées et tropicales, notamment dans les

écosystémes méditerranéens [16].
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En Afrique du Nord, plusieurs de ses especes sont utilisées depuis 1’ Antiquité pour leurs

vertus thérapeutiques, mais aussi pour leurs applications économiques et écologiques [17].

Depuis des siecles, les plantes de cette famille ont été utilisées dans la médecine populaire
a travers plusieurs régions du monde. Dans les pays du Maghreb, tels que I’ Algérie, le Maroc et la
Tunisie, certaines espéces jouent un réle important dans le traitement des affections courantes :
Ziziphus lotus et Paliurus spina-christi sont employés localement contre les troubles digestifs,

I’hypercholestérolémie et les infections cutanées [18].

Rhamnus alaternus, quant a lui, est utilisé comme purgatif et dépuratif, particulierement

dans les zones rurales [19].

Les feuilles et les fruits sont souvent administres sous forme de décoctions ou appliqués

localement selon I’affection traitée [20].

En Espagne, notamment dans la région de Navarre, Rhamnus alaternus est utilisé
traditionnellement comme antihypertenseur, pris a jeun sous forme de tisane, ainsi que pour

stimuler la digestion [21].

Dans la médecine arabo-musulmane ancienne, des espéces telles que Ziziphus spina-christi
étaient utilisées pour leurs proprietes anti-inflammatoires, sédatives et cicatrisantes,

particulierement dans le traitement des infections respiratoires et des blessures legéres [22].
I-2-7-L’étude chimique

Les études phytochimiques réalisees sur les Rhamnaceae ont révélé la présence d'une
grande variété de composés : flavonoides, anthraquinones, tanins et anthrones. Ces métabolites
secondaires sont responsables de nombreuses propriétés biologiques et sont également utilisés

comme colorants naturels [23,24].

Historiquement, les fruits de plusieurs especes de Rhamnus ont été utilisés comme source

de colorants pour la teinture et la peinture [25].

Ces caractéristiques sont principalement attribuées a la présence de composés tels que les
anthraquinones, les anthrones et les flavonoides. Ces derniers contiennent des noyaux actifs
(cétophénolate, diphénolate, catéchol) qui permettent la formation de complexes de coordination

avec les ions métalliques [23,24].
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I-3-Présentation du genre Rhamnus
I-3-1-Généralités

Le genre Rhamnus appartient a la famille des Rhamnaceae et comprend environ 100 especes
d'arbustes présents dans diverses régions du monde. Ces especes sont traditionnellement utilisées
en médecine populaire dans des régions telles que I'Asie de I'Est, I'Amérique du Nord et du Sud et
les régions tropicales d'Afrique pour traiter diverses maladies telles que le cancer, la jaunisse, le
paludisme, les infections, I’hypertension artérielle, les maux d’estomac et les morsures de serpent
[26].

Les fruits de Rhamnus contiennent des composés chimiques importants tels que des
flavonoides et des anthraquinones, qui ont des proprietés antioxydantes, anti-inflammatoires et

cicatrisantes, ainsi que des activités antibactériennes, antimutagénes et antitumorales [27].
I-3-2-Position systématique

Le genre Rhamnus, communément appelé Nerprun, appartient a la famille des Rhamnacées

et se classe dans le systeme taxonomique de la maniére suivante :[12]
e Regne : Plantae
e Phylum : Tracheophyta
o Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Rosales
e Genre : Rhamnus
« Famille : Rhamnaceae
I-3-3-Description botanique du genre Rhamnus

Le genre Rhamnus, appartenant a la famille des Rhamnaceae, comprend plus d’une centaine

d’espéces d'arbustes ou de petits arbres, parfois épineux [28].
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Les feuilles sont simples, opposées ou alternes, ovales a elliptiques, parfois dentées,
persistantes ou caduques. Les fleurs sont petites et verdatres, bisexuées ou unisexuees,
généralement 4 ou 5 piéces, les fleurs fleurissent au printemps.Les fruits sont de couleur rouge,

devenant noirs & maturité, et contiennent une ou plusieurs graines [7].
I-3-4-Distribution géographique

Le genre Rhamnus, appartenant a la famille des Rhamnaceae, est largement réparti dans les
régions tempérées et subtropicales de I'némisphere nord. Il regroupe environ 125 espéces
d’arbustes et de petits arbres. Sa répartition couvre I’Europe, I’ Asie de I’Est, I’Amérique du Nord,
la Chine ainsi que I’Afrique du Nord. Sa présence est particulierement marquée dans le bassin

mediterranéen, ou certaines espéces se sont adaptees a des conditions arides et salines [7].

I-3-5-Rhamnus en médecine traditionnelle

Le genre Rhamnus comprend environ 137 espéces utilisées en médecine traditionnelle dans
des regions telles que I’Asie de I'Est, I'Amérique du Nord et du Sud et I’ Afrique subtropicale. Il est
utilisé¢ pour traiter diverses maladies telles que le cancer, les plaies, la jaunisse, I’hépatite et le
paludisme. Ce genre contient des composés tels que les anthraquinones et les flavonoides, qui ont

des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et cicatrisantes [26].
I-3-6-Etude chimique antérieure

Historiquement, les fruits de plusieurs especes de de Rhamnus (nerprun) ont été utilisés

comme source de colorants naturels pour la teinture et la peinture [29, 30].

Ces caractéristiques sont principalement attribuées a la présence de composés tels que les
anthraquinones, les anthrones et les flavonoides. Ces derniers contiennent des sites actifs, tels que
les noyaux cétophénolate, diphénolate et catéchol, qui favorisent la formation de complexes de

coordination avec les ions métalliques [3 0, 31].

Des molécules comme la quercétine, la cyanidine et la lutéoline sont connues pour présenter

ce type de comportement [30].

Les fruits verts étaient utilisés pour produire un colorant jaune, tandis que les fruits mdrs

servaient a fabriquer un pigment vert appelé « vert de seve », dérivé principalement de Rhamnus
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frangula. Historiqguement, ce pigment, conservé dans des contenants naturels, était utilisé pour les

peintures a l'eau, bien qu'il soit instable a la lumiére [32].
I-3-7-Etude biologique antérieure du genre

Le genre Rhamnus, appartenant a la famille des Rhamnaceae, regroupe plus d’une centaine
d’especes d’arbustes ou d’arbres généralement a feuilles persistantes ou caduques. Ces especes

sont largement répandues dans les régions tempérées et subtropicales du monde entier [33].

Plusieurs d’entre elles sont utilisées traditionnellement pour leurs vertus thérapeutiques,
notamment en raison de leurs propriétés purgatives, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et

antioxydantes [34].
I-3-8-Les espéces du genre Rhamnus

Le genre Rhamnus comprend de nombreuses espéces réparties a travers le monde, dont
certaines ont été particulierement investiguées en raison de leur intérét pharmacologique ou de leur

adaptation écologique. Parmi elles, certaines sont bien représentées en Algérie.
A-Espeéces les plus étudiées dans le monde
Y Rhamnus cathartica L.

Connue sous le nom de « nerprun purgatif » ou common buckthorn, cette espece originaire
d’Europe et d’Asie est largement documentée pour ses fruits riches en anthraquinones aux

propriétés laxatives puissantes [35].

Elle est utilisée historiquement comme purgatif naturel, bien que son usage prolongé puisse

entrainer des effets secondaires, notamment hépatotoxiques [36].

Y Rhamnus frangula

Appelée aussi « nerprun bourdaine » ou alder buckthorn, cette espéce produit une écorce

utilisée comme laxatif doux grace aux anthraglycosides [37].

Elle présente également des activités antioxydantes et antimicrobiennes [38]. C’est un
arbuste caduc (2-5 m) aux branches alternes, au feuillage vert brillant devenant jaune a 1’automne,

avec des fruits passant du rouge vif au pourpre foncé [38].
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Y Rhamnus alpina L

Cet arbuste non épineux possede des feuilles lancéolées pouvant atteindre 13 cm de

longueur, avec 10 a 15 paires de nervures latérales bien marquées [44].

Ces trois especes sont parmi les plus documentées dans la littérature scientifique, tant sur

les plans phytochimique que pharmacologique, Figure (1.02), [39].

Rhamnus cathartica

Rhamnus frangula

Figure 1.2 : Monographies des différentes especes de Rhamnus dans le monde
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B-Especes les plus répandues en Algérie
S Rhamnus alaternus L.

Espéce trés commune dans les zones cotiéres et semi-arides du nord de I’Algérie, connue
localement sous le nom de mililis. Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des
troubles digestifs et comme antiseptique [7]. Des études récentes ont montré son activité

antibactérienne [41].
S Rhamnus lycioides L.

Arbuste résistant a la sécheresse, il se développe dans des milieux secs et rocailleux,
notamment dans les régions du sud-est marocain (Er Rachidia, Boudenib, Bou Anane) et divers
massifs d’Afrique du Nord. Il atteint 4 a 8 métres, avec de grandes feuilles glabres, des fleurs vertes

a quatre pétales, et des fruits jaunatres a maturité [44].

Longtemps considéré comme une sous-espece, il est aujourd’hui reconnu comme espéce
distincte pour des raisons morphologiques et écologiques [42]. Il présente un intérét écologique et

ses fruits contiennent des composes antioxydants [43].

Ces espéces contribuent significativement a la biodiversité locale, bien que leurs
potentialités biologiques soient encore peu explorées comparativement aux especes européennes
[40], Figure (1.03).

Rhamnus alaternus Rhamnus lycioides

Figure 1. 3 : Monographies des différentes espéces de Rhamnus, en Algérie
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Rhamnus alaternus est une espéce végétale d'origine méditerranéenne qui s’adapte
particulierement bien aux environnements allant des zones humides aux régions semi-arides. En

Algérie, sa présence est principalement observée dans trois types de milieux :

« Les zones cotieres et telliennes (représentées en vert sur la carte), qui offrent un climat

propice a son developpement ;

o Les massifs montagneux au climat subhumide (zones rouge/rose), ou les conditions

météorologiques restent favorables ;

« Une portion des hauts plateaux (en jaune), ou malgré un climat plus rude, les températures

et I’humidité demeurent compatibles avec sa croissance. Figure (1.04)

35°'N

30°'N

25°'N

Figure 1.4 : Répartition écologique des grandes zones bioclimatiques en Algérie.

Les zones de présence de I'espece Rhamnus alaternus

1-3-9-Nomenclature du Rhamnus alaternus L

Rhamnus alaternus est connu sous plusieurs appellations vernaculaires, aussi bien locales
qu'internationales. En arabe, il porte des noms tels que : Am’lile’ce, M’lila, Soitfair, Oud El-khir

ou encore Safir [14, 25].
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En kabyle, il est désigné par le nom Mélilés [14, 25]. En anglais, la plante est connue sous
le nom de Buckthorn, en francais sous celui de Nerprun, en allemand Kreuzdorn, en espagnol
Aladierna, Cosco Unia, ou Sanguino de Andalucia, et en italien Alaterno ou Legno Puzzo Tableau

(1.01), [46].

Tableau I .1 : Classification phylogénétique [47]

Taxon Nom
Domaine Eucaryote
Régne Végétal
Sous réngne Plante vertes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosaceae
Ordre Rosale
Sous Ordre Rhamnale
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus
Espéce Rhamnus Alaternus L.

1-3-10-Ecologie du genre Rhamnus

Le genre Rhamnus est principalement présent dans les régions tempérées et subtropicales
de ’hémisphere nord, notamment en Asie de I’Est, en Amérique du Nord, en Chine ainsi que dans
le bassin méditerranéen. Certaines especes telles que R. alaternus et R. oleoides sont présentes en
Afrique du Nord et dans le sud de I’Europe. Ces arbustes s’installent volontairement sur les sols
calcaires, les pentes rocheuses, les berges d’oueds ainsi que dans les garrigues séches. Ce genre est
reconnu pour sa tolérance a la sécheresse et sa capacité d’adaptation aux environnements pauvres
et arides.Il a d’ailleurs donné son nom a la famille des Rhamnaceae , a laquelle appartiennent

¢galement d’autres genres tels que Ceanothus et Ziziphus (le jujubier) [48].
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I-3-11-Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Rhamnus

Le genre Rhamnus attire beaucoup I’attention des chercheurs grace a sa teneur élevée en

métabolites secondaires possédant des activités biologiques intéressantes [49].

Le criblage phytochimique des extraits bruts de Rhamnus alaternus a révélé une richesse
en métabolites secondaires, notamment des terpénoides, phénols, flavonoides et quinones, présents

dans tous les extraits analyseés.

Il est également bien documenté que plusieurs especes du genre Rhamnus (R. alaternus, R.
fallax, R. intermedia, R. pumila, R. catharticus, R. orbiculatus, R. saxatilis, R. frangula et R.
alpinus) produisent des quantités élevées de flavonoides, anthraquinones et composés phénoliques,
reconnus pour leurs activités biologiques et pharmacologiques variées, Figure (1. 5), [50].

Par ailleurs, chez Frangula alnus (anciennement classifiee sous le nom de Rhamnus
frangula), divers composés phénoliques ont éte isolés et identifiés, notamment la quercitrine, la
querceétine et le rutoside, témoignant du fort potentiel antioxydant de cette espece, Figure (I. 6)
[51].

HO

Lupeol Acide oleanolique
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OH
OH
HO 0} HO o
OH
OH
OH 0} OH (0]
Quercetine Apigenine
Figure 1. 5 : Composés chimiques isolés de R. alaternus
OH
OH
HO (0]
OH HO 0
0 0
OH (0] OH
0 OH 0 0
HsC 0
OH HO""‘-\.
HO

OH

Olllie
T

(B) Rutoside

(A) Quercitrine
Figure 1. 6 : Structures chimiques des composés identifiés : (A) Quercitrine, (B) Rutoside
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Chapitre 11 Les métabolites secondaires de la plante

I1-1-Définition aux métabolites
Les métabolites sont les produits intermédiaires ou finaux du métabolisme et sont

principalement constitués de petites molécules telles que les acides aminés, les sucres et les lipides.

Ils jouent un réle essentiel dans la production d’énergie, la formation de structures cellulaires, la

transmission du signal, la régulation des enzymes et la défense contre d’autres organismes [52].
Les métabolites sont de petites molécules produites lors de processus métaboliques naturels

et synthétiques, a travers des réactions de phase | (comme I'oxydation) ou de phase Il (comme la

glucuronidation). Ils jouent un role crucial dans les processus biologiques, affectant les cellules

invasives, dormantes et prolifératives. Certains métabolites sont utilisés dans le développement de

nouveaux médicaments en raison de leur efficacité et sécurité [53].

I1 existe deux types principaux de métabolites que 1’on peut distinguer :

» Les métabolites primaires : Les metabolites primaires sont des biomolécules essentielles
a la fonction métabolique, a la croissance et au développement des organismes vivants. Il
s’agit notamment des éléments constitutifs des acides aminés, des glucides, des lipides, des
vitamines et des acides nucléiques. Ils sont principalement présents dans les plantes,
remplissent des fonctions energétiques et sont des précurseurs de métabolites secondaires
[54].
» Les métabolites secondaires : Le concept de métabolites secondaires a été introduit pour

la premiere fois par Kossel, qui les a distingués des métabolites primaires. Trente ans plus
tard, Czapek a apporté une contribution importante en proposant que ces composeés soient

formés par des modifications chimiques telles que la désamination au cours du métabolis
» me de I’azote [55].

Les métabolites secondaires ne participent pas a la croissance des organismes, mais ils
favorisent leur adaptation a I’environnement. Bien qu’ils ne soient pas essentiels a la survie
immeédiate, ils peuvent affecter la longévité. Issus du métabolisme primaire, ils servent parfois de

réserves de carbone et d'azote qui peuvent étre mobilisées en cas de besoin [56].

Les métabolites secondaires protégent les plantes et attirent les pollinisateurs. Bien qu’ils

soient présents en petites quantités, ils ont une énorme importance médicinale et commerciale. 1ls
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sont classés selon leur structure chimique et sont utilisés dans les cosmétiques, 1’agriculture et la

fabrication de peintures [57].
I1-2- La classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont divisés en 3 grandes classes : notamment les composés
phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chaque catégorie comprend une grande variété de
molécules aux activités biologiques multiples. Ces composés jouent un rdle important dans la

biologie humaine et sont étudiés pour leurs diverses applications [58].

Ces composés jouent un réle important dans la protection des plantes et leur adaptation a
leur environnement. Certains métabolites secondaires contribuent a la résistance aux rayons

ultraviolets, tandis que d’autres ont des propriétés défensives contre les organismes nuisibles [59].
11-2-1- Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules organiques qui contiennent un ou plusieurs
groupes hydroxyles attachés a un cycle aromatique. Leur structure leur confere une acidité douce
et une réactivité specifique. Présents principalement dans les plantes, on les trouve souvent sous

forme d'esters ou de glycosides plutdt qu'a I'etat libre [60].

Ces composes de metabolites specialisés présents principalement dans les plantes et

présentent une grande diversité structurelle [61].

Les composés phénoliques contribuent a la défense des plantes principalement contre les
agents pathogénes et les herbivores. Ils jouent également un réle dans I’attraction des pollinisateurs
et fournissent une coloration pour le camouflage. De plus, ils possédent des propriétés
antibactériennes et antifongiques, qui améliorent leur capacité a résister aux facteurs

environnementaux nocifs [62].
I1-2-1-a- Structure chimique

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes dérivés
principalement de la phénylalanine et, dans une moindre mesure, de la tyrosine. Ils se caractérisent
par la présence d'au moins un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles. Plus de
8 000 structures phénoliques ont été identifiées, largement réparties dans le regne végétal [63]
(Figure I11. 1).
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OH

Figure 11. 1 : Structure général des composes phénoliques
11-2-1-1- Classification des composés phénoliques

Selon leur structure chimique, les composés phénoliques peuvent étre répartis en plusieurs
sous-classes. Les catégories principales incluent les phénols simples (notamment les acides

phénoliques), les flavonoides, les tanins, ainsi que les coumarines [64].
11-2-1-1-a- Phénol Simple

Les molécules phénoliques « simples » sont constituées d'un atome de phénol ou de ses
dérivés, caractérisé par un squelette C6. Leur structure de base comporte un groupe organique (R)
qui peut étre un groupe alkyle, alcényle, aryle ou d'autres groupes fonctionnels en position ortho,
méta ou para du cycle aromatique. La position du groupe hydroxyle définit le type spécifique de

phénol, correspondant aux relations carbone 1,2 (ortho), 1,3 (méta) et 1,4 (para) [65] Figure (11.2)
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OH
Phenol
OH OH OH OH OH
R % Ry R,
R R4 R
R
Ortho meta para meta-tri vic-tri

Figure I1. 2: Structure général des substances simple

¢ Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe majeure de composés phénoliques présents dans les
plantes, présents sous forme libre et liée. Selon leur structure, ils sont divisés en deux sous-groupes
principaux : les acides hydroxy benzoiques, caractérisés par une structure de type C¢—C;, et les

acides hydroxy cinnamiques, définis par une structure de type Cc—C3 [66].
» Classification des acides phénoliques
% Acides hydroxybenzoiques

L’acide hydroxy benzoique, dérivé de l'acide benzoique, a une structure C6-C1. llIs
contribuent aux propriétés sensorielles des aliments et fournissent des effets antioxydants, anti-

inflammatoires et antibactériens, ainsi qu'un rdle protecteur pour le foie [67] (Tableau II. 1).
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Tableau Il. 1: Les structures d’Acide benzoique
Structure Nom R1 R2 R3 R4
Acide p-hydroxy benzoique H H OH H
R?2 R1 Acide protocatéchique H OH OH
O Acide vanillique H OCHs | OH
R3 Acide glycolique H OH OH OH
OH Acide syringique H | OCH3| OH | OCHs
R4 Acide salicylique OH H H H
Acide benzoique Acide gentisique OH H OH

& Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont des composés naturels dérives de lacide

phénylpropanoique et existent sous diverses formes, telles que les esters et les glycosides. Ils

constituent un intermédiaire clé dans la synthese des polyphénols et possédent des propriétés

antioxydantes, ce qui les rend influents sur la stabilité, la saveur et la couleur des aliments [68]

(Tableau I1. 2)

Tableau Il. 2 : Les structures d’Acide hydroxycinnamiques

Structure Nom R1 R2 R3
OH Acide cinnamique H H H
R A Acide p-comarique H OH H
0]
Acide caféique OH OH H
R, Acide férulique OCHz | OH H
RS
Acides hydroxycinnamiques Acide sinapique OCHz | OH | OCHs
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% Coumarines

Le terme coumarines provient du mot (cumaru )qui fait référence a la féve tonka dans une
langue de I'Amazonie. Pour la premiére fois en 1820, elles ont été extraites a partir de plantes
aromatiques telles que le foin d'odeur, la féve tonka, I'nerbe vanille, la cannelle de Cassia, le
mélilot, la sauge sclarée et la lavande. lls se trouvent aussi dans des produits naturels tels que le

miel ou le thé vert [69].

Les coumarines sont des composés naturels ou artificiels, réputés pour leurs multiples
utilisations biologiques. Du point de vue chimique, il s'agit de composés comportant neuf atomes
de carbone, avec un noyau 2H-1-benzopyran-2-one, dérivant de la cyclisation de l'acide

cinnamique substitué au C-2 [70].
» Classification de coumarines

Les coumarines contiennent une ou plusieurs fonctions phénoliques.
Les groupes hydroxyles de ces molécules peuvent étre présents sous différentes formes
- libres, ethérifiés ou liés par une liaison hétérosidique. On peut classer les coumarines en deux

catégories : simples et complexes [71].
v" Coumarines simples

Les coumarines les plus courantes dans le monde végeétal comportent des substituants (OH
ou OCH3) en positions R2 et R3 [72] Figure (11. 3).

R1

X

R3

Figure I1. 3 : Structure général des coumarines simple
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v" Coumarines complexes

Ces composés sont formés d’un noyau soit de furanne, soit de pyrane, relié au noyau benzo-
a-pyrone. On distingue diverses catégories de coumarines complexes, comme les

furanocoumarines, les pyranocoumarines, les dicoumarines et les tricoumarines [71] Figure (11.4).

X Ry

OCOCHS,3

OCOR —

Pyranocoumarine Furanocoumarine

Figure 11. 4 : Structure général de quelques coumarines complexes
11-2-1-1-b- Les Polyphénols
Les polyphénols sont des composés organiques présents naturellement dans les plantes. Ils
sont classés comme métabolites secondaires et se caractérisent par la présence de groupes
hydroxyles attachés a un cycle aromatique. Les plantes les synthétisent en réponse a divers facteurs

de stress environnementaux, tels que les rayons ultraviolets et les agents pathogenes [73].

» Classification des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires contenant une ou plusieurs structures
aromatiques et au moins deux groupes hydroxyles, que I’on retrouve dans les racines, les tiges, les
feuilles, les fleurs, les fruits et les graines des plantes [74]. Environ 8 000 composés phénoliques

ont été identifiés dans la plupart des plantes médicinales et comestibles [75].

+* Flavonoides
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Les flavonoides sont une classe importante de métabolites poly-phénoliques d’origine
végétale. Structurellement, les flavonoides contiennent 15 atomes de carbone disposés en deux

cycles aromatiques reliés par une chaine a trois carbones [76] Figure (11. 5).

Produits comme métabolites secondaires, ils protégent les plantes contre divers stress
environnementaux, tels que les rayons UV et les micro-organismes. Outre leur r6le dans la défense
des plantes, les flavonoides influencent la couleur, le godt et I'ardme des fruits et des fleurs. A ce
jour, plus de 9000 dérivés ont été identifiés, jouant un r6le important dans la régulation

physiologique des plantes [77] Figure (I1. 6).

Les recherches portent sur leur extraction, leur mécanisme d’action et leur utilisation

potentielle dans le développement de nouveaux medicaments contre les maladies chroniques [78].

° L
O ‘

Flavonoides Isoflavonoides Néoflavonoides

Figure (I1. 6) : Flavonoides et ses isomeres naturels
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» Classification des flavonoides

Les flavonoides sont classés en sept sous-classes : [79] (Tableau I1. 3).

Tableau 11.3 : Différentes classes des flavonoides

Sous-Classe Structure chimique
e
Flavones O ‘
[e]
OH
OH
Flavanols Ho I o ‘
OH
OH
(0]
Flavonols O
OH
(6]
(0] \\\\\\
Flavonones @
O
Isoflavones
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Chalcones

Anthocyanes

«* Tanins

Les tanins sont des composés secondaires issus du métabolisme des plantes qui jouent un
réle important dans les interactions plantes-environnement. En raison de leur goQt astringent et de
leur capacité a précipiter les protéines, ils fonctionnent principalement comme agents de défense

contre les herbivores et les infections [80].

Les tanins ont une large gamme d’effets biologiques et sont d’une grande importance dans
les industries pharmaceutiques et nutraceutiques, ou ils sont utilisés dans les médicaments et les

compléments alimentaires [81].

Les tanins ont des propriétés bioactives importantes, notamment leur capacité a absorber
les protéines, les minéraux et les sucres, qui sont utilises dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et antipoison. De plus, ils jouent un role essentiel dans la protection des plantes

contre les micro-organismes en inhibant les enzymes végétales [82].
» Classification des tanins

v Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont généralement constitués d’une molécule centrale de glucose
litce a des molécules dacide galliqgue (gallotannins) ou dacide hexahydroxydiphénique

(ellagitannins). Ils sont facilement hydrolysables, d’ou leur nom [83] Figure (11.7).
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(|)H OH
0y O ‘ OH
OH O N o N \/V
| i | |
HO. OH I /
s } . (i‘.ocn I : .
\\“/ Ho” N ou HO Y o o
(:'.OC‘H OH C:)H
1 2 3

Figure I1. 7 : Structures caractéristiques des tannins hydrolysables

v" Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polyphénols et des poly-flavonoides poly-hydroxylés
solubles dans I’eau, I’alcool et I’acétone. IIs ont la capacité de coaguler les protéines et sont extraits
principalement du bois et de I'écorce par extraction a l'eau. Cependant, les composants non
tanniques, tels que les sucres simples et les glucides polymeéres, peuvent affecter négativement le
rendement des composeés liés aux tanins, la résistance a I'eau et augmenter la viscosité de I’extrait
[84] Figure (1. 8).
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Figure 11. 8 : Représentation schématique du tannin procyonidé lié principalement en C4-C8

11-2-2- Les terpénes

Les terpenes sont des composes dérives de I’isoprene, basés sur la base isoprene, ce qui
suggere une connexion « téte-a-que » des unités. Ces composés comprennent des hydrocarbures
vegétaux et des composeés dérivés de ’oxygene tels que les alcools, les aldéhydes et les cétones
[85].

Les terpénoides sont des metabolites végétaux secondaires tres répandus, caractérises par
leurs diverses propriétés chimiques et fonctions biologiques, notamment leurs effets

antimicrobiens, anti-inflammatoires et anticancéreux [86].
11-2-2-1-Classification des terpénes (des terpénoides)

Les terpénoides sont généralement classés en fonction du nombre et de I’organisation
structurelle des unités isoprenes a cing carbones impliqués dans leur synthese, telles que : [87]
Figure (11. 9), Tableau (I1. 4).

F

Figure I1. 9 : Structure chimique de 1"unité isopréne (CsHs)

Page | 26



Chapitre 11 Les métabolites secondaires de la plante

Tableaull. 4 : Classification des terpenes

Nombre d'atomes de Valeur de n Classe
carbone
Hémiterpénoides C5
5 1
Monoterpénoides C10
10 2
15 3 Sesquiterpénoides C15
Diterpénoides C20
20 4
30 6 Triterpénoides C30
40 8 Tétraterpénoides C40
>40 >8 Polyterpénoides C>40

v Les hémiterpénoides

Les hémiterpénoides représentent la catégorie la plus basique parmi les terpenes, étant
composés d’une seule unité isoprénique (CsHs). Jusqu’a présent, moins d’une centaine de
molécules de cette famille ont été isolées et identifiées. Ces composés sont souvent presents dans
les huiles essentielles d’origine végétale, et se distinguent généralement par leur caractere
hydrophobe, les rendant peu solubles dans 1’eau. Toutefois, certains de leurs dérivés, notamment

ceux conjugués a des sucres (glycosylés), peuvent exhiber une certaine solubilité aqueuse [88].

Parmi ces hémiterpénoides, 1’isoprene se distingue comme le composé central, étant 'unité
fondamentale impliquée dans la biosynthese de toutes les autres classes de terpenes. On trouve
également, dans le régne végétal, des exemples tels que I’acide tiglique, I’acide caféique et I’acide

isovalérique, qui appartiennent tous a cette méme catégorie chimique [88,89]. Figure (11.10)
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Figure 11.10 : Structure de certains hémiterpénoides.

v' Les Monoterpénoides C10

Les Monoterpenoides_sont des composes organiques constitués de deux unités d'isopréne
(CioHis). Ils sont principalement produits par les tissus sécrétoires des plantes vasculaires,
notamment les glandes a huiles essentielles, les canaux résiniferes et les cellules sécrétrices. Ils
sont également présents chez certains champignons, insectes et organismes marins.Plus de trente
structures carbonées différentes ont ¢té identifiés dans cette classe, témoignant d’une grande

diversité structurale et fonctionnelle [90].

Ces composeés occupent une place centrale dans la composition des huiles essentielles de

nombreuses plantes aromatiques telles que I’orange, la menthe, la lavande, le thym et la verveine

[91].

Sur le plan biologique, ils jouent un role clé dans I’arome caractéristique de ces plantes,
tout en présentant des activités biologiques reconnues, notamment des propriétés antimicrobiennes

et anti-inflammatoir [92]. Figure (11.11).
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0, it

Menthane p-Cymene Lonone
Figure I11.11 : Structure de certains monoterpénoides

v' Les Sesquiterpénoides C15

Les sesquiterpenes, qui sont des métabolites secondaires, résultent de la combinaison de
trois unités d’isoprene (C15H24). On peut les trouver sous différentes formes, notamment linéaires,
cycliques, bicycliques et tricycliques. De plus, ces composés peuvent étre soit hydrocarboneés, soit
oxygénés, comme les alcools, acides ou cétones. On les découvre fréqguemment dans les huiles
essentielles et les substances aromatiques présentes dans les plantes. Alors que des structures
simples comme le farnésane existent, la plupart d’entre elles présentent des structures cycliques

plus compliquees [93]. Figure (11.12)

OH

Linalool Citronellol Thymol Carvacrol
Figure 11.12 : Structures de quelques sesquiterpénoides.

v' Les Diterpénoides C20

Les diterpenes sont des isoprénoides composés de 20 atomes de carbone (quatre unités

d’isoprene) et présentant une grande diversité structurale, allant de formes linéaires a des structures
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cycliques complexes. Cette variété leur confere de nombreuses propriétés bioactives, ce qui les

rend trés importants en pharmacologie et en agrochimie [94] Figure (11.13)
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Figure 11.13 : Structures de quelques diterpenoides

v’ Les Triterpénoides C30

Se composent de six unites d’isopréne, correspondant a la formule moléculaire C;oH,s.
Parmi les exemples bien connus figurent le cholestérol (Cholesterol), les saponines (Saponins)
et I’acide oléanolique (Oleanolic Acid) [95].

Le cholestérol joue un role fondamental dans la structure et la fluidité des membranes
cellulaires. Les saponines sont reconnues pour leurs propriétés anticancéreuses et leur capacité a
réguler le taux de cholestérol. Quant aux acides triterpéniques tels que I’acide oléanolique, ils

présentent des activités anti-inflammatoires et antivirales intéressantes [96] Figure (11.14).
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Lupeol acide Oleanolique

Figure 11.14 : Structures de quelques triterpénoides

v’ Les Tétraterpénoides C40

Les tétraterpenoides C40 sont des composés formés de huit unités d’isopreéne (ChoHes),
parmi lesquels les caroténoides sont les plus connus. Ce sont des pigments naturels liposolubles

largement présents dans les plantes [97].

Reconnus comme de puissants antioxydants, les caroténoides contribuent au renforcement
de 'immunité et a la protection des yeux et de la peau contre les effets néfastes des rayons

ultraviolets [98], Figure (15).

-Carotene lycopene
Figure 11.15 : Structures de quelques tétraterpénoides

v Les Polyterpénoides C>40 : Les polyterpénoides sont des composés formés de plus de 8
unités d’isopréne reliées entre elles. L exemple le plus connu est le caoutchouc naturel,
constitué d’unités d’isopréne liées par des doubles liaisons en configuration cis [99], Figure

(11.16).
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X X X X

Gutta percha or balata (transconfiguration)

Natural rubber (cis-configuration)

Figure 11.16 : Structures de quelques polyterpénoides

11-2-3- Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles qui se forment principalement dans les plantes
comme des produits secondaires. Au fil du temps, la définition de ces composés a changé. Au
début, en 1880, Kdnigs les a définis uniquement comme ceux ayant une structure pyridinique. Par
la suite, Ladenburg a élargi cette définition pour inclure tous les composeés des plantes avec une
structure azotee heétérocyclique, en laissant de coté ceux qui sont d'origine animale ou crées
artificiellement [100].

Les alcaloides sont des composes organiques secondaires qui contiennent des atomes
d’azote basiques. Ils peuvent également inclure d’autres ¢léments tels que 1’oxygene ou le soufre.
Ces substances se retrouvent surtout dans les plantes, bien qu'elles soient présentes dans divers
organismes. Leur influence sur le systeme nerveux central est notable. Grace a leurs propriétés
médicinales, les alcaloides, comme I’atropine et la morphine, sont essentiels en pharmacologie. On
les divise en trois catégories principales selon leur mode de biosynthése : les véritables alcaloides,

les Protoalcaloides et les pseudo-alcaloides [101].
11-2-3-1- Classification des alcaloides
S Vrais alcaloides

Les vrais alcaloides contiennent un atome d’azote dans leur cycle hétérocyclique et sont
synthétisés a partir d'acides aminés. Ces composés réagissent avec les tests chimiques courants

utilisés pour détecter les alcaloides [102], Figure (11.17).
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Figure 11.17 : Structures de quelques Vrais alcaloides

< Proto-alcaloides

Les Proto alcaloides sont un sous-groupe d‘alcaloides constitués de composés simples
contenant des atomes d'azote dérivés d'acides aminés mais ne faisant pas partie d’un cycle
hétérocyclique. Ils sont derivés principalement du tryptophane et de la tyrosine. Parmi les
exemples, on peut citer la yohimbine, la mescaline et ’hordéine, qui sont utilisées dans le

traitement des troubles mentaux, de la douleur et des maladies neurologiques [103], Figure (11.18).
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/@/\/N\ ~~
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HO

ZT

HO NH,

Figure 11.18 : Structures de quelques Proto-alcaloides

< Pseudo-alcaloides

Les pseudo alcaloides sont des composés dont les squelettes carbonés ne dérivent pas
directement d'acides aminés, mais sont formes par des processus d’amination ou de transamination
a partir de précurseurs ou d'intermédiaires dérives d’acides aminés. Cette catégorie comprend les
alcaloides dérivés de l'acétate et de la phénylalanine, ainsi que les alcaloides stéroides. Parmi les

exemples notables, on peut citer la capsaicine, 1’éphédrine, la caféine [104] Figure (11.19).
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Figure 11.19 : Structures de quelques pseudo-alcaloide
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Chapitre 111 Partie Pratique

I11-1- Chimie extractive
I11-1-1- Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose sur l'adsorption et la capillarité.
Lorsque la plaque avec I'échantillon est placée dans la cuve chromatographique, la phase mobile
migre a travers la phase stationnaire. Le déplacement des composants dépend de facteurs comme
la densité, la solubilité et les interactions électrostatiques avec la phase stationnaire. La cuve est
généralement en verre et est fermée hermétiquement pour assurer des conditions optimales de

séparation [105].

Les CCM sont utilisées a chaque étape pour le suivi et le contréle des purifications, les
chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence et I’état de pureté des
produits suivis. Ces analyses sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium,
Kieselgel 60 Fzs4 Merck, 250 pum (10 ou 20 x 20 cm) et en phase inverse sur des plaques
d’aluminium RP-18 (20 x 20 cm).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant
approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire de solvants selon le

type de séparation souhaité. Le révélateur utilisé est 25 7ZH»SOa, 25 Zacide acétique et 50 Zeau.
111-1-2- Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait brut. Elle
est rapide et a I’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes de chromatographie
classiques. La silice Kiesselgel Merck (70-230 mesh, 63-200 um) est mise dans un entonnoir

cyclindrique filtrant sur verre fritté n° 4.
I11-1-3- Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité d’échantillons
a purifier et de la résolution souhaitée. La quantité de la silice utilisée est généralement 30 a 40 fois

supérieure a la quantité d’échantillons déposée.

La chromatographie d’exclusion stérique est réalisée sur Séphadex LH-20, en employant
30 fois le poids de I’échantillon a purifier. L’¢lution est effectuée a pression atmosphérique. Les

fractions recueilles sont regroupées selon les résultats de I’analyse par CCM.
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I11-2-Matériel végétal
I11-2-1-Récolte de la plante Rhamnus alaternus L.

La plante Rhamnus alaternus L.a été collectés dans la wilaya de Biskra & la fin du mois de
mai 2025. Toutes les parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits) ont été récoltées
manuellement. Ensuite, elles ont été soigneusement nettoyées pour éliminer les impuretés, puis
placées dans des sacs en papier, en les protégeant de la lumiére et de I’humidité. la plante a été

séchée dans un endroit ombragé et sec, a température ambiante.
I11-2-2- Description botanique de ’espéce Rhamnus alaternus L

Le Rhamnus alaternus L. est un buisson durable de la famille des Rhamnacée, qui peut
atteindre une hauteur de 3 a 5 metres. Il arbore une structure dense et ramifiée, avec des feuilles
résistantes disposees en alternance. Ces derniéres sont ovales allongées, dentelées sur les cotés,
d'un vert sombre sur la face supérieure et plus claires sur la face inférieure. Les fleurs, de petite
taille et verdatres, se rassemblent a l'aisselle des feuilles. Les fruits sont des drupes de forme
sphérique, d'abord rouges et qui deviennent noires a pleine maturité. On retrouve cette espece
fréquemment dans la région méditerranéenne, ou elle se développe sur des terrains pierreux et
arides [9].

I11-2-3- Conservation des échantillons

Apreés la récolte, la plante entiere (racine et parties aériennes) est soigneusement collectée
dans un filet pour éliminer les impuretés, puis aplatie et sechée a I’abri de la lumiére et de

I »humidité, dans un endroit aéré et sec, a température ambiante pendant environ 10 jours.

Apres un séchage complet, la matiere végétale a été broyée a 1’aide d’un moulin électrique
afin d’obtenir une poudre fine, conservée ensuite dans un bocal en verre hermétiqguement fermé, a

I’abri de la lumiére et de ’humidité.

111-3-Méthodes d’extraction
111-3-1-Définition de I’extraction

L’extraction est le processus de séparation d’une substance spécifique d'un mélange. Cette
étape est essentielle et est suivie d’une étape de purification visant a éliminer les impuretés,

permettant d’analyser la quantité, la structure et les propriétés biologiques de la biomolécule [2].
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111-3-2- Préparation d’extraits de la plante
111-3-2-1-Macération

La matiére vegétale seche de I’espece Rhamnus alaternus L, est découpée puis broyées
finement pesant 400 g de poudre fine a été macérée dans un mélange Ethanol/Eau (70-30) (V/v)
pendant 24 heures a température ambiante. Apreés filtration sur papier filtre, le solvant a été évaporé
sous pression réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor), ce qui a permis d’obtenir

I’extrait hydroalcolique, Figure (111. 1).

03 04

Figure I11. 1 : L’extraction et évaporation de la poudre de Rhamnus alaternus L.

111-3-2-2- Extraction liquide-liquide (ELL)

L’extrait hydro-éthanolique obtenue apreés filtration et évaporation, est soumis une série
d’extraction liquide-liquide, en utilisant deux solvants a polarité croissante, chloroforme et

méthanol. Les phases organiques résultants sont séchées sur Na2SO4 anhydre, suivi d’une filtration
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et évaporation a sec ce qui a conduit & la récupération de: 60.3g d’extrait Chloroformique et

I’extrait Méthanolique (89.169). Les différentes étapes d’extraction de ’espéce Rhamnus alaternus
L Sont representées dans les figures (I11. 2), (111. 3), (111. 4).

Rhamnus alaternus L
poudre (400 g)

Macération dans
Filtration et évaporation [EtOH/H,O : 70-30 (1 litres)

Extrait aqueux J

l Partition avec chloroforme (400 ml x 4)

Extrait Chloroformique Extrait aqueux J
60.3 g

l Partition avec le méthanol (400 ml x 4)

Extrait Méthanolique Extrait aqueux J
89.16 g

Figure I11. 2 : Schéma général d’extraction des racines de 1’espéce Rhamnus alaternus L

-
—_

l“l

Figure 111.3 : une extraction liquide/liquide de chloroforme
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Figure I11. 4 : Une extraction liquide/liquide par méthanol

111-3-2-3- Rendement d’extraction

Le calcul du rendement d'extraction se realisera en fonction de la masse de I'extrait sec obtenu par

rapport a la masse de la plante sechée utilisée, selon a la formule :

Rendement (%) = (

masse drextrait sec

la masse de la plante séchée

)><100

Le rendement d’extraction a été déterminé pour chaque échantillon. Les valeurs obtenues sont

regroupées dans le tableau ci-dessous :

Tableau I11. 1 : Rendements d’extraction (en %) obtenus pour les extraits méthanolique et

chloroformique de Rhamnus alaternus

Matériel végétal Extrait M(9) Rendements (%)
Méthanol 89,16 22,29
Rhamnus alaternus
Chloroforme 60,3 15,075

Les résultats qu’on a obtenus, ont montré que le rendement des extraits se differe d’un

extrait a I’autre. On distingue que ’extrait MeOH présente le rendement le plus élevé avec par

I’extrait CHCls.
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I11-4- Séparation et purification

Une analyse chromatographique CCM a été réalisée sur les deux extraits obtenus déja. Les
profils chromatographique sur couche mince CCM ont été réalisées sur les deux extraits obtenus
précédemment dans différents systéme d’élution, montrent que les deux extraits chloroforme et
méthanol sont riches en produits naturels.

La révélation des CCM obtenues a été faite par un mélange : eau - acide sulfurique - acide
acétique : 50-25-25 (v / v/ v) et chauffage & 100 °C.

I11-4-1-Fractionnement et purification de I’extrait chloroformique

L’extrait chloroformique sont soumis une VLC (chromatographie liquide sous vide) sur
gel de silice en phase normale. L’élution est effectué par le mélange de solvants Ether de
pétrole/CH,Cl,. A I’issue de cette étape, 16 fractions ont été obtenues (tableau Ill. 02). Ces
fractions sont soumises la purification par différentes techniques chromatographiques sur colonne
de gel de silice normale (CC), Séphadex LH-20 (CC), Figure (l11. 5).

Figure I11. 5 : étape d’enrobage et I’extrait de chloroforme par le VLC
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Tableau Il1. 2 : Progression de la VLC de I’extrait CHCls

Fraction Fractions

Eluant Ether de pétrole /Dichlorométhane

Regroupées

F1 (100-0)

F2 (95-5)
F3 (90-10)
F4 (85-15)
F5 (80-20)
F6 (75-25)
F7 (70-30)
F8 (65-35)
F9 (60-40)
F10 (55-45)
F11 (50-50)
F12 (40-60)
F13 (30-70)
F14 (20-80)
F15 (10-90)
F16 (0-100)
F16-1 (0-100)
F16-2 (0-100)
F16-3 (0-100)
F16-4 (0-100)
F16-5 (0-100)
F16-6 (0-100)
F16-7 (0-100)
F16-8 (0-100)
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111-4-2-Fractionnement et purification de I’extrait méthanolique

L’extrait brut obtenu par méthanol a été fractionné par chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur un gel de silice en phase normale. L’¢lution a été réalisée en utilisant un systeme de
solvants polaires composé d’eau et de méthanol, avec un gradient de polarité croissant. Ce

processus a permis d’isoler 9 fractions distinctes, comme indiqué dans le (tableau I11. 3).

Pour améliorer la pureté et faciliter I’identification des composés présents, ces fractions ont
ensuite été soumises a des séparations complémentaires par chromatographie sur colonne, utilisant

a la fois la silice normale et le gel Séphadex LH-20 Figure (l11. 6).

Figure I11. 6 : étape d’enrobage et 1’extrait de méthanol par le VLC
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Tableau I11. 3 : Tableau des fractions - extrait méthanoique

Fractions | Pourcentage Eau (ml) Meéethanol (ml)
F1 (80-20) 40 10
F2 (70-30) 35 15
F3 (60-40) 30 20
F4 (50-50) 25 25
F5 (40-60) 20 30
F6 (30-70) 15 35
F7 (20-80) 10 40
F8 (10-90) 5 45
F9 (0-100) 50 0

Fo-1 (0-100) 50 0
F9-2 (0-100) 50 0
F9-3 (0-100) 50 0

111-5-Contrdle chromatographique des fractions (CCM)

Toutes les fractions obtenues ont ensuite été analysées par chromatographie sur couche
mince (CCM) pour étudier leur composition chimique. Les profils révélés nous ont permis
d’identifier des similitudes entre certaines fractions, facilitant leur regroupement et guidant les

étapes de purification ultérieures. Figure (111. 7), Figure (I111.8).
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Figure I11. 7 : CCM des VLC des extraits

Apres révélation par la lampe UV 365 nm, on remarque la présence de plusieurs taches dans

les deux extraits, cela confirme la présence de plusieurs métabolites secondaires dans nos extraits.

Figure 111.8 : CCM des VLC des extraits
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On remarque qu’il y a pas mal de taches qui ont le méme Rf (la distance entre le point

d’injection et la fin de I’¢lution), cela s’explique par la ressemblance de la composition chimique

entre les deux extraits.

On constate probablement la présence d’une tache en Mauve et jaune dans les deux extraits,

cette couleur indique la présence des terpenes et flavonoides.
111-6- Analyse phytochimique qualitative
< Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble de methodes qui permet de détecter, dans la
plante, la présence des métabolites secondaires. Ce test permet donner une idée générale sur la
composition chimique de nos extraits, Tableau (111. 4).

Tableau Il1. 4 : Les résultats de Screening phytochimique

Metabolites secondaires Résultats CHCIs3 Résultats MeOH
Test des flavonoides ++ ++
Test des alcaloides ++ ++
Test des terpenes + ++

+ : Présence de métabolites en concentration faible

++ : Présence de métabolites en concentration forte

Les résultats de screening qu’on a obtenus montrent que les deux extraits de la plante
Rhamnus alaternus L sont riches en métabolites secondaires de différentes classes tel que : les

flavonoides, les alcaloides, les terpénes, les stérols.

111-7- Activité antioxydante

Pour estimer I’activité antioxydante de nos deux extraits CHCI; et MeOH, on s’est basé sur

le test DPPH, qui est un test trés connu dans la détermination de cette activité.
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111-7- 1-Principe du test du DPPH

L'essai au DPPH s’appuie sur le radical libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
qui arbore une teinte violette distinctive avec un pic d'absorption maximal a 517 nm. En présence
d'un antioxydant, le DPPH attrape un électron ou un atome d'hydrogéne, ce qui provoque sa
transformation en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine, qui est de couleur jaunatre. Cette diminution se
traduit par une baisse de l'absorbance, qui est proportionnelle a la capacité antioxydante de
I'échantillon Figure (111.11) [6].

NO NO,
P F— —X
o.M 4 — NS N . A o.n—F —N—N S
_—
NO. ~NO B

Figure 111.9 : Réduction du radical DPPH

111-7-2-Evaluation de ’activité antioxydante des extraits méthanoique et chloroformique

bruts de Rhamnus alaternus par la méthode DPPH

Testés : un extrait au méthanol et un extrait au chloroforme. On a préparé une solution de
DPPH en dissolvant 0,01 g de DPPH dans 50 ml de méthanol. Les solutions meres ont été créées
en dissolvant 0,03 g de I'extrait sec dans 10 ml de méthanol pour chaque type d'extrait (méthanoigue

et chloroformique), préparées séparément.

Une quantité de 1 mL de la solution mere de I’extrait (3 mg/mL) a été prélevée et introduite
dans différents tubes a essai.Le premier tube contenait uniquement 1 mL de I’extrait et 1 mL de la
solution de DPPH, sans ajout de méthanol, Les autres tubes contenaient chacun 1 mL de I’extrait,
un volume défini de méthanol pur (1,2 ;1,5;3; 6 mL), et 1 mL de la solution de DPPH, ce qui a

permis d’obtenir différentes dilutions de ’extrait pour ’analyse antioxydant.
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111-7-3-Mode d opératoire

Un tube de contréle a été élaboré en combinant 1 ml de méthanol pur avec 1 ml de solution
DPPH. Tous les échantillons (méthanoique, chloroformique et témoin) ont été placés en incubation
pendant une demi-heure a température ambiante, en étant protégés de la lumiére.
On a mesuré l'absorbance de chaque mélange a 517 nm en utilisant un spectrophotometre UV-
Visible.

Cette technique permet d'évaluer la capacité antioxydante en quantifiant la diminution de
I'absorbance provoquée par la neutralisation des radicaux libres DPPH, grace aux composés

antioxydants contenus dans les extraits.

Chaque valeur d'absorbance est associée a un pourcentage d’inhibition déterminé par

I'équation ci-dessous :

| (%) =(=2) x 100

Ou:
Ao : est I’absorbance de la solution de DPPH sans extraits
A : est I'absorbance de la solution de DPPH en presence des extraits.

On confirme nos résultats par des travaux antérieurs portés sur le test antiradicalaire des
especes du genre Rhamnus de la famille des Rhamnaceae [11] ; leurs résultats montrent que les 2

I’extraits présentent également une activité antiradicalaire élevée, Tableau (1115), Tableau (111.6)

Figure 111.10, Figure 111.11.

Tableau (I11. 5) : Résultats obtenus pour I’extrait de méthanol

Tube Cor(]gﬂ?gn/%?; fon Absorbance Inhibition
Tube 1 1.500 0.146 94.98
Tube 2 0.9375 0.185 93.64
Tube 3 0.857 0.134 95.39
Tube 4 0.600 0.154 94.71
Tube 5 0.375 1.005 65.45
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I'extrait de methanol
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Figure 111.10 : Courbe d’étalonnage pour I’extrait de méthanol

Dans cette expeérience, I’activité antioxydante de I’extrait méthanoique a été évaluée a
différentes concentrations, en mesurant le pourcentage d’inhibition (%) du radical libre DPPH. La
courbe montre que I'inhibition est ¢€levée deés les faibles concentrations, puis se stabilise

progressivement avec 1’augmentation de la dose, suggérant une saturation précoce de I’activité.

Bien qu’il existe une relation globalement croissante entre la concentration et I’inhibition,
cette relation n’est pas parfaitement linéaire. Cela est confirmé par la valeur du coefficient de
détermination R2 = 0.404, qui traduit une corrélation relativement faible entre les deux variables.
La présence d’un fléchissement du tracé a fortes concentrations suggere que I’effet atteint un

plateau autour de 100 %, traduisant une inhibition maximale déja atteinte.

Ces résultats indiquent que I’extrait méthanolique possede une forte activité antioxydante
méme a faibles doses, ce qui suggere la présence de composés hydrophiles tres actifs (tels que les
polyphénols ou flavonoides) capables de neutraliser rapidement les radicaux libres. Toutefois, il
est important de ne pas extrapoler ces données au-dela de I’intervalle testé, en raison de I’absence

de linéarité compléte.

En conclusion, cet extrait présente un potentiel prometteur pour des applications

pharmaceutiques ou biologiques, en tant que source naturelle d’antioxydants.
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Tableau (I11. 6) : Résultats obtenus pour I’extrait de chloroforme

Tube Corz;:r?g/tnrﬁ;[ fon Absorbance Inhibition
Tube 1 1.500 0.329 88.69
Tube 2 0.9375 0.986 66.11
Tube 3 0.857 1.703 41.46
Tube 4 0.600 2.119 27.16
Tube 5 0.375 2.518 13.44

Ce tableau illustre I’effet antioxydant de I’extrait de chloroforme de Rhamnus alaternus a
différentes concentrations. On observe une relation inverse entre la concentration et I’absorbance,

indiquant que I’activité antioxydante diminue avec la dilution.

L’analyse des données montre une relation inverse entre la concentration de I’extrait et
I’absorbance : plus la concentration diminue, plus ’absorbance augmente. Cela indique que la
capacité de I’extrait a neutraliser les radicaux libres DPPH diminue avec la dilution, ce qui se traduit
par une quantité résiduelle plus importante de DPPH dans la solution, et donc une absorbance plus

¢levée. Ce phénomene est typique d’un extrait riche en composés antioxydants actifs a forte dose.

Le pourcentage d’inhibition augmente avec la concentration, atteignant 88.69 % a 1.5 mg/ml,
ce qui révele une activité antioxydante dose-dépendante. Ces résultats suggérent que I’extrait
contient des composés bioactifs capables de neutraliser efficacement les radicaux libres, et

justifient son potentiel pour des applications thérapeutiques ou industrielle
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Figure 111.11 : Courbe d’étalonnage pour I’extrait de chloroforme

Cette courbe illustre la relation entre la concentration de I’extrait de chloroforme et le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH. On observe que I’inhibition augmente avec la

concentration, ce qui indique un effet antioxydant dose-dépendant.

La droite en pointillés correspond a la régression linéaire dont I’équation est
y =69.092x - 11.626 avec un coefficient de corrélation R2 = 0.9386, traduisant une forte corrélation

entre les deux parametres.

Ainsi, I’extrait présente une bonne capacité antioxydante, en particulier a des concentrations

élevées, ce qui confirme son intérét potentiel comme source naturelle de composes antioxydant
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Conclusion

L’étude des plantes médicinales a augmenté vue de leurs utilisations dans le traitement
naturel d’une variété de maladies dans le monde, Preuve que les molécules isolées a partir de ces
plantes sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou comme
modele pour la synthese de nouvelles substances bioactives. Ces plantes Elles contiennent des
métabolites secondaires avec des effets biologiques différents.

L’espéce Rhamnus alaternus L. est une végétale d’un grand intérét du point de vue
phytochimique et pharmacologique. Notre travail consiste a réaliser une étude bibliographique
d’une part sur la famille des Rhamnacées, et d’autre part sur la composition chimique et les intéréts

biologiques du genre Rhamnus.

Le rendement d’extraction le plus élevé a été observé avec le méthanol (22,29 %), indiquant
une meilleure solubilité des composés polaires dans ce solvant, contre un rendement de 15,075 %

pour I’extrait au chloroforme

Sur les études phytochimiques réalisees sur les espéces du genre Rhamnus appartenat al la
famille Rhamnaceae confirment bien sa richesse en métabolites secondaires tel que les composé
phénolique notamment les flavonoides qui sont bien connues pour leur grande importance en

activités biologiques, les terpénes, les stérols.

La capacité anti-radicalaire des extraits CHCls et MeOH de la plante a été déterminée par
la méthode DPPH. Les résultats indiquent que les deux extraits ont une activité significative, donc

ces plantes contiennent des molécules appelées agents antioxydants.

Par ailleurs, I’analyse de I’activité antioxydante, menée a I’aide du test DPPH, a démontré
une capacité notable de 1’extrait méthanolique a neutraliser les radicaux libres, avec un pourcentage

d’inhibition dépassant 94 %, ce qui atteste d’un pouvoir antioxydant élevé.

L’ensemble de ces résultats met en évidence les propriétés prometteuses de Rhamnus
alaternus L. en tant que source naturelle de composés bioactifs. Ces données ouvrent la voie a des
investigations plus poussées visant a identifier et caractériser les molécules responsables de ces

effets, en vue d’une éventuelle valorisation pharmaceutique ou cosmétique. En somme, cette étude
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confirme I’intérét croissant accordé aux ressources végétales locales dans le développement de

produits de santé innovants, efficaces et durables.
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Résumé

Résumé

L’espéce Rhamnus alaternus L, connu localement sous le nom de « Mlilis », est une plante
appartenant a la famille des Rhamnaceae. Elle est largement utilisée en Algérie dans le cadre de la

médecine traditionnelle.

Ce travail vise a I’extraction des métabolites secondaires provenant de différentes parties
de cette plante. Les présents travaux concernent une I’étude photochimie d’une plante du genre
Rhamnus (Rhamnaceae). L’extraction et les séparations chromatographiques (VLC, CC et CCM)
des deux extraits chloroformique, et méthanolique, et aussi une étude biologique (activité
antioxydante).

Les tests de screening phytochimique ont révélé la présence de plusieurs métabolites
secondaires dans la plante notamment les polyphénols de type flavonoides, les alcaloides, les

terpenes et les stérols.

Les résultats de I’activité antioxydante par le test DPPH ont indiqué que les deux I’extraits

présentent une la meilleure activité anti-radicalaire.

Mots-clés : Rhamnaceae, Rhamnus, métabolites secondaires, les flavonoides, activité

antioxydante, métabolites secondaires.
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